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DESCRIPCION

Métodos y acidos nucleicos para el andlisis de la expresion de genes asociados con el desarrollo de trastornos
proliferativos de células de prostata

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método para detectar un trastorno proliferativo de células de préstata en un
sujeto y al uso de oligonucleétidos, acidos nucleicos o acidos nucleicos de péptidos en el diagndstico de un trastorno
proliferativo de células de prostata.

Técnica anterior

El cancer de prostata es el cancer mas comin 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
edad, con mas del 65% de todos los casos de cancer de prostata diagnosticados en hombres mayores de 65 afios
(Jemal et al., 2006). La etapa de la enfermedad en el diagnostico también afecta a las tasas de supervivencia global.
Debido al uso generalizado de la prueba de deteccién del antigeno prostatico especifico (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 afios que se
aproxima al 100% (Jemal et al., 2006).

Las directrices actuales para el cribado del cancer de préstata, de acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer,
aconsejan las pruebas de PSA elevado y el examen rectal digital anualmente a partir de los 50 afios. Para los
hombres con alto riesgo de desarrollar cancer de préstata (afroamericanos hombres y hombres con uno o mas
parientes de primer grado diagnosticados a una edad temprana), el examen debe comenzar a los 45 afios. Los
hallazgos positivos en cualquiera de estos examenes estan conformados por biopsia de prostata. El advenimiento de
la deteccién de PSA ha cambiado el panorama del diagndstico de cancer de prostata. Las tasas de incidencia en el
cancer de prostata han aumentado draméticamente en los Ultimos 20 afios, mientras que el diagndéstico en varones
mayores de 65 afios 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 cancer de préstata. Esto
se traduce en un gran numero de biopsias de préstata que se llevan a cabo en hombres que no tienen cancer de
prostata. La segunda desventaja es que a pesar de la sensibilidad relativamente alta del PSA, hay hombres que
albergan cancer de préstata en ausencia de PSA elevado (>4 ng/ml) (Thompson et al., 2004). También se ha
estimado que hasta el 10% de las biopsias de préstata bajo las directrices actuales son falsamente negativas, lo que
resulta en una disminucion de la sensibilidad incluso con la biopsia (Djavan et al., 2000, Gupta et al., 2005, Hanley
Et al., 2006). Claramente se requieren pruebas mejoradas con mayor especificidad y sensibilidad.

Enfoque multifactorial. El diagndstico de cancer se ha basado tradicionalmente en la deteccion de marcadores
moleculares individuales (por ejemplo, mutaciones génicas, niveles elevados de PSA). Desafortunadamente, el
cancer es un estado de enfermedad en el que los marcadores individuales tipicamente no han detectado o
diferenciado muchas formas de la enfermedad. Por tanto, se ha demostrado que los ensayos que reconocen solo un
Unico marcador tienen un valor predictivo limitado. Los diagndsticos de cancer basados en metilacion y el cribado,
diagnostico y monitorizacion terapéutica de tales enfermedades proporcionaran mejoras significativas sobre el
estado de la técnica que utiliza analisis de marcador Unico mediante el uso de una seleccion de marcadores
multiples. El enfoque analitico multiplexado es particularmente adecuado para el diagnostico del cancer, ya que el
cancer no es una enfermedad simple, este enfoque de "panel" multifactorial es coherente con la naturaleza
heterogénea del cancer, tanto citolégica como clinicamente. La clave para la implementacion exitosa de un enfoque
de panel a las pruebas de diagndstico basadas en metilacion es el disefio 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 Unicos, el andlisis de metilacion de uno o una
combinacién de los miembros del panel que permite la deteccion de trastornos proliferativos de células prostaticas
con una sensibilidad, especificidad y/o valor predictivo particularmente elevados.

Desarrollo de pruebas médicas. Dos medidas claves de evaluacidon de cualquier examen médico o prueba de
diagnostico son su sensibilidad y especificidad, que miden qué tan bien se desempefia la prueba para detectar con
precision todas las personas afectadas sin excepcion, y sin incluir falsamente individuos que no tienen la
enfermedad objetivo (valor predictivo). Histéricamente, muchas pruebas diagnésticas han sido criticadas debido a su
escasa sensibilidad y especificidad.

Un resultado positivo verdadero (TP) es aquel donde la prueba es positiva y la condicién esta presente. Un resultado
positivo falso (FP) es donde la prueba es positiva pero la condicién no esta presente. Un resultado negativo
verdadero (TN) es donde la prueba es negativa y la condicién no esta presente. Un resultado negativo falso (FN) es
donde la prueba es negativa pero la condicién no esta presente. En este contexto: Sensibilidad = TP/(TP+FN);
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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 esta 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 estan falsamente identificados como libres
de esa enfermedad en particular. El peligro potencial de un falso negativo es que el individuo enfermo permanecera
sin diagnosticar y sin tratamiento durante algun periodo 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 analisis de sangre basado en proteinas para el VIH. Este tipo de prueba presenta
una sensibilidad pobre porque no detecta la presencia del virus hasta que la enfermedad esta bien establecida y el
virus ha invadido el torrente sanguineo en cantidades sustanciales. Por el contrario, un ejemplo de una prueba que
tiene alta sensibilidad es la deteccion de carga viral utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se
consigue una alta sensibilidad porque este tipo de prueba puede detectar cantidades muy pequefas del virus. La
alta sensibilidad es particularmente importante cuando las consecuencias de omitir un diagnéstico son altas.

La especificidad, por otra parte, es una medida de la capacidad de una prueba para identificar con precision
pacientes que estan libres del estado de la enfermedad. Un ensayo que tiene una especificidad pobre produce una
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 podria tener
efectos adversos sobre la salud del paciente. Una caracteristica de las enfermedades que hace dificil desarrollar
pruebas diagnésticas con alta especificidad es que los mecanismos de la enfermedad, particularmente en el cancer,
a menudo implican una pluralidad de genes y proteinas. Ademas, ciertas proteinas 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 mutacion p53. La especificidad es importante cuando el coste o el riesgo
asociado con otros procedimientos de diagndstico o intervencion médica adicional son muy altos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 proporciona una visiéon general de la media logaritmica de metilacion medida a través de el ensayo de
HM segun el Ejemplo 1. Para cada gen analizado (marcado a la izquierda de las figuras), se proporcionan dos
graficas, las gréficas del lado izquierdo proporcionan el andlisis multiclase, la sensibilidad se muestra en el eje Y, la
metilacion 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.

La figura 2 proporciona una vision general de la media logaritmica de la metilacion medida a través de ensayos de
PCR en tiempo real HM de orina de postmasaje prostatico de PCa y clase | negativa (individuos sanos) segun el
Ejemplo 1. Para cada gen analizado, (como se ha marcado encima de cada grafica) la sensibilidad se muestra en el
eje Y, la metilacion del ADN medida en (log 10 ng/mL) se muestra en el eje X.

La Figura 3 proporciona una vision general de la media logaritmica de la metilacion medida a través de ensayos de
PCR en tiempo real de HM de orina postmasaje prostéatico de PCa y clase Il negativa (individuos sanos mas biopsias
negativas) segun el Ejemplo 1. Para cada gen analizado (marcado encima de cada gréfica), la sensibilidad se
muestra en el eje Y, la metilacion del ADN medida en (log 10 ng/mL) se muestra en el eje X.

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

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

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

La presente invencion proporciona un método para detectar trastornos proliferativos de células de prostata, mas
preferiblemente carcinoma de préstata, en un sujeto, que comprende determinar los niveles de metilaciéon del gen
RASSF2A en una muestra bioldgica aislada de dicho sujeto, en donde dicha metilacion se determina detectando la
presencia o ausencia de metilacion de CpG dentro de dicho gen, y donde la presencia de metilacion 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 0 4 genes. En una realizacién
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 gendmico aislado de una muestra biol6gica
(preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en eyaculacion, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre
entera, células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre) obtenidas del sujeto con al menos un reactivo o
serie de reactivos que distinguen entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una y mas
preferiblemente una pluralidad de regiones objetivo del ADN gendmico, en donde la secuencia nucleotidica de dicha
regién objetivo comprende al menos una secuencia dinucleotidica CpG.

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

Preferiblemente, la fuente de la muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en células o lineas
celulares, diapositivas histoldgicas, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculacion, orina,
sangre y combinaciones de los mismos. Més preferiblemente, la fuente se selecciona del grupo que consiste en
eyaculacion, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas aisladas, células
aisladas de la sangre obtenida del sujeto.

También se describen nuevas secuencias de &cido nucleico genémicas y quimicamente modificadas, asi como
oligonucledtidos y/o oligdmeros de PNA para el andlisis de patrones de metilacién de citosina dentro de secuencias
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones:

El término "Relacion Observada/Esperada” ("relacion O/E") se refiere a la frecuencia de dinucleétidos CpG dentro de
una secuencia de ADN particular y corresponde al [nimero de sitios CpG/(ndmero de bases C x nimero de bases
G)]/ longitud de banda para cada fragmento.

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

El término "estado de metilacion" o "estatus de metilacion" se refiere a la presencia o ausencia de 5-metilcitosina ("5-
mCyt") en uno o una pluralidad de dinucledtidos CpG dentro de una secuencia de ADN. Los estados de metilacion
en uno o mas sitios de metilacion CpG particulares (cada uno con dos secuencias de dinucleétidos CpG) dentro de

una secuencia de ADN incluyen "no metilado", "totalmente metilado" y "hemimetilado”.

El término "hemi-metilacion” o "hemimetilacion" se refiere al estado de metilacion de un ADN de doble cadena en el
gue solo una cadena del mismo esta metilada.

El término “AUC”, tal como se utiliza aqui, es una abreviatura para el area bajo una curva. En particular se refiere al
area bajo una curva de Caracteristica de Operacion del Receptor (ROC). La curva ROC es un gréfico de la tasa
positiva real frente a la tasa de falsos positivos para los diferentes puntos de corte posibles de una prueba de
diagnostico. Muestra el equilibrio entre sensibilidad y especificidad dependiendo del punto de corte seleccionado
(cualquier aumento de sensibilidad se acompafiara de una disminucion en la especificidad). El area bajo una curva
ROC (AUC) es una medida para la exactitud de una prueba diagnéstica (cuanto mayor sea el area mejor, siendo 1
optimo, una prueba aleatoria tendria una curva ROC situada en la diagonal con un area de 0.5; para referencia: JP
Egan. Signal Detection Theory and ROC Analysis, Academic Press, New York, 1975).

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

El término "hipometilacion” se refiere al estado de metilacion promedio correspondiente a una presencia disminuida
de 5 mCyt en uno o una pluralidad de dinucleétidos CpG dentro de una secuencia de ADN de una muestra de ADN
de prueba, en relacién con la cantidad de 5 mCyt encontrado en los dinucleétidos CpG correspondientes dentro de
una muestra de ADN de control normal.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2615354713

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 sélidos reconocidos en la técnica y abarca todos los
métodos para fijar moléculas de acido nucleico a los mismos o la sintesis de acidos nucleicos.

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

"Parametros epigenéticos" son, en particular, la metilacién de citosina. Otros parametros epigenéticos incluyen, por
ejemplo, la acetilaciéon de histonas que, sin embargo, no pueden analizarse directamente utilizando el método
descrito, pero que a su vez se correlacionan con la metilacion del ADN.

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

El término "ensayo de metilacién" se refiere a cualquier ensayo para determinar el estado de metilacién de una o
mas secuencias de dinucleétidos CpG dentro de una secuencia de ADN.

El término "MS.AP-PCR" (Reaccion en cadena de polimerasa con cebado arbitrariamente sensible a la metilacion)
se refiere a la tecnologia reconocida en la técnica que permite una exploracién global del genoma usando cebadores
ricos en CG para enfocarse en las regiones que mas probablemente contienen dinucleétidos 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
técnica, descrita por Eads Et al., Cancer Res. 59: 2302-2306, 1999.

El término ensayo de "HeavyMethyl™" en la realizacién de la misma implementada en el presente documento, se
refiere a un ensayo, en el que las sondas de bloqueo especificas de metilaciéon (también denominadas aqui
bloqueantes) que cubren posiciones CpG entre, o cubiertas por los cebadores de amplificacion permiten la
amplificacion selectiva especifica por metilacion de una muestra de acido nucleico.

El ensayo "HeavyMethkzlTM MethyLightTM", en su realizacion implementada en el presente documento, se refiere a un
ensayo HeavyMethyl™ MethyLight™, que es una variacién del ensayo MethyLight™, en el que el ensayo
MethyLightTM se combina con sondas de bloqueo especificas de metilaciébn que cubren posiciones CpG entre los
cebadores de amplificacion.

El término "Ms-SNUPE" (Extension de cebador nucle6tido individual sensible a la metilacién) se refiere al ensayo
reconocido en la técnica descrito por Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997. El término "MSP"
(PCR especifica de metilacion) se refiere al ensayo de metilacion 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" (Analisis de Restriccion por Bisulfito Combinado) se refiere al ensayo de metilaciéon reconocido
en la técnica descrito por Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25: 2532-2534, 1997.

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

El término "hibridacion" debe entenderse como un enlace de un oligonucleétido a una secuencia complementaria a
lo largo de las lineas de los pares de bases de Watson-Crick en el ADN de la muestra, formando una estructura
daplex.

Las "condiciones de hibridacion restrictivas”, como se definen aqui, implican la hibridacion a 68°C en 5x
SSC/solucion 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 hibridacién a 60°C en
2.5 x regulador SSC, seguido de varias etapas de lavado a 37°C en una concentracidon de regulador baja y
permanece estable). Las condiciones moderadamente restrictivas, como se definen aqui, implican incluir el lavado
en 3x SSC a 42°C, o su equivalente reconocido en la técnica. Los pardmetros de concentracion de sal y temperatura
se pueden variar para alcanzar el nivel 6ptimo de identidad entre la sonda y el &cido nucleico objetivo. La orientacion
con respecto a tales condiciones esta 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.
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Los términos "enzimas de restriccion especificas a la metilacion" o "enzimas de restriccién sensibles a la metilacion”
se entenderan como una enzima que digiere selectivamente un acido nucleico dependiendo del estado de metilacion
de su sitio de reconocimiento. En el caso de tales enzimas de restriccion que cortan especificamente si el sitio de
reconocimiento no estad metilado o hemimetilado, el corte no tendrd lugar, o lo hara con una eficiencia
significativamente reducida, si el sitio de reconocimiento esta metilado. En el caso de tales enzimas de restriccién
gue cortan especificamente si el sitio de reconocimiento esta metilado, el corte no tendra lugar, o lo hara con una
eficiencia significativamente reducida si el sitio de reconocimiento no esta metilado. Se prefieren enzimas de
restriccion especificas de metilacién, cuya secuencia de reconocimiento contiene un dinucleétido CG (por ejemplo
cgcg o cccggg). Se prefieren ademas para algunas realizaciones enzimas de restriccion que no cortan si la citosina
en este dinucledtido estd metilada en el &tomo de carbono C5.

"Enzimas de restriccion no especificas a la metilacion" o "enzimas de restriccion no sensibles a la metilacion" son
enzimas de restriccion que cortan una secuencia de acido nucleico independientemente del estado de metilacion
con una eficiencia casi idéntica. También se les llama "enzimas de restriccién no especificas a la metilacion".

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

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

Visién de conjunto:
El alcance de la presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencién proporciona un método para detectar carcinoma de prostata en un sujeto que comprende
determinar los niveles de metilacion del gen RASSF2A en una muestra biolégica aislada de dicho sujeto, en la que la
metilacion de CpG es indicativa de la presencia o clase de dicho trastorno. Dicho marcador puede usarse para el
diagndstico de cancer de préstata incluyendo deteccion temprana durante las etapas precancerosas de la
enfermedad. El marcador de la presente invencion es particularmente eficaz en la deteccién de trastornos
proliferativos de células prostaticas malignas tales como carcinoma de préstata, proporcionando asi medios
mejorados para la deteccion, clasificacion y tratamiento tempranos de dichos trastornos.

Ademas de las realizaciones anteriores, en las que se analiza el andlisis de metilacion del gen RASSF2A, la
invencién 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 deteccion de trastornos
proliferativos celulares, en particular el cancer de préstata. Preferiblemente se analizan una pluralidad de genes (en
el presente documento también denominados "panel de genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 0 4 genes. En una
realizacién 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.

La modificacién de ADN con bisulfito es una herramienta reconocida en la técnica utilizada para evaluar el estatus
de metilacion CpG. La 5-metilcitosina es la modificacion de la base covalente mas frecuente en el ADN de las
células eucariotas. Desempefia un papel, por ejemplo, en la regulacion de la transcripcion, en la impresién genética
y en la tumorigénesis. Por lo tanto, la identificacion de 5-metilcitosina como un componente de la informacién
genética es de gran interés. Sin embargo, las posiciones de 5-metilcitosina no pueden ser identificadas por
secuenciacion, porque la 5-metilcitosina tiene el mismo comportamiento de apareamiento de bases que la citosina.
Ademas, la informacién epigenética transportada por la 5-metilcitosina se pierde completamente durante, por
ejemplo, la amplificacién por PCR.

El método mas utilizado para analizar el ADN para la presencia de 5-metilcitosina se basa en la reaccién especifica
del bisulfito con citosina, por lo que, tras la hidrdlisis 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 podia distinguir de la citosina por su comportamiento de
hibridacion, puede ahora ser detectada como la Unica citosina restante usando técnicas de biologia molecular
estandar, reconocida por la técnica, por ejemplo, mediante amplificacion e hibridacion, o por secuenciacion. 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 difusion y
renaturalizacion del ADN (el bisulfito s6lo reacciona con el ADN de cadena sencilla) y reemplazando todas las



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2615354713

etapas de precipitacion y de purificacién con didlisis rapida (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 metilacion, 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.

La técnica de bisulfito, salvo pocas excepciones (por ejemplo, Zeschnigk M, et al., Eur J Hum Genet., 5: 94-98,
1997), se utiliza actualmente s6lo en la investigacién. En todos los casos, los fragmentos cortos y especificos 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 0 mas reacciones de extension 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
posiciones de citosina individuales o tratadas por digestion enzimatica (Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25: 2532-4,
1997). La deteccidn por hibridacién también se ha descrito en la técnica (Olek et al., WO 99/28498). Ademas, se ha
descrito el uso de la técnica de bisulfito para la deteccién de metilaciéon 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).

En el presente documento se describe el uso de la técnica de bisulfito, en combinacién con uno o méas ensayos de
metilacion, para la determinacion del estado de metilacion de las secuencias de dinucledtidos CpG dentro de SEQ
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4. Los dinucle6tidos CpG gendmicos 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 andlisis de muestras biolégicas de naturaleza heterogénea, por ejemplo a baja
concentracion de células tumorales dentro de un fondo de sangre o eyaculado. Por consiguiente, al analizar el
estado de metilacion de una posicion CpG dentro de dicha muestra, el experto en la técnica puede utilizar un ensayo
cuantitativo para determinar el nivel (por ejemplo, porcentaje, fraccion, relacién, proporcion o grado) de metilacién en
una posicién CpG particular como opuesto a un estado de metilacién. Por consiguiente, también debe considerarse
gue el término estatus de metilacion o estado de metilacién significa un valor que refleja el grado de metilacion en
una posicion CpG. A menos que se indique especificamente los términos "hipermetilado” o "sobremetilado" se
tomara para significar un nivel de metilacion por encima de un punto de corte especificado, en el que dicho corte
puede ser un valor que representa el nivel de metilacibn medio o mediano para una poblacién dada, o es
preferiblemente un nivel de corte optimizado. El "corte" también se refiere aqui como un "umbral”. En el contexto de
la presente invencién, los términos "metilado", "hipermetilado" o "sobremetilado" se tomaran para incluir un nivel de
metilacién por encima del punto de corte de cero (0)% (o0 equivalentes) de metilacién 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 0 4 genes. En una realizacion 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.

La determinacion del estado de metilacion de secuencias de dinuclettidos de CpG dentro de SEQ ID NO: 1 a SEQ
ID NO: 4 tiene utilidad en el diagndstico de cancer de prostata.

Procedimientos de ensayos de metilacion. En la técnica se conocen diversos procedimientos de ensayo de
metilacion, y se pueden usar conjuntamente con la presente invencion. Estos ensayos permiten la determinacion del
estado de metilacion de uno o una pluralidad de dinucleétidos CpG (por ejemplo, islas CpG) dentro de una
secuencia de ADN. Dichos ensayos implican, entre otras técnicas, la secuenciacion de ADN de ADN tratado con
bisulfito, PCR (para amplificacion especifica de secuencias), andlisis de transferencia Southern y uso de enzimas de
restriccion sensibles a la metilacion.

Por ejemplo, la secuenciacién gendmica se ha simplificado para el analisis de los patrones de metilacion del ADN y
la distribucion de la 5-metilcitosina mediante el uso de tratamiento con bisulfito (Frommer et al., Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 89: 1827-1831, 1992). Ademas, se utiliza la digestion con enzimas de restriccion 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).

COBRA. El analisis COBRA™ es un ensayo de metilacion cuantitativo Util para determinar los niveles de metilacion
del ADN en locus genéticos especificos en pequefias cantidades de ADN gendmico (Xiong & Laird, Nucleic Acids
Res. 25: 2532-2534, 1997). En resumen, la digestion con enzimas de restriccion se usa para revelar diferencias de
secuencia dependientes de la metilacion en productos de PCR de ADN tratado con bisulfito de sodio. Las diferencias
de secuencia dependientes de metilacion se introducen primero en el ADN gendmico mediante tratamiento estandar
con hisulfito de acuerdo con el procedimiento descrito por Frommer et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1827-1831,
1992). La amplificacién por PCR del ADN convertido en bisulfito se realiza a continuacién utilizando cebadores
especificos para las islas CpG de interés, seguido por digestién con endonucleasas de restriccion, electroforesis en
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gel y deteccién usando sondas de hibridacién especificas etiquetadas. Los niveles de metilaciéon en la muestra de
ADN original estan 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 metilacion de ADN. Ademas, esta
técnica puede aplicarse confiablemente al ADN obtenido a partir de muestras de tejido embebidas en parafina
microdiseccionadas.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico de COBRATM) para el andlisis COBRA™
pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para gen especifico (0 secuencia de ADN tratada con
bisulfito o isla CpG); enzima de restriccion y regulador apropiado; oligonucleétido de hibridacién génica;
oligonucleétido de hibridacion de control; kit de marcacion de quinasa para sonda de oligonucle6tido; y nucleétidos
marcados. Adicionalmente, los reactivos de conversion de bisulfito pueden incluir: regulador de desnaturalizacion de
ADN; regulador de sulfonacion; reactivos o kits de recuperacion de ADN (por ejemplo, precipitacion, ultrafiltracion,
columna de afinidad); regulador de desulfonacion; y componentes de recuperacion 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™ (Extension de cebador de
oligonucleétido sencillo sen5|ble a la metilacion) (Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997), PCR
de metilacion especifica ("MSP"; Herman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9821-9826, 1996; Patente de
Estadsos Unidos No. 5,786,146), y la amplificacion de isla CpG metilada ("MCA", Toyota et al., Cancer Res. 59:
2307-12, 1999) se usan solos o en combinacién con otros de estos métodos.

La técnica de ensayo de "HeavyMethyl™" es un método cuantitativo para evaluar diferencias de metilacion basadas
en la amplificacion especifica de metilacion de ADN tratado con bisulfito. Las sondas de bloqueo especificas de
metilacién (también denominadas aqui bloqueantes) que cubren posiciones CpG entre, o cubiertas por los
cebadores de amplificacion, permiten la amplificacion selectiva especifica de metilacién de una muestra de acido
nucleico.

El término "HeavyMethyITM MethyLight™", en su realizacion implementada aqui, se refiere a un ensayo
HeavyMethyl™ MethyLight™, que es una variacion del ensayo MethyLight™, en el que el ensayo MethyLight™
combina con sondas de bloqueo especmcas de metilacion que cubren posmones CpG entre los cebadores de
amplificacion. El ensayo de HeavyMethyI también puede usarse en combinacion con cebadores de amplificacion
especificos de metilacion.

Los reactlvos tlplcos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico de Methynght ) para andlisis de
HeavyMethyI pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para genes especificos (0 secuencia de ADN
tratada con bisulfito o isla CpG); oligonucle6tidos de bloqueo; reguladores y desoxinucleétidos de PCR optimizados;
y Taq polimerasa.

MSP. La MSP (PCR especifica para metilacién) permite evaluar el estado de metilaciéon de virtualmente cualquier
grupo de sitios CpG dentro de una isla CpG, independientemente del uso de enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion (Herman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 9821-9826, 1996; Patente de los Estados Unidos No.
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 especificos para ADN
metilado frente a ADN no metilado. La MSP requiere sélo pequefias cantidades de ADN, es sensible a los alelos
metilados al 0.1% de un locus insular CpG dado, y puede realizarse sobre el ADN extraido de muestras embebidas
en parafina. Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico basado en MSP) para
andlisis de MSP pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR metilados y no metilados para gen
especifico (0 secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG), reguladores y desoxinucledtidos, y sondas
especificas.

MethyLight™. El ensayo MethyLight™ es un ensayo de metllamon cuantitativa de alto rendimiento que utiliza
tecnologia de PCR en tiempo real basada en fluorescencia (TagMan ) que no requiere manipulaciones adicionales
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 gendmico que se convierte, en una reaccion de bisulfito de sodio, a un
conjunto mixto de diferencias de secuencias dependientes de la metilacién segun procedimientos estandar (el
proceso de bisulfito convierte residuos de citosina no metilados en uracilo). La PCR basada en fluorescencia se
realiza entonces en una reaccion "polarizada” (con cebadores de PCR que se superponen a dinucleétidos CpG
conocidos). La discriminacién de secuencia puede ocurrir tanto a nivel del proceso de amplificacién como a nivel del
proceso de deteccion de fluorescencia. El ensayo Methynght puede usarse como una prueba cuantitativa para los
patrones de metilaciéon en la muestra de ADN gendmico, en la que se produce la discriminacion de la secuencia al
nivel de la hibridacién de la sonda. En esta versién cuantitativa, la reaccion de PCR proporciona una amplificacion
especifica de metilacion en presencia de una sonda fluorescente que se superpone a un sitio de metilacion putativo
particular. Un control imparcial para la cantidad de ADN de entrada se proporciona mediante una reaccion en la que
ni los cebadores ni la sonda se encuentran encima de ningun dinucleétido CpG. Alternativamente, se logra una
prueba cualitativa para la metilacion genoémica mediante el sondeo de la agrupacion de PCR sesgada con
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oligonucleétidos de control ue no "cubren” sitios de metilaciéon conocidos (una versién basada en fluorescencia de
las técnicas de HeavyMethyI y MSP), o con oligonucledtidos que cubren posibles sitios de metilacion.

El proceso MethyLightT"’I se puede usar con cualquier sonda adecuada, por ejemplo "TagMan®", Lightcycler® etc. Por
ejemplo, el ADN gendémico 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 oligonucleétidos blogqueadores
de HeavyMethyl y sonda TaqMan La sonda TaqMan esta etiquetada dos veces con moléculas fluorescentes
"informador" y "detenedor", y esta disefiada para ser especifica para una regién de contenido de GC relativamente
alta de modo que se funde a una temperatura superlor a 10°C en el ciclo de PCR que la de los cebadores de avance
0 retroceso. Esto permite que la sonda TaqMan permanezca completamente hibridada durante la etapa de
fusion/extension de PCR. A medida que la pollmerasa Taq sintetiza enzimaticamente una nueva cadena durante la
PCR, eventualmente alcanzara la sonda TaqMan fusmnada. La actividad de la endonucleasa 5' a 3' de la
polimerasa Tag desplazara entonces la sonda TaqMan digiriéndola para liberar la molécula informadora
fluorescente para la deteccidon cuantitativa de su sefial ahora no sometida utilizando un sistema de deteccion
fluorescente en tiempo real.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico a base de MethyLight™) para el analisis
MethyLight™ pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para gen especifico (o secuencia de ADN
tratada con bisulfito o isla CpG); sondas TagMan® o Lightcycler®; reguladores y desoxinucledtidos de PCR
optimizados; y Taqg polimerasa.

El ensayo QM™ (metilacion cuantitativa) es un ensayo cuantitativo alternativo para los patrones de metilacion en
muestras de ADN gendmico, en el que se produce la discriminacién de secuencia al nivel de hibridacién de sonda.
En esta version cuantitativa, la reaccién de PCR proporciona una amplificacion no sesgada en presencia de una
sonda fluorescente que se superpone a un sitio de metilacion putativo particular. Un control imparcial para la
cantidad de ADN de entrada se proporciona mediante una reaccion en la que ni los cebadores, ni la sonda se
superponen a ningun dinucledtido CpG. Alternativamente, se logra una prueba cualitativa para la metilacion
gendmica mediante el sondeo de la agrupacion de PCR sesgada con oligonucle6tidos de control ue no "cubren”
sitios de metilacion conocidos (una version basada en fluorescencia de las técnicas de HeavyMethyl™ y MSP) o con
oligonucledtidos que cubren los sitios de metilacion potenciales.

El procedimiento oM™ puede utilizarse con cualquier sonda adecuada, por ejemplo "TaqMan®" Lightcycler® etc..
en el proceso de amplificacion. Por ejemplo, el ADN genomlco de doble cadena se trata con bisulfito de sodio y se
somete a cebadores no sesgados y la sonda TagMan™. La sonda TaqMan esta etiquetada dos veces con moléculas
fluorescentes "informador" y "detenedor”, y esta disefiada para ser especifica para una regién 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 fusion/extension de PCR. A medida que la pollmerasa Tag sintetiza enziméaticamente una nueva
cadena durante la PCR, eventualmente alcanzara la sonda TaqMan fusionada. La actividad de la endonucleasa 5' a
3' de la polimerasa Tag desplazard entonces la sonda TaqMan digiriéndola para liberar la molécula informadora
fluorescente para la deteccion cuantitativa de su sefial ahora no sometida utilizando un sistema de deteccion
fluorescente en tiempo real.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico basado en QMTM) para andlisis oM™
pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para gen especifico (0o secuencia de ADN tratada con
bisulfito o isla CpG); sondas TaqMan o] nghtcycler reguladores y desoxinucleétidos de PCR optimizados; y Taq
polimerasa.

Ms-SNUPE. La técnica de Ms-SNUPE™ es un método cuantitativo para evaluar las diferencias de metilacién en
sitios especificos de CpG basados en el tratamiento con bisulfito de ADN, seguido por la extension de un cebador de
un solo nucledtido (Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997). En resumen, el ADN gendmico se
hace reaccionar con bisulfito de sodio para convertir la citosina no metilada en uracilo mientras se deja la 5-
metilcitosina sin cambios. La amplificacion de la secuencia objetivo deseada se realiza a continuacion usando
cebadores de PCR especificos para el ADN convertido con bisulfito y el producto resultante se aisla y se usa como
molde para el analisis de metilacion en el sitio o lugares CpG de interés. Se pueden analizar pequefas cantidades
de ADN (por ejemplo, secciones de patologia microdiseccionadas), y se evita la utilizacion de enzimas de restriccion
para determinar el estado de metilacion en sitios CpG.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico de Ms-SNuPE™) para el andlisis de Ms-
SNuPE™ pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para gen especifico (o secuencia de ADN tratada
con bisulfito o isla CpG); reguladores y desoxinucleétidos de PCR optimizados; kit de extraccion de gel; cebadores
de control positivo; cebadores Ms-SNUPE™ para genes especificos; regulador de reaccion (para la reaccion de Ms-
SNUPE); y los nucleétidos marcados. Adicionalmente, los reactivos de conversion de bisulfito pueden incluir:
regulador de desnaturalizacion de ADN; regulador de sulfonacién; reactivos de recuperacion de ADN o kit (por
ejemplo, precipitacion, ultrafiltracion, columna de afinidad); regulador de desulfonacién; y componentes de
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recuperacion de ADN.

Se determiné que las secuencias genémicas 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 tenian nueva utilidad para la
deteccion precoz, clasificacion y/o tratamiento de trastornos proliferativos celulares, en particular carcinoma de
prostata.

En una realizacion, la invencién del método comprende las siguientes etapas: i) poner en contacto ADN genémico
(preferiblemente aislado de fluidos corporales) obtenido del sujeto con al menos un reactivo, 0 una serie de reactivos
que distinguen entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro del gen RASSF2A,; vy ii) detectar trastornos
proliferativos de las células de préstata, lo mas preferiblemente, carcinoma de prostata.

Preferiblemente se analizan una pluralidad de genes (en el presente documento también denominados "panel de
genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 0 4 genes. En una realizacion 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 gendmico puede aislarse por cualquier medio estandar en la técnica, incluyendo el uso de kits
comercialmente disponibles. En resumen, cuando el ADN de interés esta encapsulado en una membrana celular, la
muestra bioldgica debe ser deshecha y sometida a lisis por medios enzimaticos, quimicos o mecanicos. La solucion
de ADN puede entonces limpiarse de proteinas y otros contaminantes, por ejemplo, mediante digestion con
proteinasa K. EI ADN gendmico se recupera entonces de la solucion. Esto puede llevarse a cabo por medio de una
diversidad de métodos que incluyen extraccion con sal, extraccion organica o union del ADN a un soporte en fase
sélida. La eleccion del método se veré afectada por una variedad factores, incluyendo el tiempo, los gastos y la
cantidad necesaria de ADN. Todos los tipos de muestras clinicas que comprenden materia neoplasica o materia
preneoplasica son adecuados para su uso en el presente método, prefiriéendose lineas celulares, secciones
histolégicas, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculacién, orina, plasma sanguineo, suero
sanguineo, sangre entera, células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre y combinaciones de las
mismas. Los fluidos corporales son la fuente preferida del ADN; son particularmente preferidos la eyaculacion, el
plasma sanguineo, el suero sanguineo, la sangre entera, las células sanguineas aisladas y las células aisladas de la
sangre.

La muestra de ADN gen6mico se trata entonces con al menos un reactivo o serie de reactivos que distinguen entre
dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una y mas preferiblemente una pluralidad de
regiones objetivo del ADN gendmico, en el que cada blanco comprende, o hibrida bajo condiciones restrictivas a una
secuencia de al menos 16, 50, 100 o 500 nucledétidos 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 nucleétidos contiguos
comprenden al menos una secuencia de dinucleétido CpG.

Se prefiere particularmente que dicho reactivo convierta bases de citosina que estan no metiladas en la posiciéon 5' a
uracilo, timina u otra base que es diferente a citosina en términos de comportamiento de hibridacion. Sin embargo,
en una realizacién alternativa, dicho reactivo puede ser una enzima de restriccion sensible a la metilacion.

En el que la muestra de ADN gendmico se trata de tal manera que las bases de citosina que son no metiladas en la
posicion 5' se convierten en uracilo, timina u otra base que es diferente a citosina en términos de comportamiento de
hibridacion. Se prefiere que este tratamiento sea llevado a cabo con bisulfito (sulfito, disulfito de hidrogeno) y
posterior hidrélisis alcalina. Tal tratamiento da como resultado la conversion de la SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 a
SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 12 (véase la Tabla 1) en la que dichos dinuclettidos CpG estan metilados o SEQ ID
NO: 13 a SEQ ID NO: 20 en la que dichos dinucle6tidos CpG no estan metilados.

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

Preferiblemente se analiza una pluralidad de genes (en el presente documento también denominados "panel de
genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 0 4 genes. En una realizacion 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 region objetivo comprenda, o hibride bajo condiciones restrictivas, al menos
16, 50, 100 o 500 nucledtidos contiguos de un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E;
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. EI método de andlisis puede
seleccionarse entre los conocidos en la técnica, incluyendo los enumerados en el presente documento. Son
particularmente preferidos MethyLight™, MSP y el uso de oligonucledtidos bloqueantes (HeavyMethyl™) como se
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describe en el presente documento. Se prefiere ademas que cualquier oligonucleétido usado en dicho andlisis
(incluyendo cebadores, oligonucleétidos de bloqueo y sondas de deteccidn) 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 mas de las SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y secuencias
complementarias a las mismas.

La metilacion aberrante, mas especificamente hipermetilaciéon de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi se asocia
con la presencia de trastornos proliferativos de la préstata, en particular, el cancer de préstata. De acuerdo con ello,
en el que una muestra biolégica se presenta dentro de cualquier grado de metilacién, dicha muestra debe
determinarse como un trastorno proliferativo celular, en particular el cancer.

Realizaciones particulares de la presente invencién proporcionan una aplicacién novedosa del analisis de los niveles
y/o patrones de metilacion dentro de dichas secuencias que permite una deteccién, caracterizacion y/o tratamiento
preciso del carcinoma de préstata. La deteccion precoz del cancer esta directamente relacionada con el prondstico
de la enfermedad y el método revelado permite al médico y al paciente tomar decisiones de tratamiento mejores y
mas informadas.

Mejoras adicionales

Se divulgan aqui nuevos usos para las secuencias gendémicas 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, asi como oligonucleétidos y/o
PNA-oligbmeros Para el analisis de patrones de metilacion de citosina dentro de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO:
4.

La presente divulgacién comprende el andlisis del estado de metilacion de uno o més dinucleétidos CpG dentro de la
SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 4 y secuencias complementarias a la misma.

La presente divulgacion proporciona acidos 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
gendmico en uracilo u otra base que es detectablemente diferente a la citosina en términos de hibridacion. Las
secuencias gendmicas en cuestion pueden comprender una, 0 mas posiciones CpG metiladas consecutivas. Dicho
tratamiento comprende preferiblemente el uso de un reactivo seleccionado del grupo que consiste en bisulfito,
sulfito, disulfito de hidrogeno y combinaciones de los mismos. En una realizacion preferida, la descripcion
proporciona un acido nucleico modificado que no ocurre naturalmente que comprende una secuencia de al menos
16 bases de nucleétidos 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 acido nucleico tiene al menos 50, 100, 150, 200,
250 o 500 pares de bases en longitud de un segmento de la secuencia de &cido nucleico descrita en la SEQ ID NO:
5 a la SEQ ID NO: 20. Se prefiere particularmente una molécula de acido 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 dinucledtido CpG, TpA o CpA y secuencias
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 acido nucleico de acuerdo con SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, en donde la
modificacién de cada secuencia genémica da como resultado la sintesis de un acido nucleico que tiene una
secuencia que es Unica y distinta de dicha secuencia genémica como sigue.

Para cada ADN genomico de cadena en sentido, por ejemplo, SEQ ID NO: 1, se describen cuatro versiones
convertidas. Una primera version en la que "C" se convierte en "T", pero "CpG" permanece como "CpG" (es decir,
corresponde al caso en el que, para la secuencia genoémica, todos los residuos "C" de las secuencias de
dinucledtidos CpG estan metilados y, por lo tanto, no se convierten); una segunda version describe el complemento
de la secuencia de ADN genomico 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 dinucledtidos CpG se metilan y, por lo tanto, no se
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 version quimicamente convertida de cada secuencia genémica, en la que "C"
se convierte a "T" para todos los residuos "C", incluyendo aquellos de secuencias de dinuclettidos "CpG" (es decir,
corresponde al caso en el que, para las secuencias gendmicas, todos los residuos "C" de las secuencias de
dinucledtidos CpG son no metilados); una version final quimicamente convertida de cada secuencia, describe el
complemento de la secuencia de ADN genémico descrita (es decir, cadena antisentido), en la que "C" se convierte
en "T" para todos los residuos "C", incluyendo aquellos de secuencias de dinucleétidos CpG es decir, corresponde al
caso en el que, para el complemento (cadena antisentido) de cada secuencia genémica, todos los residuos "C" de
secuencias de dinucledtidos CpG son no metilados). Las secuencias submetiladas convertidas de SEQ ID NO: 1 a
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SEQ ID NO: 4 corresponden a SEQ ID NO: 13 a SEQ ID NO: 20. Véase Tabla 1 para mas detalles.

Significativamente, hasta ahora, las secuencias de acido nucleico y las moléculas de acuerdo con SEQ ID NO: 5 a
SEQ ID NO: 20 no estaban implicadas o relacionadas con la deteccidn, clasificacion o tratamiento del cancer .

En una realizacion preferida alternativa, la descripcion proporciona ademas oligonucleétidos u oligémeros
adecuados para uso en los métodos descritos en el presente documento para detectar el estado de metilacion de la
citosina dentro del ADN gendmico o tratado (quimicamente modificado), de acuerdo con SEQ ID NO: 1 a SEQ ID
NO: 4 a la SEQ ID NO: 20. Dichos oligonucleétidos u oligdmeros acidos nucleicos proporcionan nuevos medios de
diagnostico. Dicho oligonucleétido u oligémero que comprende una secuencia de acido nucleico que tiene una
longitud de al menos nueve (9) nucleétidos que es idéntica a, hibrida, bajo condiciones moderadamente restrictivas o
restrictivas (como se ha definido anteriormente) a una secuencia de acido nucleico tratada de acuerdo con SEQ ID
NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y/o secuencias complementarias a la misma, o a una secuencia gendémica segun SEQ ID
NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y/o secuencias complementarias a la misma.

Por lo tanto, la presente descripcién incluye moléculas de acido nucleico (por ejemplo, oligonucleétidos y moléculas
de acido nucleico peptidico (PNA) (oligémeros de PNA)) que hibridan en condiciones de hibridacion 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
a sus complementos. Se prefiere particularmente una molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones de
hibridacion 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 genémico humano.

La porcién idéntica o que se hibrida de los acidos nucleicos hibridantes tiene tipicamente al menos 9, 16, 20, 25, 30
6 35 nucledtidos de longitud. Sin embargo, las moléculas més largas tienen utilidad, y estan por lo tanto dentro del
alcance de la presente descripcion.

Preferiblemente, la porcién hibridante de los &cidos nucleicos hibridantes tiene al menos 95%, o al menos 98%, o
100% idéntica a la secuencia, 0 a una parte de la misma de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 4 a la SEQ ID NO: 20,
0 a sus complementos. Los &cidos 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 diagndstico y/o
prondstico. Preferiblemente, la hibridacion de la sonda oligonucleotidica con una muestra de acido nucleico se
realiza bajo condiciones restrictivas y la sonda es 100% idéntica a la secuencia objetivo. La estabilidad diplex o
hibrida de acido nucleico se expresa como la temperatura de fusion o Tm, que es la temperatura a la que se disocia
una sonda de un ADN objetivo. Esta temperatura de fusién se utiliza para definir las condiciones de restriccion
requeridas.

Para secuencias objetivo que estan 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 Util establecer
primero la temperatura mas baja a la que la hibridacion homéloga solo se produce con una concentracion particular
de sal (por ejemplo, SSC o SSPE). Entonces, suponiendo que el desajuste del 1% da como resultado una
disminucion de 1°C en el Tm, la temperatura del lavado final en la reaccion de hibridacion se reduce en
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 practica, el cambio en Tm puede estar entre 0.5°C y 1.5°C por desajuste del 1%.

Ejemplos de oligonucledtidos de longitud X (en nucleétidos), como se indica mediante posiciones polinucleotidicas
con referencia, por ejemplo, a la SEQ ID NO: 2, incluyen aquellos correspondientes a conjuntos (conjuntos en
sentido y antisentido) de oligonucledtidos consecutivamente superpuestos de longitud X, en donde los

oligonucledtidos dentro de cada conjunto consecutivamente superpuesto (correspondiente a un valor X dado) se
definen como el conjunto finito de oligonucleétidos Z desde las posiciones de nucledétidos:

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

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

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

donde X es igual a la longitud comUn (en nucledétidos) de cada oligonucleétido en el conjunto (por ejemplo,
X=20 para un conjunto de 20-meros que se superponen consecutivamente); y

donde el nimero (Z) de oligémeros 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.
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Preferiblemente, el conjunto esta limitado a aquellos oligdmeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG,
TpG o CpA.

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

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

Preferiblemente, el conjunto esta limitado a aquellos oligdmeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG,
TpG o CpA.

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

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

Preferiblemente, el conjunto esta limitado a aquellos oligdmeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG,
TpG o CpA.

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

Los oligonucledtidos u oligdmeros de acuerdo con la presente descripcion constituyen herramientas eficaces Utiles
para determinar los parametros genéticos y epigenéticos de las secuencias genémicas correspondientes a la SEQ
ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 4. Los conjuntos preferidos de tales oligonucleétidos u oligonucleétidos modificados de
longitud X son los conjuntos de oligdmeros 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 oligdbmeros
comprenden al menos un dinucleétido CpG, TpG o CpA. Los oligonucleétidos u oligdbmeros particularmente
preferidos de acuerdo con la presente descripcion son aquellos en los que la citosina del dinucle6tido CpG (o de las
correspondientes secuencias de TpG o CpA dinucledtido convertidas) estd dentro del tercio medio del
oligonucledtido; es decir, cuando el oligonucleétido tiene, por ejemplo, 13 bases de longitud, el dinucleétido CpG,
TpG o CpA se posiciona dentro del quinto a noveno nucleétido desde el extremo 5'.

Los oligonucleétidos de la descripcion también pueden modificarse ligando quimicamente el oligonucleétido a uno o
mas restos o conjugados para mejorar la actividad, estabilidad o deteccién del oligonucleétido. Tales restos o
conjugados incluyen cromdforos, fluoréforos, lipidos tales como colesterol, acido cdlico, tioéter, cadenas alifaticas,
fosfolipidos, poliaminas, polietilenglicol (PEG), restos de palmito y otros como se describe, por ejemplo, en las
Patentes de los Estados Unidos numeros 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 (acido nucleico peptidico) que tiene
propiedades de emparejamiento particularmente preferidas. Por lo tanto, el oligonucledtido puede incluir otros
grupos afiadidos tales como péptidos, y puede incluir agentes de escision desencadenado por hibridacién (Krol et
al., BioTechniques 6: 958-976, 1988) o agentes intercalantes (Zon, Pharm. Res. 5: 539-549, 1988). Con este fin, el
oligonucleétido puede conjugarse con otra molécula, por ejemplo, un croméforo, un fluoréforo, un péptido, un agente
de reticulacion activado por hibridacion, un agente de transporte, un agente de escisién provocado por hibridacion,
etc.

El oligonucleétido también puede comprender al menos una unidad estructural de azlcar y/o base modificada
reconocida en la técnica, o puede comprender un esqueleto modificado o un enlace internucleésido no natural.

Los oligonuclettidos u oligdmeros de acuerdo con realizaciones particulares de la presente descripcidon se usan
tipicamente en conjuntos que contienen al menos un oligémero para el andlisis de cada uno de los dinucledtidos
CpG de una secuencia gendmica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y
secuencias complementarias a los mismos, o al correspondiente dinucleétido CpG, TpG o CpA dentro de una
secuencia de los acidos nucleicos tratados segun SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y secuencias complementarias a
los mismos. Sin embargo, se anticipa que debido a factores econémicos o de otro tipo puede ser preferible analizar
una seleccion limitada de los dinucle6tidos CpG dentro de dichas secuencias, y en consecuencia se altera el
contenido del conjunto de oligonucleétidos.

Por lo tanto, en realizaciones particulares, la presente descripciéon proporciona un conjunto de al menos dos (2)
(oligonucledtidos y/u oligdbmeros de PNA) Utiles para detectar el estado de metilacién de citosina en ADN genémico
tratado (SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20), o en ADN gendmico (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y secuencias
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complementarias a la misma). Estas sondas permiten el diagnéstico y la deteccion de trastornos proliferativos de
células de préstata, lo mas preferiblemente, carcinoma de préstata. El conjunto de oligdbmeros también se puede
usar para detectar polimorfismos de nucle6tido Unico (SNPs) en ADN genodmico tratado (SEQ ID NO: 5 a SEQ ID
NO: 20), o en ADN gendmico (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y secuencias complementarias a los mismos).

En realizaciones preferidas, al menos uno, y mas preferiblemente todos los miembros de un conjunto de
oligonucledtidos estan unidos a una fase sélida.

En otras realizaciones, la presente descripcion proporciona un conjunto de al menos dos (2) oligonucleétidos que se
usan como oligonucleétidos "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, 0 segmentos de los mismos.

Se anticipa que los oligonucleétidos pueden constituir todo o parte de un "arreglo” o "chip de ADN" (es decir, una
disposicién de diferentes oligonucleétidos y/o oligobmeros de PNA unidos a una fase sdlida). Una serie de
oligonucleétidos y/o secuencias de oligémeros de PNA diferentes puede caracterizarse, por ejemplo, porque esta
dispuesta en la fase sélida en forma de red rectangular o hexagonal. La superficie de fase sdlida puede estar
compuesta de silicio, vidrio, poliestireno, aluminio, acero, hierro, cobre, niquel, plata u oro. También se pueden
utilizar nitrocelulosa, asi como plasticos como el nylén, que pueden existir en forma de pastillas o también como
matrices de resina. Puede obtenerse una vision general de la técnica anterior en la fabricacion de matrices de
oligbmeros a partir de una edicion especial de Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, volumen 21, enero de
1999, y de la bibliografia citada en la misma). Las sondas marcadas con fluorescencia se usan a menudo para el
escaneo de matrices de ADN inmovilizadas. La fijacién simple de los colorantes Cy3 y Cy5 al 5'-OH de la sonda
especifica son particularmente adecuados para los marcadores de fluorescencia. La deteccion de la fluorescencia de
las sondas hibridadas puede llevarse a cabo, por ejemplo, a través de un microscopio confocal. Los colorantes Cy3 'y
Cy5, ademéas de muchos otros, estan disponibles comercialmente.

También se anticipa que los oligonucledétidos, o sus secuencias particulares, pueden constituir todo o parte de un
"conjunto virtual" en el que los oligonucle6tidos o sus secuencias particulares se usan, por ejemplo, como
"especificadores" como parte o en combinacion Con una poblacion diversa de sondas marcadas Unicas para analizar
una mezcla compleja de analitos. Tal método, por ejemplo, se describe en el documento US 2003/0013091 (Estados
Unidos nimero de serie 09/898.743, publicado el 16 de enero de 2003). En tales métodos, se generan suficientes
etiquetas para que cada acido nucleico en la mezcla compleja (es decir, cada analito) pueda estar unido de manera
Unica por una etiqueta Unica y asi detectarse (cada etiqueta se cuenta directamente, dando como resultado una
lectura digital de cada especie molecular en la mezcla).

Se prefiere particularmente que los oligdmeros de acuerdo con la descripcién se utilicen para detectar, o para
diagnosticar trastornos proliferativos de células de prdstata, lo mas preferiblemente, carcinoma de préstata.

En la realizacién mas preferida del método, se determina la presencia o ausencia de trastornos proliferativos de
células de prostata, mas preferiblemente cancer de prostata. Esto se logra mediante el analisis del estado de
metilacion de al menos una y mas preferiblemente una pluralidad de secuencia(s) objetivo que comprende al menos
una posicion CpG, comprendiendo dicha secuencia o hibridando en condiciones restrictivas a al menos 16, 50, 100 o
500 nucledtidos 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 0 4 genes.
En una realizacion del método dicho panel comprende las regiones objetivo de al menos un gen seleccionado del
grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi y/o su promotor o regiones reguladoras.
Preferiblemente dicho panel comprende una region objetivo del gen HIST1H4K.

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

- HIST1H4K +RASSF

- HIST1H4K +GSTPi

La presente divulgacion proporciona ademas un método para determinar parametros genéticos y/o epigenéticos de
las secuencias gendmicas segin SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 dentro de un sujeto analizando la metilacion de
citosina y polimorfismos de nucleétido individual. Dicho procedimiento comprende poner en contacto un acido
nucleico que comprende al menos una secuencia genémica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a
SEQ ID NO: 4 en una muestra biolégica obtenida a partir de dicho sujeto con al menos un reactivo o una serie de
reactivos, en el que dicho reactivo o series de reactivos, distingue entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados

dentro del (de los) acido(s) nucleico(s) objetivo.

En una realizacién preferida, dicho método comprende las siguientes etapas: En la primera etapa, se obtiene una
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muestra del tejido que se va a analizar. La fuente puede ser cualquier fuente adecuada, tales como lineas celulares,
diapositivas histologicas, biopsias, tejido parafinico, fluidos corporales, eyaculacion, orina, plasma sanguineo, suero
sanguineo, sangre entera, células sanguineas 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 eyaculacion, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera,
células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre.

A continuacion, el ADN gendmico se aisla de la muestra. El ADN genoémico puede aislarse por cualquier medio
estandar en la técnica, incluyendo el uso de kits disponibles comercialmente. En resumen, en el que el ADN de
interés esta encapsulado en una membrana celular, la muestra biolégica debe ser interrumpida y sometida a lisis por
medios enzimaticos, quimicos 0 mecanicos. La solucién de ADN puede entonces eliminarse de proteinas y otros
contaminantes, por ejemplo por digestion con proteinasa K. A continuacién se recupera el ADN genémico de la
solucién. Esto puede llevarse a cabo por medio de una diversidad de métodos que incluyen extracciéon con sal,
extraccion organica o union del ADN a un soporte en fase sélida. La eleccion del método se vera afectada por una
variedad de factores, incluyendo el tiempo, los gastos y la cantidad necesaria de ADN.

Cuando el ADN de muestra no esta encerrado en una membrana (por ejemplo, ADN circulante de una muestra de
sangre) se pueden emplear métodos estandar en la técnica para el aislamiento y/o purificacion de ADN. Tales
métodos incluyen el uso de un reactivo de degeneracion de proteinas, por ejemplo una sal caotrépica, por ejemplo
clorhidrato de guanidina o urea; o un detergente, por ejemplo dodecil sulfato de sodio (SDS), bromuro de cianégeno.
Métodos alternativos incluyen, pero no se limitan a, precipitacion con etanol o precipitacion con propanol,
concentracion al vacio entre otros mediante una centrifuga. El experto en la técnica también puede hacer uso de
dispositivos tales como dispositivos de filtro, por ejemplo ultrafiltracién, superficies 0 membranas de silice, particulas
magnéticas, particulas de poliestirol, superficies de poliestirol, superficies cargadas positivamente y membranas
cargadas positivamente, membranas cargadas, superficies cargadas, membranas de conmutacion cargadas,
superficies conmutadas cargadas.

Una vez que los acidos nucleicos han sido extraidos, el ADN gendémico de doble cadena se utiliza en el analisis.

En la segunda etapa del método, la muestra de ADN gendmico se trata de tal manera que las bases de citosina que
estan desmetiladas en la posicion 5' se convierten en uracilo, timina u otra base que es diferente a la citosina en
términos de comportamiento de hibridacion. Esto se entenderd 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
bisulfito se refiere a un reactivo que comprende bisulfito, disulfito, sulfito de hidrégeno o combinaciones de los
mismos, Util como se describe aqui para distinguir entre secuencias de dinucleotidos 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),
0 en presencia de derivados de dioxano o dioxano. En una realizacion preferida, los disolventes desnaturalizantes se
utilizan en concentraciones entre 1% y 35% (v/v). También se prefiere que la reaccion de bisulfito se lleve a cabo en
presencia de agentes eliminadores tales como, pero sin limitaciéon, derivados de cromano, por ejemplo &cido 6-
hidroxi-2,5,7,8, -tetrametilcromano 2-carboxilico o &cido trihidroxibenzoico y derivados, por ejemplo acido galico
(véase: PCT/EP2004/011715, que se incorpora como referencia en su totalidad). La conversion de bisulfito se lleva a
cabo preferiblemente a una temperatura de reaccién entre 30°C y 70°C, con lo que la temperatura se incrementa a
mas de 85°C durante cortos periodos de tiempo durante la reaccion (véase PCT/EP2004/011715 que se incorpora
por referencia en su totalidad). EI ADN tratado con bisulfito se purifica preferiblemente antes de la cuantificacion.
Esto puede realizarse por cualquier medio conocido en la técnica, tal como, pero sin limitarse a, ultrafiltracién,
preferiblemente llevada a cabo mediante columnas Microcon”™(TM) (fabricadas por Millipore®(TM). La purificacion se
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 oligonucleétidos
cebadores de acuerdo con la presente descripcion, y una enzima de amplificacion. La amplificacion de varios
segmentos de ADN puede llevarse a cabo simultaneamente en un mismo recipiente de reaccion. Tipicamente, la
amplificacion se lleva a cabo usando una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Preferiblemente, dichos
amplificadores tienen una longitud de 100 a 2.000 pares de bases. El conjunto de oligonucleétidos cebadores incluye
al menos dos oligonucleétidos 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.

En una realizacion alternativa del método, se puede detectar el estado de metilacion de las posiciones CpG
preseleccionadas dentro de al menos una secuencia genémica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1 a SEQ ID NO: 4, mediante el uso de un oligonucleétidos de cebador especifico para metilacién. 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 especificos
para el estado de metilacién para la amplificacion de ADN tratado con bisulfito permite la diferenciacién entre acidos
nucleicos metilados y no metilados. Los pares de cebadores MSP contienen al menos un cebador que se hibrida con
un dinucleétido CpG tratado con bisulfito. Por lo tanto, la secuencia de dichos cebadores comprende al menos un
dinucledtido CpG. Los cebadores de MSP especificos para el ADN no metilado que contienen una "T” en la posicion
de la posicién 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 nucleétidos que se hibrida a una secuencia de
acido 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 oligémeros comprende al menos un dinucleétido CpG. Una
realizacibn mas preferida del método comprende el uso de oligonucledtidos bloqueadores (el ensayo de
HeavyMethyITM). El uso de tales oligonucleétidos bloqueadores ha sido descrito por Yu et al., BioTechniques 23:
714-720, 1997. Los oligonucleétidos de sonda de bloqueo se hibridan con el acido nucleico tratado con bisulfito
simultaneamente con los cebadores de PCR. La amplificacién por PCR del acido nucleico se termina en la posicion
5' de la sonda de bloqueo, de manera que la amplificacion de un acido nucleico se suprime cuando esta presente la
secuencia complementaria a la sonda de bloqueo. Las sondas pueden disefiarse para hibridar con el acido nucleico
tratado con bisulfito en una forma especifica de metilacién. Por ejemplo, para la deteccion de acidos nucleicos
metilados dentro de una poblacion de &cidos nucleicos no metilados, la supresion de la amplificacion de &cidos
nucleicos que no estan metilados en la posicion en cuestion se llevaria a cabo mediante el uso de sondas de
bloqueo que comprenden un 'CpA' o 'TpA' en la posicion en cuestion, a diferencia de un 'CpG' si se desea la
supresion de la amplificacion de acidos nucleicos metilados.

Para métodos de PCR que utilizan oligonucledtidos bloqueadores, la interrupcién eficaz de la amplificacion mediada
por polimerasa requiere que los oligonucledtidos blogueadores no sean alargados por la polimerasa.
Preferiblemente, esto se consigue mediante el uso de bloqueadores que son 3'-desoxioligonucledtidos, u
oligonucledtidos derivados en la posicion 3' con otro grupo hidroxilo "libre". Por ejemplo, los oligonucleétidos 3'-O-
acetilo son representativos de una clase preferida de molécula bloqueante.

Ademas, debe evitarse la descomposicion mediada por la polimerasa de los oligonucledtidos bloqueantes.
Preferiblemente, dicha exclusion comprende bien el uso de una polimerasa que carece de actividad exonucleasa 5'-
3', o bien el uso de oligonucleétidos 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 union de bloqueador y cebador se
solapan, impidiendo de este modo la unién del cebador (por ejemplo, con un bloqueador en exceso), la degradacion
del oligonucledtido bloqueante quedara sustancialmente excluida. Esto se debe a que la polimerasa no extiende el
cebador hacia y a través (en la direccién 5'-3") del bloqueador -un proceso que normalmente da como resultado la
degradacion del oligonucledétido bloqueador hibridado-.

Una realizacion particularmente preferida de bloqueador/PCR, para los fines de la presente descripcion y como se
implementa en la presente, comprende el uso de oligbmeros de &cidos nucleicos peptidicos (PNA) como
oligonucleétidos de bloqueo. Tales oligdmeros 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 oligonucleétidos bloqueadores
comprenda una secuencia que tenga una longitud de al menos 9 nucledtidos que se hibrida con una secuencia de
acido 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 oligonucledtidos comprende al menos un dinucleétido CpG, TpG
o CpA.

Los fragmentos obtenidos por medio de la amplificacion pueden llevar un marcador detectable directa o
indirectamente. Se prefieren marcadores en forma de marcadores de fluorescencia, radiontclidos o fragmentos de
molécula separables que tienen una masa tipica que se puede detectar en un espectrometro de masas. Cuando
dichas etiquetas son etiquetas de masa, se prefiere que los amplificadores marcados tengan una Unica carga neta
positiva 0 negativa, lo que permite una mejor capacidad de deteccién en el espectrémetro de masas. La deteccion
puede llevarse a cabo y visualizarse por medio de, por ejemplo, espectrometria de masas con desorcion/ionizacion
laser asistida por matriz (MALDI) o usando espectrometria de masas con aspersion de electrones (ESI).

La Espectrometria de Masas con Desorcion/lonizacion por Laser Asistida por Matriz (MALDI-TOF) es un desarrollo
muy eficiente para el analisis de biomoléculas (Karas & Hillenkamp, Anal. Chem., 60: 2299-301, 1988). Un analito es
incrustado en una matriz de absorcion luminica. La matriz se evapora mediante un pulso laser corto, transportando
asi 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
diferentes masas, los iones se aceleran a diferentes velocidades.

Los iones mas pequefios llegan al detector mas pronto que los mas grandes. La espectrometria MALDI-TOF es
adecuada para el andlisis de péptidos y proteinas. El analisis de los acidos nucleicos es algo mas dificil (Gut & Beck,
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Current Innovations and Future Trends, 1: 147-57, 1995). La sensibilidad con respecto al analisis de acidos
nucleicos es aproximadamente 100 veces menor que la de los péptidos, y disminuye desproporcionadamente con el
aumento del tamafio del fragmento. Ademas, para los acidos nucleicos que tienen una cadena principal de carga
multiple negativamente, el proceso de ionizacion a través de la matriz es considerablemente menos eficiente. En la
espectrometria MALDI-TOF, la seleccién de la matriz juega un papel eminentemente importante. Para la desorcién
de péptidos, se han encontrado varias matrices muy eficientes que producen una cristalizacion muy fina. Ahora hay
varias matrices sensibles para el ADN, sin embargo, la diferencia en la sensibilidad entre los péptidos y los acidos
nucleicos no se ha reducido. Sin embargo, esta diferencia de sensibilidad puede reducirse modificando
quimicamente el ADN de tal manera que se vuelva mas similar a un péptido. Por ejemplo, los acidos nucleicos
fosforotioato, en los que los fosfatos habituales de la cadena principal estan sustituidos con tiofosfatos, pueden
convertirse en un ADN neutro en carga utilizando una quimica de alquilacion 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 analisis contra las impurezas, lo que hace la deteccién de sustratos no
modificados considerablemente mas dificiles.

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 metilacion de los dinucleétidos CpG antes del tratamiento.

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

Los amplificados obtenidos por medio tanto de PCR estandar como de PCR especifica para metilacion pueden
analizarse adicionalmente por medio de métodos basados en las bases tales como, pero sin limitarse a, tecnologia
de matriz y tecnologias basadas en sondas, asi como mediante técnicas tales como secuenciacion y extension
dirigida a plantilla.

En una realizacion del método, los amplificados sintetizados en la etapa tres se hibridan subsiguientemente a una
matriz o un conjunto de oligonucleétidos y/o sondas PNA. En este contexto, la hibridacion tiene lugar de la siguiente
manera: el conjunto de sondas utilizado durante la hibridacion estd compuesto preferiblemente por al menos 2
oligonucleétidos u oligdmeros de PNA; en el procedimiento, los amplificadores sirven como sondas que hibridan con
oligonucledtidos unidos previamente a una fase solida; los fragmentos no hibridados se eliminan subsiguientemente;
dichos oligonucledtidos contienen al menos una secuencia de bases que tiene una longitud de al menos 9
nucleétidos 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 dinucleétido CpG, TpG o CpA. La porcion
de hibridacion de los acidos nucleicos hibridantes tiene tipicamente al menos 9, 15, 20, 25, 30 o 35 nucledtidos de
longitud. Sin embargo, las moléculas mas largas tienen utilidad, y estan por lo tanto dentro del alcance de la
presente descripcion.

En una realizacion preferida, dicho dinucleétido esta presente en el tercio central del oligdbmero. Por ejemplo, en el
que el oligdmero comprende un dinucleétido CpG, dicho dinucleétido es preferiblemente el quinto a noveno
nucleétido del extremo 5' de un 13-mero. Existe un oligonucledtido para el andlisis de cada dinucle6tido 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.

Dichos oligonucleétidos también pueden estar presentes en forma de acidos nucleicos peptidicos. Los amplificados
no hibridados se eliminan a continuacion. A continuacion se detectan los amplificados hibridados. En este contexto,
se prefiere que las etiquetas unidas a los amplificados sean identificables en cada posicion de la fase sélida en la
que se localiza una secuencia oligonucleotidica.

En aun otra realizacién del método, el estado de metilacion gendmica de las posiciones CpG puede determinarse
por medio de sondas oligonucleotidicas (como se detalla anteriormente) que se hibridan con el ADN tratado con
bisulfito simultdneamente con los cebadores de amplificacion por PCR (donde dichos cebadores podrian ser de
metilacion especifica o estandar).

Una realizacion 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.
6,331,393) que emplea una sonda de oligonucleétidos fluorescente de doble marcacién TaqManT'\’I PCR, usando un
sistema de deteccién de secuencias ABI Prism 7700, Perkin EImer Applied Biosystems, Foster City, California). La
reaccion de PCR TaqManTM emplea el uso de un oligonucleétido de interrogacion no extensible, denominado sonda
TagMan™, que en realizaciones preferidas esta disefiado para hibridarse con una secuencia rica en CpG situada
entre los cebadores de amplificacion directa e inversa. La sonda TaqManTM comprende ademas una "unidad
estructural informadora" fluorescente y una "unidad estructural detenedora" unida covalentemente a unidades
estructurales enlazadoras (por ejemplo, fosfora miditas) unidas a los nucleétidos del oligonucleétido TaqManTM. Para
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el analisis de metilacion dentro de los acidos nucleicos subsiguiente al tratamiento con bisulfito, se requiere que la
sonda sea especifica a la metilacion, 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 MethyLightTM. Las variaciones en la
metodologia de deteccion de TaqManT"’I gue son también adecuadas para uso con la presente descripcion incluyen
el uso de tecnologia de doble sonda (LightcyclerTM) o cebadores de amplificacion fluorescentes (tecnologia
Sunrise™). Ambas técnicas pueden adaptarse de una manera adecuada para usar con ADN tratado con bisulfito, y
ademas para el analisis de metilacion dentro de dinucleétidos CpG.

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

En otra realizacién adicional del método, la cuarta etapa del método comprende la secuenciacion y el analisis
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 realizacion méas preferida del método, los &cidos nucleicos gendmicos se aislan y se tratan segin las tres
primeras etapas del método descrito anteriormente, a saber:

a) obtener, de un sujeto, una muestra biolégica que tenga ADN gendmico sujeto;
b) extraer o aislar de otro modo el ADN gendmico;

c) tratar el ADN gendmico de b), o un fragmento del mismo, con uno o mas reactivos para convertir bases de
citosina que estan no metiladas en su posicion 5 a uracilo u otra base que es detectablemente diferente a citosina en
términos de propiedades de hibridacién; y en donde

d) la amplificacién posterior al tratamiento en c) se realiza de una manera especifica de metilacién, concretamente
mediante el uso de cebadores especificos de metilacién u oligonucleétidos de bloqueo, y ademés en donde

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

Preferiblemente, cuando la posterior amplificacién de d) se lleva a cabo por medio de cebadores especificos de
metilacion, como se ha descrito anteriormente, dichos cebadores especificos de metilacion comprenden una
secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucleétidos que se hibrida con una secuencia de acido 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 oligémeros comprende al menos un dinucleétido CpG.

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

Realizaciones adicionales de la invencion proporcionan un método para el andlisis del estado de metilacion del ADN
gendmico de acuerdo con la invencién sin necesidad de conversion de bisulfito. Se conocen métodos en la técnica
en los que un reactivo de enzima de restriccion sensible a la metilacion o una serie de reactivos de enzima de
restriccion que comprenden reactivos de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion que distinguen entre
dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de una region objetivo se utilizan para determinar la metilacién,
por ejemplo pero no limitandose a DMH.

En la primera etapa de tales realizaciones adicionales, la muestra de ADN gendmico se aisla de fuentes de tejido o
celulares. EI ADN gendmico puede aislarse por cualquier medio estandar en la técnica, incluyendo el uso de kits
comercialmente disponibles. En resumen, en el que el ADN de interés esta encapsulado en una membrana celular,
la muestra biol6gica debe ser interrumpida y sometida a lisis por medios enzimaticos, quimicos o mecanicos. La
solucion de ADN puede entonces eliminarse de las proteinas y otros contaminantes, por ejemplo, mediante digestion
con proteinasa K. El ADN gendémico se recupera después de la solucién. Esto puede llevarse a cabo por medio de
una diversidad de métodos que incluyen saturacion con sal, extraccién organica o unién del ADN a un soporte en
fase solida. La eleccién del método se vera afectada por varios factores, incluyendo el tiempo, el gasto y la cantidad
necesaria de ADN. Todos los tipos de muestras clinicas que comprenden materias neoplasicas o potencialmente
neoplasicas son adecuados para su uso en el presente método, preferentemente lineas celulares, diapositivas
histologicas, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculacion, orina, plasma sanguineo, suero
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sanguineo, células sanguineas 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 sanguineo, suero sanguineo,
sangre entera, células sanguineas aisladas y células aisladas de la sangre.

Una vez que los acidos nucleicos han sido extraidos, el ADN gendémico de doble cadena se utiliza en el analisis.

En una realizacion preferida, el ADN se puede escindir antes del tratamiento con enzimas de restriccion sensibles a
la metilacion.

Tales métodos son conocidos en la técnica y pueden incluir tanto medios fisicos como enzimaticos. Particularmente
preferido es el uso de una o una pluralidad de enzimas de restriccion que no son sensibles a la metilacién, y cuyos
sitios de reconocimiento son ricos en AT y no comprenden dinucleétidos CG. El uso de tales enzimas permite la
conservacion de islas CpG y regiones ricas en CpG en el ADN fragmentado. Las enzimas de restriccion no
especificas de metilacién se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en Msel, Bfal, Csp6l, Trull, Tvull,
Tru9l, Tvu9l, Mael y Xspl. Particularmente preferido es el uso de dos o tres enzimas de este tipo. Particularmente
preferido es el uso de una combinacion de Msel, Bfal y Csp6l.

El ADN fragmentado puede entonces ligarse a oligonucleétidos adaptadores con el fin de facilitar la posterior
amplificacion enzimética. La ligacion de oligonucledtidos a fragmentos de ADN de extremo romos y adherente se
conoce en la técnica y se lleva a cabo por medio de la desfosforilacion de los extremos (por ejemplo, usando
fosfatasa alcalina de ternera o camar6n) y posterior ligacion usando enzimas ligasa (por ejemplo, T4 ADN ligasa) en
la presencia de dATPs. Los oligonucleétidos adaptadores tienen tipicamente al menos 18 pares de bases de
longitud.

En la tercera etapa, el ADN (o sus fragmentos) es digerida entonces con una o mas enzimas de restriccion sensibles
a la metilacion. La digestion se lleva a cabo de tal manera que la hidrélisis del ADN en el sitio de restriccion es
informativa del estado de metilacion de un dinucle6tido CpG especifico de RASSF2A.

Preferiblemente se analizan una pluralidad de genes (en el presente documento también denominados "panel de
genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 0 4 genes. En una realizacion 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, la enzima de restriccion especifica de metilacion se selecciona del grupo que consiste en Bsi E1,
Hga | HinPI, Hpy99I, Ava |, Bce Al, Bsa HI, Bisl, BstUIl, Bshl236l, Accll, BstFNI, McrBC, Glal, Mvnl, Hpall (Hapll),
Hhal, Acil, Smal, HinP1l HpyCH4IV, Eagl y mezclas de dos o més de las enzimas anteriores. Se prefiere una mezcla
gue contiene las enzimas de restriccion BstUIl, Hpall, HpyCH4IV y HinP1l.

En la cuarta etapa, que es opcional, pero una realizacion preferida, los fragmentos de restriccion se amplifican. Esto
se lleva a cabo preferiblemente usando una reaccién en cadena de la polimerasa, y dichos amplificados pueden
llevar marcadores detectables adecuados como se discuti6 anteriormente, a saber, marcadores de fluoréforos,
radionuclidos y marcadores de masa. Particularmente preferida es la amplificacion por medio de una enzima de
amplificacion y por lo menos dos cebadores que comprenden, en cada caso, una secuencia contigua de al menos 16
nucleétidos 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 nucledtidos. En una
realizacion alternativa, dichos cebadores pueden ser complementarios a cualquier adaptador unido a los fragmentos.

En la quinta etapa se detectan los amplificados. La deteccion puede ser por cualquier medio estandar en la técnica,
por ejemplo, pero sin limitarse a, analisis de electroforesis en gel, andlisis de hibridacion, incorporacion de marcas
detectables dentro de los productos de PCR, analisis de matriz de ADN, andlisis MALDI o ESI. Preferiblemente dicha
deteccion se lleva a cabo mediante hibridacién con al menos un acido nucleico o acido nucleico peptidico que
comprende en cada caso una secuencia contigua de al menos 16 nucledtidos de longitud que es complementaria o
hibrida en condiciones moderadamente restrictivas o restrictivas a una secuencia seleccionada del grupo que
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 nucledtidos.

Después de la determinacion del estado o nivel de metilacion de los &cidos nucleicos gendmicos, se deduce la
presencia, ausencia de trastornos proliferativos de células de prostata, mas preferiblemente, se deduce carcinoma
de prostata basandose en el estado o nivel de metilacion de al menos una secuencia de dinucleétidos CpG de SEQ
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, o un valor medio que refleja un estado de metilacion promedio de una pluralidad de
secuencias de dinucleétidos CpG de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 en las que la metilacion esta asociada con la
presencia de células prostaticas proliferativas, lo mas preferiblemente, cancer de prostata.
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Cuando dicha metilacion se determina por medios cuantitativos, el punto de corte para determinar dicha presencia
de metilacion es preferiblemente cero (es decir, cuando una muestra despliega cualquier grado de metilacién, se
determina que tiene un estado metilado en la posicién 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 asi la
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 aqui un kit que comprende: un medio para determinar la metilacion de al menos un gen
seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi. Los medios para determinar dicha
metilacién comprenden preferiblemente un reactivo que contiene bisulfito; uno o una pluralidad de oligonucleétidos
consistentes en secuencias idénticas en cada caso, son complementarios o se hibridan bajo condiciones restrictivas
0 altamente restrictivas a un segmento de 9 o més 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
método descrito de analisis de metilacion. En una realizacién, la secuencia de bases de dichos oligonucle6tidos
comprende al menos un dinucleétido CpG, CpA o TpG.

En una realizacion adicional, dicho kit puede comprender ademds reactivos estandar para realizar un analisis de
metilacion especifico de posicion CpG, en el que dicho andlisis comprende una o méas de las siguientes técnicas:
MS-SNuPE, MSP, Methy-Light™, HeavyMethyl, COBRA y secuenciacion de acidos nucleicos. Sin embargo, un kit
como se describe en el presente documento también puede contener sélo parte de los componentes antes
mencionados.

En una realizacion preferida, el kit puede comprender reactivos de conversion de bisulfito adicionales seleccionados
del grupo que consiste en: regulador de desnaturalizacién de ADN; regulador de sulfonacion; reactivos o kits de
recuperacion de ADN (por ejemplo, precipitacion, ultrafiltracion, columna de afinidad); regulador de desulfonacion; y
componentes de recuperacion de ADN.

En una realizacion alternativa adicional, el kit puede contener, empaquetados en recipientes separados, una
polimerasa y un regulador de reaccién optimizado para la extensién del cebador mediado por la polimerasa, tal como
PCR. En otra realizacion, el kit comprende ademéas medios para obtener una muestra bioldgica del paciente. Se
prefiere un kit, que comprende ademds un recipiente adecuado para contener los medios para determinar la
metilacién de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi en
la muestra biologica del paciente, y mas preferiblemente comprende ademds instrucciones para el uso e
interpretacion de los resultados del kit. En una realizacion preferida, el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b)
un recipiente adecuado para contener dicho reactivo de bisulfito y la muestra bioldgica del paciente; (c) al menos un
conjunto de oligonucledétidos cebadores que contienen dos oligonucleétidos cuyas secuencias son idénticas en cada
caso, son complementarios o se hibridan bajo condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de 9 o
mas 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 interpretacion de los resultados del kit. En una realizacién preferida
alternativa el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo de
bisulfito y la muestra biologica del paciente; (c) al menos un oligonucleétido y/o oligbmero de PNA que tiene una
longitud de al menos 9 o 16 nucledtidos que es idéntica o hibrida a una secuencia de acido 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 interpretacion de los resultados del kit.

En una realizacion alternativa, el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) un recipiente adecuado para contener
dicho reactivo de bisulfito y la muestra biolégica del paciente; (c) al menos un conjunto de oligonucle6tidos
cebadores que contienen dos oligonucle6tidos cuyas secuencias son idénticas en cada caso, son complementarios
0 se hibridan bajo condiciones restrictivas 0 altamente restrictivas a un segmento de 9 o mas preferentemente 18
segmentos de base de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20; (d) al menos un
oligonucledtido y/o oligobmero de PNA que tiene una longitud de al menos 9 o 16 nucleétidos que es idéntica o
hibrida a una secuencia de acido nucleico pretratada de acuerdo con una de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y sus
secuencias complementarias; y opcionalmente (e) instrucciones para el uso e interpretacién 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 determinacion de la presencia y/o diagnostico de trastornos proliferativos
de células de prostata, mas preferiblemente, carcinoma de prostata, comprendiendo dicho kit: un medio para medir
el nivel de transcripcion de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K
y GSTPi y un medio para determinar la metilaciéon de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en
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RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPI. Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit
tipico basado en COBRA™) para el analisis COBRA™ 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
restriccion y regulador apropiado; oligo de hibridacién génica; oligo de hibridacion de control; quinasa para la sonda
oligo; y nucleétidos marcados. Los reactivos tipicos (por ejemplo, como puede encontrarse en un kit tipico de
MethyLight™) para el analisis 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 especificas de bisulfito (por ejemplo TagMan Mo LightcyclerTM); reguladores y
desoxinucleétidos de PCR optimizados; y Tag polimerasa. Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede
encontrar en un kit tipico basado en MS-SNUPE™) para el analisis de Ms-SNUPE™ pueden incluir, pero no se
limitan a: cebadores de PCR para un gen especifico (o secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG);
reguladores y desoxinucledtidos de PCR optimizados; kit de extraccion 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 reaccion (para la reaccion de Ms-SNuPE); y los
nucleétidos marcados.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como podria encontrarse en un kit basado en MSP tipico) para analisis 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 desoxinucleotidos de PCR optimizados, y sondas especificas.

También se divulga un kit alternativo que comprende un medio para determinar la metilacion de al menos un gen
seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi, en el que dichos medios
comprenden preferiblemente al menos una enzima de restriccion especifica de la metilacion; uno o una pluralidad de
oligonucleétidos cebadores (preferiblemente uno o una pluralidad de pares de cebadores) adecuados para la
amplificacion de una secuencia que comprende al menos un dinucle6tido 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
método descrito de analisis de metilaciéon. En una realizacion, la secuencia de bases de dichos oligonucle6tidos 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 realizacién adicional, dicho kit puede comprender una o una pluralidad de sondas de oligonucleétidos para el
analisis de los fragmentos de digestion, preferiblemente dichos oligonucle6tidos son idénticos, son complementarios
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 realizacion preferida, el kit puede comprender reactivos adicionales seleccionados del grupo que consiste en:
regulador (por ejemplo, enzima de restriccion, PCR, almacenamiento o lavado de reguladores); reactivos o kits de
recuperacion de ADN (por ejemplo, precipitacion, ultrafiltracion, columna de afinidad) y componentes de
recuperacion de ADN.

En una realizaciéon alternativa adicional, el kit puede contener, empaquetado en recipientes separados, una
polimerasa y un regulador de reaccién optimizado para la extension del cebador mediado por la polimerasa, tal como
PCR. En otra realizacién, el kit comprende ademas medios para obtener una muestra biolégica del paciente. En una
realizacion preferida, el kit comprende: (a) un reactivo de enzima de restriccién sensible a la metilacion; (b) un
recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra bioldgica del paciente; (c) al menos un conjunto de
oligonucledtidos uno o varios acidos nucleicos o acidos nucleicos peptidicos que son idénticos, son complementarios
0 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 interpretacion de los resultados del kit.

En una realizacion preferida alternativa el kit comprende: (a) un reactivo de enzima de restriccion sensible a la
metilacién; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biolégica del paciente; (c) al menos
un conjunto de oligonucledtidos cebadores adecuados para la amplificacion de una secuencia que comprende al
menos un dinucledtido 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 interpretacién de los resultados del kit.

En una realizacion alternativa, el kit comprende: (a) un reactivo de enzima de restriccion sensible a la metilacion; (b)
un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biolégica del paciente; (c) al menos un conjunto de
oligonucleétidos cebadores adecuados para la amplificaciébn de una secuencia que comprende al menos un
dinucleétido 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 oligonucledtidos uno o varios acidos nucleicos o acidos nucleicos peptidicos que son
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 interpretacion 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 diagndstico de la presencia de trastornos proliferativos de
células de prostata, mas preferiblemente carcinoma de préstata en un sujeto por medio de andlisis de enzimas de
restriccion sensibles a la metilacion. Dicho kit comprende un recipiente y un componente de microarreglo de ADN.
Dicho componente de microarreglo de ADN es una superficie sobre la cual una pluralidad de oligonucleétidos se
inmoviliza en posiciones designadas y donde el oligonucleétido comprende al menos un sitio de metilacion de CpG.
Al menos uno de dichos oligonucleétidos es especifico 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 mas de 200 bp de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4.
Preferiblemente dicha secuencia tiene al menos 15 pares de bases de longitud pero no mas de 80 pb de una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4. Se prefiere ademés que dicha
secuencia sea al menos 20 pares de bases de longitud pero no mas 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 ademés, de preferencia, un
componente de enzima de restriccién que comprende una o una pluralidad de enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion.

En una realizacion adicional, dicho kit de prueba se caracteriza ademés porque comprende al menos una enzima de
restriccion especifica de metilacion, y en el que los oligonucleétidos comprenden un sitio de restriccion de dichas al
menos una enzima de restriccion especifica de metilacion.

El kit puede comprender ademas uno o varios de los siguientes componentes, que son conocidos en la técnica para
el enriquecimiento de ADN: un componente proteico, uniéndose dicha proteina selectivamente al ADN metilado; un
componente de &cido nucleico formador de triplex, uno o una pluralidad de conectores, opcionalmente en una
solucion adecuada; sustancias o soluciones para llevar a cabo una ligacion, por ejemplo ligasas, reguladores;
sustancias o soluciones para realizar una cromatografia en columna; sustancias o soluciones para realizar un
enriquecimiento basado en inmunologia (por ejemplo inmunoprecipitacion); sustancias o soluciones para llevar a
cabo una amplificacion de acido nucleico, por ejemplo PCR; un colorante o varios colorantes, si es aplicable con un
reactivo de acoplamiento, si es aplicable en una solucion; sustancias o soluciones para llevar a cabo una hibridacion;
y/o sustancias o soluciones para llevar a cabo una etapa de lavado.

También se divulga una composicion de materia Util para detectar, o para diagnosticar carcinoma de préstata.
Comprendiendo dicha composicién al menos un &cido nucleico de 18 pares de bases de longitud de un segmento de
la secuencia de &cido nucleico descrita en la SEQ ID NO: 5 a la SEQ ID NO: 20 y una 0 mas sustancias tomadas del
grupo que comprende: 1-5 mM de cloruro de magnesio, dNTP 100-500 pM, 0.5-5 unidades de taq polimerasa,
albumina de suero bovino, un oligémero en particular un oligonucleétido u oligdmero peptidico de &cido nucleico
(PNA), comprendiendo dicho oligobmero al menos una secuencia de bases que tiene una longitud de al menos 9
nucleétidos que es complementaria o hibrida en condiciones moderadamente restrictivas o restrictivas a un ADN
gendmico 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 composicion de materia comprenda una solucion reguladora apropiada para la
estabilizacién de dicho &cido nucleico en una soluciéon acuosa y que permita reacciones basadas en polimerasa
dentro de dicha solucion. Los reguladores adecuados son conocidos en la técnica y estan comercialmente
disponibles.

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

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

Ejemplo 1

El objetivo del presente estudio era determinar la viabilidad de medir los marcadores de metilacién del ADN para el
cancer de prostata (en lo sucesivo también denominado PCa) en fluidos corporales remotos. En este proceso se
utilizé un flujo de procedimiento de alta calidad para la orina, se analizaron los marcadores candidatos mediante la
tecnologia de HeavyMethyIT'vI (HM) (Cottrell et al., Nucleic Acids Res., 2004 Jan 13; 32(1): €10) y se demostr6 que el
PCa desprende ADN que puede ser detectado por medio del andlisis de metilacién tanto en plasma como en orina
con alta sensibilidad. Se establecié asi que los marcadores analizados eran adecuados para el desarrollo de una
prueba de cribado para PCa basada en el andlisis de metilacion del ADN.
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Obijetivos del estudio

El propésito del presente estudio era realizar una investigacion para determinar si los marcadores de metilacion del
ADN de PCa se pueden medir en un fluido corporal remoto. El estudio fue disefiado para identificar el analito 6ptimo
para tal prueba y para generar especificidad y datos de rendimiento analitico para los candidatos marcadores.

Marcadores de candidato y ubicacién de los ensayos

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

El analisis de metilacion se realizo por medio del HeavyMethyl™. EI genémico aislado es tratado con bisulfito para
convertir citosinas no metiladas en uracilo, en las que se conservan las citosinas metiladas. Los fragmentos del ADN
tratado con bisulfito que comprenden dinucle6tidos CpG potencialmente metilados se amplifican a continuacion
mediante PCR. Los cebadores no cubren ninguna posicion de citosina potencialmente metilada (es decir, no se
hibridan con dinucleé6tidos CpG gendmicos). La amplificacion de fragmentos que comprenden dinucleétidos CpG no
metilados se suprime por medio de un oligonucleétido de bloqueo que se hibrida con los dinucleétidos TG. Por
consiguiente, sélo el ADN que se metild en la muestra gendmica 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 deteccion 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.

GSTPi
Ubicacién cromosomica: 11q13

Gen(es) cercano(s): El cebador directo GSTPi HM esté justo corriente arriba del exén 1 y el cebador inverso esti
justo corriente abajo del ex6n 1 de GSTP1

RASSF2A

Ubicacion cromosOmica: 20pteros-p12.1

Gen(es) cercano(s): con/en la isla CpG del intron 1 de la transcripcion v. 1 de RASSF2
HIST1H4K

Ubicacién cromosomica: 6p22-21.3

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

TFAP2E

Ubicacién cromosomica: 1p34.3

Gene(s) cercano(s): con/en intrén 3 de TFAP2E (~11 kb corriente abajo de txn de inicio) y ~20 kb corriente arriba de
KIAAO319L txn de inicio (PKD-1 como gen)

Estudio de tejidos

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 especificos para la sangre normal y el tejido prostatico normal. En contraste
con los estudios anteriores se observd que el ADN de la tumor adyacente normal de prdstata (NAT) es casi tan
metilado como el ADN del tumor de prostata. EI 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 préstata 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 NAT esta metilado (Hanson et al., 2006).

El rendimiento de los marcadores en +BPH normal en comparacién con PCa se proporciona en la Tabla 3 y la figura
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1.
Andlisis 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
ndamero maximo de ensayos en el estudio se limit6 a cuatro, realizado cada ensayo en duplicado para cada muestra.

Recoleccién de muestra

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

Al disefiar el presente estudio, la definicion de la clase negativa fue un problema ya que no existe un método de
deteccién que excluya la presencia de PCa con 100% de certeza. La biopsia tiene una tasa de diagnéstico 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 medicién 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
centré en una clase negativa que minimizé la probabilidad de falsos positivos. En consecuencia, los jévenes varones
sanos fueron elegidos como la clase negativa "verdadera". Se argumentd que los varones jovenes sanos sin
antecedentes familiares de cancer de prostata deberian ser verdaderamente negativos para la PCa.

Debido a que una realizacion de la prueba PCa es como un seguimiento de diagnéstico de PSA, también se incluy6
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.

En cinco casos de PCa, s6lo se recogié una muestra de plasma y en diez casos adicionales sé6lo se recogié una
muestra de orina. Las muestras se recogieron en mdltiples sitios. La orina se recogi6 después de un masaje
prostético, las muestras tanto de plasma como de orina se obtuvieron antes de cualquier tratamiento para PCa. Los
criterios de inclusion y exclusion fueron disefiados para asegurar que los pacientes analizados reflejen los pacientes
potenciales que usarian las pruebas de deteccion de PCa.

Los siguientes criterios de inclusion y exclusiéon se aplicaron a los pacientes sometidos a biopsia: Criterios de
inclusion:

* Indicacion de biopsia (PSA elevado y/o DRE sospechoso)

* Biopsia programada dentro de 1 semana después de la recoleccion de la muestra
» Edad 40-80

Criterios de exclusién:

Cualquier tratamiento previo para el cancer de prostata

Historial de cancer o enfermedad grave en los Ultimos 5 afios

Sintomas de la infeccion del tracto urinario

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

» Masculino

» Edad 18-30

Criterios de exclusion:

Cualquier tratamiento previo o sintomas de cancer de préstata o enfermedad de la préstata
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Historial de cancer o enfermedad grave en los ultimos 5 afios
Sintomas de infeccion del tracto urinario
Datos del paciente y caracteristicas del tumor

La Tabla 4 muestra la puntuacion de Gleason (cuando corresponda) de las muestras de pacientes. Los valores
medios de PSA para las muestras de cancer de préstata, HGPIN y biopsia negativa fueron 18.2 + 33.1, 7.0+ 3.0y
8.8 + 5.2, respectivamente. El cancer de préstata, HGPIN y las clases negativas de biopsia se diagnosticaron
después de la recoleccion de muestras a través de la biopsia de préstata. El nimero medio de nuicleos de biopsia
para todas las clases de muestra fue 8, aunque hubo alguna variacion entre los proveedores.

La extraccién de ADN vy 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.

Rendimiento de los marcadores, consideraciones generales

El objetivo inicial del estudio era desarrollar un panel de marcadores dirigidos como seguimiento de diagnostico a
pruebas de PSA de 2.5 ng/ml o mas para hombres mayores de 50 afios de edad para discriminar el cancer de
préstata de condiciones no cancerosas. Tal prueba podria ampliarse como una prueba de deteccion de cancer de
préstata méas especifica que competiria con pruebas de PSA debido a un rendimiento superior. En el presente
estudio analizamos los datos de dos maneras diferentes: (i) utilizamos cancer de prdstata y muestras de biopsia
negativa para evaluar el desempefio de los marcadores en el seguimiento de la prueba de PSA (aplicacion
diagndstica) y (i) usamos céncer de préstata y todas las muestras no cancerigenas (biopsias negativas y
saludables) para medir el desempefio de los marcadores en la prueba de deteccidon (aplicacion de tamizaje).
Presentamos el rendimiento de los marcadores para el plasma y la orina por separado, también proporcionamos
andlisis de datos para marcadores individuales y paneles de marcadores. Todos los datos se informan como valores
de metilacién brutos logaritmicos medios.

Como prueba de seleccion primaria, el panel marcador preferiblemente identificaria PCa en hombres mayores de 50
afos con una especificidad mejorada con respecto a PSA. Todos los andlisis de aplicaciones de cribado utilizan las
muestras de PCa como la clase positiva. Para los fines del presente estudio, analizamos los datos para la aplicacién
de cribado con dos clases negativas alternativas. La primera clase negativa analiz6 a los 50 varones sanos jovenes
con minima probabilidad de PCa no detectada. Aunque esta clase negativa representa un negativo de prueba
"verdadera", no esta adaptada a la edad para la poblacién de cribado de PCa objetivo y no incluye ninguna clase
probable de falsos positivos, por ejemplo BPH. Por lo tanto, realizamos un segundo analisis en el que se analizaron
los 50 controles jévenes sanos y los 51 controles negativos de biopsia como una clase negativa de 101 muestras.

En promedio, se realizan aproximadamente 20.000.000 pruebas de PSA cada afio en los EE.UU. con s6lo
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 mayoria de la poblacion de cribado
de objetivo cae en el PSA de baja clase negativa. Mientras que la clase negativa de solo varones jovenes sanos
puede representar una sobrestimacion de la capacidad discriminatoria de nuestros marcadores, la clase negativa
combinada de varones jévenes sanos mas varones negativos de biopsia igualada por edad puede representar una
subestimacion 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 prostatico de pacientes con cancer de prdstata versus pacientes con biopsia negativa y sujetos de
control sanos se muestran en la Tabla 5. La figura 2 muestra los ensayos HM en tiempo real de PCR de orina
postmasaje prostatico de PCa y clase | negativa (individuos sanos). La figura 3 muestra los ensayos de PCR en
tiempo real HM de orina postmasaje prostatico de PCa y clase Il negativa (individuos sanos mas biopsias negativas).

La sensibilidad y especificidad de los marcadores individuales (sencillos) probados por PCR en tiempo real en
plasma de pacientes de cancer de préstata 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 HM en tiempo real de plasma de PCa y clase |
negativa (individuos sanos). La figura 5 muestra los ensayos de PCR en tiempo real HM de plasma de PCay clase I
negativa (individuos sanos mas 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 mas sensible.

Caorrelacion de los marcadores con la puntuacion de Gleason
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Las cantidades crecientes de ADN marcador metilado se correlacionaron con el aumento de la puntuacién 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
correlacion fue menos fuerte en el ADN de la orina que en el ADN del plasma. EI PSA como marcador de PCa en
pacientes con PSA elevado (>4 ng/ml) también se correlacioné con el aumento de la puntuacion de Gleason.

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

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

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

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

Rendimiento del marcador en la aplicacién de diagndstico: Seguimiento al PSA

Como marcador de seguimiento de la prueba de PSA, los marcadores preferiblemente identificarian PCa en
hombres mayores de 50 afios que han sido clasificados como individuos de alto riesgo debido a PSA elevado (>2.5
ng/ml). Esta es una aplicacion y un analisis distintos y requiere una mayor discriminacién en comparacion con la
prueba de deteccion. Los falsos positivos en esta aplicacion surgen de la elevada PSA, biopsia negativa clase BPH.
Una vez mas, las muestras PCa representan la clase positiva. Para los fines de una aplicacién de seguimiento de
diagnostico, analizamos los datos utilizando una sola clase negativa compuesta por las 51 muestras negativas de
biopsia. Los AUC de los marcadores probados por PCR en tiempo real en orina postmasaje prostatico y plasma de
pacientes con cancer de préstata y pacientes con biopsia negativa se proporciona en la Tabla 12.

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

Rendimiento de los paneles marcadores

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

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

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

Discusién

El estudio se realizd sobre muestras de plasma y/u orina recogidas de 91 pacientes con PCa, 51 pacientes con
biopsia negativa (diagnosticada con HBP) y 50 jovenes sanos. Se utilizaron ensayos de PCR en tiempo real HM™
para medir la metilaciéon del ADN de los marcadores candidatos. La cantidad de ADN marcador metilado se
correlaciond con PCa tanto en plasma como en orina, con ADN de orina mostrando mayor sensibilidad. Como
prueba de deteccion (discriminacion del cancer 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%
con una especificidad del 96%, respectivamente. Como marcador de seguimiento de la prueba de PSA
(discriminacion 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 seleccion
cuantitativo de marcadores RASSF2A y HIST1H4K produjo un 94% de sensibilidad con una especificidad del 88%
frente a individuos sanos. Un panel de diagnéstico cuantitativo de los marcadores GSTPi y PSA arrojé un 83% de
sensibilidad con un 45% de especificidad. El desempefio de estos marcadores se compara bien con el desempefio
de PSA (18% de sensibilidad al 98% de especificidad para hombres <60 afios y 19% de sensibilidad al 94% de
especificidad para hombres >60 afios) en la poblacion de cribado (Punglia et al.). La metilaciéon de todos los
marcadores se correlaciond bien con la puntuacion de Gleason en el ADN plasmatico, pero la correlacién fue menos
fuerte en el ADN de la orina.
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Al completarse la presente investigacién, se demostrdé que los biomarcadores de cancer de prostata basados en
ADN metilado pueden medirse en plasma y orina, mostrando el ADN de orina una mayor sensibilidad que el plasma.
Ademas, se identificaron los marcadores de metilacion del ADN que discriminan a los pacientes con PCa de
controles sanos y aquellos con hiperplasia benigna de prostata (HBP). Las principales conclusiones del presente

estudio son las siguientes:

* Los marcadores metilados de cancer de prostata se pueden medir tanto en plasma como en orina de pacientes con

PCa.

» Identificacion de marcadores que discriminan a pacientes con PCa de aquellos sin PCa.

Tabla 1: Genes y secuencias de acuerdo con la presente divulgacion

Gen SEQ ID NO: Cadena en Cadena Cadena en sentido | Cadena antisentido
Gendmica sentido metilada antisentido no metilada no metilada
convertida con metilada convertida con convertida con
bisulfito convertida con bisulfito bisulfito
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 segun el Ejemplo 1
Gen Cebador de Cebador de Bloqueador Oligo de
avance retroceso deteccion
GSTPi 21 22 23 24
HIST1H4K 25 26 27 28
RASSF2A 29 30 31 32
TFAP2E 33 34 35 36

Tabla 3: Analisis de rendimiento de los marcadores (normal mas 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 segun el Ejemplo 1.

Tipo de muestra No. de muestras

Cancer de Prostata - Puntuacion Gleason

4 1
5 5
6 33
7 39
8 8
9 4
No hay puntuacion disponible 1
Cancer de Prostata 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 prostatico de pacientes con cancer de prdstata, pacientes con biopsia negativa y sujetos de control

sanos.

Marcador Negativo Clase I: Sano Negativo Clase Il: Sano + Biopsia (-)
Sens/Espec Valor de | AUC Sens/Espec Valor de

Wilcoxon p 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 cancer de prostata, pacientes con biopsia negativa y sujetos de control sanos.

Marcador Negativo Clase I: Sano Negativo Clase II: Sano + Biopsia (-)
Sens/Espec Valor de | AUC Sens/Espec Valor de
Wilcoxon p 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™* 0.56 0.16/0.95 0.0572
TFAP2E 0.16 0.22/1.00 4e™ 0.56 0.09/0.95 0.0128
Tabla 7
Marcador Negativo Clase I: Salno Negativo Clase Il: 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 | 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:

GSTPRi+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 Unicos 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

guadSVM (todos los marcadores, sin PSA) | 79 76

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

Panel de marcadores % Sens PCa % Espec. Sano

Marcadores Unicos 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

*** Pryeba si el PSA contiene informacion adicional mas alla de lo que fue aportado por la indicacién de corte de >4
ng/ml para la biopsia de préstata.

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 Unicos 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 metilacion del ADN para el
cancer de prostata (en lo sucesivo también denominado PCa) en fluidos corporales remotos. En este proceso se
utilizé un flujo de procedimiento de alta calidad para la orina, se analizaron los marcadores candidatos mediante la
tecnologia de HeavyMethyITM (HM) (Cottrell et al., Nucleic Acids Res., 2004 Jan 13; 32(1): €10 y se demostr6 que el
PCa desprende ADN que puede detectarse mediante analisis de metilacién tanto en plasma como en orina con alta
sensibilidad, estableciendo asi que los marcadores analizados son adecuados para el desarrollo de una prueba de
cribado para PCa basada en el analisis de metilacion del ADN.

Objetivos del estudio

El propdsito del presente estudio fue realizar una investigacion para determinar si los marcadores de metilacion del
ADN de PCa se pueden medir en un fluido corporal remoto. El estudio fue disefiado para identificar el analito 6ptimo
para tal prueba y para generar especificidad y datos de rendimiento analitico para los candidatos marcadores.

Marcadores de candidato y ubicacion de los ensayos

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

El andlisis de metilacion se realiz6 por medio del HeavyMethyITM. El gendmico 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 dinucle6tidos CpG potencialmente metilados se amplifican a continuacion
mediante PCR. Los cebadores no cubren ninguna posicion de citosina potencialmente metilada (es decir, no se
hibridan con dinucleétidos CpG gendmicos). La amplificacion de fragmentos que comprenden dinucleétidos CpG no
metilados se suprime por medio de un oligonucleétido de bloqueo que se hibrida con los dinucleétidos TG. Por
consiguiente, sélo el ADN que se metild en la muestra gendémica 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 deteccion RealTime.

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

GSTPi
Ubicacién cromosomica: 11q13

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

RASSF2A

Ubicacién cromosomica: 20pter-p12.1

Gen(es) cercano(s): con/en la isla CpG del intron 1 de la transcripcion del v. 1 de RASSF2
HIST1H4K

Ubicacién cromosomica: 6p22-21.3

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

TFAP2E

Ubicacién cromosomica: 1p34.3

Gene(s) cercano(s): con/en intrén 3 de TFAP2E (~11 kb corriente abajo de txn de inicio) y ~20 kb corriente arriba de
KIAAO319L txn de inicio (PKD-1 como gen)

Estudio de tejidos

El ensayo se probd inicialmente en tejidos normales, NAT y PCa. Los candidatos marcadores que se analizaron en
la prueba de tejido HM fueron muy especificos para la sangre normal y el tejido prostatico normal. En contraste con
los estudios anteriores se observd que el ADN de la prdstata normal tumor adyacente (NAT) es casi tan metilado
como el ADN del tumor de préstata. EI 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 préstata 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
NAT esta metilado (Hanson et al., 2006).

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

Andlisis 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
numero maximo de ensayos en el estudio se limité a cuatro, realizandose cada ensayo en duplicado para cada
muestra.

Recoleccién de muestras

Para este estudio, se recogieron muestras de plasma y orina de un total de 191 hombres, incluyendo 91 hombres
con cancer de prostata confirmado por biopsia, 51 varones sin cancer detectado por biopsia (posteriormente
diagnosticados con HPB) y 50 jovenes varones sanos. En todos los andlisis, la clase positiva se compone de las
muestras PCa.
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Al disefiar el presente estudio, la definicidon de la clase negativa fue un problema ya que no existe un método de
deteccién que excluya la presencia de PCa con 100% de certeza. La biopsia tiene una tasa de diagnéstico 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 medicion 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
remoto, se centré en una clase negativa que minimiz6 la probabilidad de falsos positivos. En consecuencia, los
jovenes varones sanos fueron elegidos como la clase negativa "verdadera". Se argument6 que los varones jovenes
sanos sin antecedentes familiares de cancer de préstata deberian ser verdaderamente negativos para la PCa.

Debido a que una realizacion del ensayo de PCa es como un seguimiento de diagnoéstico al PSA, también se incluy6
una segunda clase negativa de muestras de BPH negativas de biopsia. Un factor potencialmente confuso en esta
clase es la probable presencia de biopsias falsas negativas.

En cinco casos de PCa, s6lo se recogié una muestra de plasma y en diez casos adicionales solo se recogié una
muestra de orina. Las muestras se recogieron en mdltiples sitios. La orina se recogié después de un masaje
prostatico, tanto plasma y muestras de orina se obtuvieron antes de cualquier tratamiento para PCa. Los criterios de
inclusion y exclusion fueron disefiados para asegurar que los pacientes analizados reflejen los pacientes potenciales
gue usarian las pruebas de deteccion de PCa.

Los siguientes criterios de inclusion y exclusién se aplicaron a los pacientes sometidos a biopsia:

Criterios de inclusion:

* Indicacion de biopsia (PSA elevado y/o DRE sospechoso)

* Biopsia programada dentro de 1 semana después de la recoleccion de la muestra

 Edad 40-80

Criterios de exclusion:

Cualquier tratamiento previo para el cancer de préstata

Historial de cancer o enfermedad grave en los Ultimos 5 afios

Sintomas de infeccion del tracto urinario

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

Criterios de inclusion:

» Masculino

+ Edad 18-30

Criterios de exclusion:

Cualquier tratamiento previo o sintomas de cancer de préstata o enfermedad de la prostata

Historial de cancer o enfermedad grave en los Ultimos 5 afios

Sintomas de infeccion del tracto urinario

Datos del paciente y caracteristicas del tumor

La Tabla 4 muestra la puntuacion de Gleason (cuando corresponda) de las muestras de pacientes. Los valores
medios de PSA para las muestras de cancer de préstata, HGPIN y biopsia negativa fueron 18.2 + 33.1, 7.0+ 3.0y
8.8 + 5.2, respectivamente. El cancer de prostata, HGPIN y las clases negativas de biopsia se diagnosticaron
después de la toma de muestras a través de la biopsia de préstata. EI numero medio de nucleos de biopsia para
todas las clases de muestra fue 8, aunque hubo alguna variacion entre los proveedores.

La extraccion de ADN y el tratamiento con bisulfito se llevo a cabo de acuerdo con protocolos estandarizados. Para
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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 diagnostico a
pruebas de PSA de 2.5 ng/ml o méas para hombres mayores de 50 afios de edad para discriminar el cancer de
prostata de condiciones no cancerosas. Tal prueba podria ampliarse como una prueba de deteccion de cancer de
prostata mas especifica que competiria con pruebas de PSA debido a un rendimiento superior. En el presente
estudio analizamos los datos de dos maneras diferentes: (i) utilizamos muestras de cancer de préstata y biopsia
negativa para evaluar el desempefio de los marcadores en el seguimiento de la prueba de PSA (aplicacién
diagnostica) y (ii) usamos muestras de cancer de préstata y todas las no cancerigenas (biopsias negativas y
saludables) para medir el desempefio de los marcadores en la prueba de deteccidn (aplicacion de tamizaje).
Presentamos el rendimiento de los marcadores para el plasma y la orina por separado, también proporcionamos
andlisis de datos para marcadores individuales y paneles de marcadores. Todos los datos se informan como valores
de metilacion brutos medios logaritmicos.

Como prueba de seleccion primaria, el panel marcador preferiblemente identificaria PCa en hombres mayores de 50
afios con una especificidad mejorada con relacion al PSA. Todos los andlisis de aplicaciones de cribado utilizan las
muestras de PCa como la clase positiva. Para los fines del presente estudio, analizamos los datos para la aplicacién
de cribado con dos clases negativas alternativas. La primera clase negativa analiz6 a los 50 varones sanos jovenes
con minima probabilidad de PCa no detectada. Aunque esta clase negativa representa un negativo de prueba
"verdadera”, no esta adaptada a la edad para la poblacién de cribado de PCa objetivo y no incluye ninguna clase
probable de falsos positivos, por ejemplo BPH. Por lo tanto, realizamos un segundo analisis en el que se analizaron
los 50 controles jévenes sanos y los 51 controles negativos de biopsia como una clase negativa de 101 muestras.

En promedio, se realizan aproximadamente 20.000.000 de exdmenes de PSA cada afio en los EE.UU. con sélo
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 estan actualmente seleccionados por PSA caen en
la clase negativa que se representa por PSABPH positivo, mientras que la gran mayoria de la poblacién con cribado
de objetivo cae en la clase negativa de PSA baja. Mientras que la clase negativa de solo varones jévenes sanos
puede representar una sobrestimacion de la capacidad discriminatoria de nuestros marcadores, la clase negativa
combinada de varones jévenes sanos mas varones negativos de biopsia igualada por edad puede representar una
subestimacion de la capacidad discriminatoria de nuestros marcadores.

La sensibilidad y especificidad de marcadores individuales (sencillos) probados por PCR en tiempo real en orina
postmasaje prostatico de pacientes con cancer de préstata 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 prostatico de PCa y clase | negativa (individuos sanos). La figura 3 muestra los ensayos de PCR en
tiempo real HM de orina postmasaje prostatico de PCa y clase Il negativa (individuos sanos mas biopsias negativas).

La sensibilidad y especificidad de marcadores individuales (sencillos) probados por PCR en tiempo real en plasma
procedente de pacientes de cancer de pristata 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 |
negativa (individuos sanos). La figura 5 muestra los ensayos de PCR en tiempo real HM de plasma de PCa y clase I
negativa (individuos sanos mas biopsias negativas).

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

Caorrelacion de los marcadores con la puntuacion de Gleason.

Las cantidades crecientes de ADN marcador metilado se correlacionaron con el aumento de la puntuacion 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
correlacion 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 correlacioné con el aumento de la puntuacion de Gleason.

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

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

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

Rendimiento del marcador en la aplicacion de diagndstico: Seguimiento al PSA

Como marcador de seguimiento de la prueba de PSA, los marcadores preferiblemente identificarian PCa en
hombres mayores de 50 afios que han sido clasificados como individuos de alto riesgo debido a un PSA elevado
(>2.5 ng/ml). Esta es una aplicacion y un analisis distintos y requiere una mayor discriminacién en comparacién con
la prueba de deteccién. Los falsos positivos en esta aplicacion surgen de la biopsia negativa clase BPH de PSA
elevada. Una vez mas, las muestras PCa representan la clase positiva. Para los fines de una aplicacion de
seguimiento de diagnéstico, analizamos los datos utilizando una sola clase negativa compuesta por las 51 muestras
negativas de biopsia. La AUC de los marcadores probados por PCR en tiempo real en orina postmasaje prostatico y
plasma de pacientes con cancer de préstata y pacientes con biopsia negativa se proporciona en la Tabla 12.

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

Rendimiento de los paneles marcadores

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

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

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

Discusién

El estudio se realizd en muestras de plasma y/u orina recogidas de 91 pacientes con PCa, 51 pacientes con biopsia
negativa (diagnosticada con HBP) y 50 jovenes varones sanos. Se utilizaron ensayos de PCR en tiempo real HM™
para medir la metilaciéon del ADN de los marcadores candidatos. La cantidad de ADN marcador metilado se
correlacioné con PCa tanto en plasma como en orina, mostrando el ADN de orina mayor sensibilidad. Como prueba
de deteccion (discriminacién del cancer 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%
con una especificidad del 96%, respectivamente. Como marcador de seguimiento de la prueba de PSA
(discriminacion 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 seleccion
cuantitativo de marcadores RASSF2A y HIST1H4K produjo un 94% de sensibilidad con una especificidad del 88%
frente a individuos sanos. Un panel de diagnéstico cuantitativo de los marcadores GSTPi y PSA arrojé un 83% de
sensibilidad con un 45% de especificidad. El desempefio de estos marcadores se compara bien con el desempefio
de PSA (18% de sensibilidad a 98% de especificidad para hombres <60 afios y 19% de sensibilidad a 94% de
especificidad para hombres >60 afios) en la poblacion de cribado (Punglia et al.). La metilacion de todos los
marcadores se correlaciond bien con la puntuacion de Gleason en el ADN plasmético, pero la correlacion fue menos
fuerte en el ADN de la orina.

Conclusiones

Al completarse la presente investigacion, se demostré que los biomarcadores de cancer de prostata basados en
ADN metilado pueden medirse en plasma y orina, mostrando el ADN de orina una mayor sensibilidad que el plasma.
Ademas, se identificaron los marcadores de metilacion del ADN que discriminan a los pacientes con PCa de
controles sanos y aquellos con hiperplasia benigna de préstata (HBP). Las principales conclusiones del presente
estudio son las siguientes:

* Los marcadores metilados de cancer de préstata se pueden medir tanto en plasma como en orina de pacientes con
PCa.

* |dentificacion 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 invencién

Gen Gendmica Cadena en Cadena Cadena en sentido | Cadena antisentido
SEQ ID NO: | sentido metilada antisentido no metilada metilada convertida
convertida con metilada convertida con con bisulfito
bisulfito convertida con bisulfito
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 segin el ejemplo 1
Gen Cebador avance Bloqueador Oligo de deteccion
GSTPi 21 21 22 23 24
HIST1H4K 25 26 27 28
RASSF2A 29 30 31 32
TFAP2E 33 34 35 36

Tabla 3: Andlisis de rendimiento de los marcadores (normal mas 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 segun el Ejemplo 1.

Tipo de muestra

No. de muestras

Cancer de Préstata - Puntuacion Gleason

4 1
5 5
6 33
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7 39
8 8
9 4
No hay puntuacion disponible 1
Cancer de Prostata 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 prostatico de pacientes con cancer de prostata, pacientes con biopsia negativa y sujetos de control

sanos.
Marcador Negativo Clase I: Sano Negativo Clase Il: Sano + Biopsia (-)

AUC Sens/Espec Valor de | AUC Sens/Espec Valor de

Wilcoxon p 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 cancer de préstata, pacientes con biopsia negativa y sujetos de control sanos.

Marcador Negativo Clase I: Sano Negativo Clase II: Sano + Biopsia (-)
AUC Sens/Espec Valor de | AUC Sens/Espec Valor de
Wilcoxon p 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™ 0.56 0.16/0.95 0.0572
TFAP2E 0.61 0.22/1.00 4e™ 0.56 0.09/0.95 0.0128
Tabla 7
Marcador Negativo Clase I: Sano Negativo Clase Il: 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 | negativa (varones
sanos) en la orina

Panel de marcadores % Sens PCa % Espec. Saludable

Marcadores Unicos cuantitativos:

RASSF2A 74 96
HIST1H4K 69 96
GSTPi 63 96
TFAP2E 46 100

Paneles cualitativos:

GSTPRi+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 Unicos 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 | negativa (varones
sanos) en plasma

Panel de marcadores

% Sens PCa

% Espec. Saludable

Marcadores Unicos cuantitativos:

RASSF2A 37 100
HIST1H4K 26 96
GSTPi 17 94
TFAP2E 22 100
Paneles cualitativos:

RASSF2A+HIST1H4K 41 98
Paneles cualitativos:

RASSF2A+TFAP2E (TFAPZ2E utilizado para normalizar) 32 100
quadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 39 96

Tabla 11

Panel de marcadores

% Sens PCa

% Espec. Sano + Biopsia (-)

Marcadores Unicos 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

*** Pryeba si el PSA contiene informacién adicional mas all4d de lo que fue aportado por la
indicacion de corte de >4 ng/ml para la biopsia de prdstata.

Tabla 13
Panel de marcadores % Sens PCa % Espec. Biopsia (-)
Marcadores Unicos 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 Unicos cuantitativos:
RASSF2A 37 82

41




ES 2615354713

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 | 94 22
normalizar)

guadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 39 91
guadSVM (todos los marcadores+PSA) 48 87

Listado de secuencias
<110> Epigenomics AG

<120> Métodos y &cidos nucleicos para el andlisis de la expresion génica asociados con el desarrollo de trastornos
proliferativos de la prostata

<130> E30990PCT
<160> 36

<210>1

<211> 1920

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 1
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ccaggctgcc
ccagatacct
tatcactgag
cagaaccctc
acttagagct
cacctgectce
cagctccgaa
cgegcaccect
tctggggaat
aggccctceccce
ccecggggatg
caggggtcgt
cggctggggce
cggctcgggg
gggtagggac
cgegeectge
ccegegececece
ccgtggagtt
agcgatcggce
gggaceggge
ttggcctttt
ttcatatcac
ccecectecte
gctgtggctg
cgggctgggg
ctcacctcct
tcacccggag
tccageggcece
cttattccca
ccggccagac
cccttttcca

gctgcaggtt
<210>2
<211> 6096

<212> ADN

gtagacacag
gggaaataga
gcgcagaggt
agtctcccta
gaatgcaaag
gctcggggcyg
ggagggcggg
gecgecectcet
ccgeectagaa
cagccctgca
gggtgggagc
agaaggagga
tcecgegecta
aggaaagagg
catcgtggaa
accttgcgcece
gcgccttgcc
ggaaagtggg

gggccgggcet
gceeegeect

tcagcceccecta
tctccacccec
ttectcceecte
cgteccectte
gtggggaggt
tgctgctgcee
ctgtgacagc
tggattcccce
aaagggtttg
gtgacagcaa
tcecctggacce
ccctatctac

<213> Homo Sapiens

<400> 2

taccagtgta
gctcagtgcc
tgegecttgg
gctagggctt

agattcaaaa
tggacatagc
gcggagcaga
tatgcgceccect
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cctttgetcet
gtgcacgcag
gctgtggaca
tgaggccact
taagcgctcg
agagaagacg
gagaccgcaa
gaagcgcgcc
gacggcggcyg
cctgeegege
gccttececcat
ctagctccaa
cacggcecct
agacaagaga
aaactttggc
gggcatcecceg
ttcacccecgg
ggcgcecgcegg
caaatccagc
cctegetecece
ccggatctge
ttcgecttge
ccctctaggg
cccgcecagcet
99999999a9
ctctccaaga
cactcccagg
aggcagaggt
agccggacag
tgccaaggag
tcctggegece
tcagagttct

ttceecttttt
gattcctggg
cagagaccct
caccgctgcece

cccgaaaaac
ctgttgagag
gcccagaccce
ggcactctcg
aaatgcagaa
ccaggctgag
aggggaagtg
gcectecceege
gactggggtc
cgcceccacct
cgcgggcteca
gccacaactt

ggcgggggtce
caggcgagga
gaggtggggg
cgccagtgec
gccagctgca
ctggggggcet

caggctgggc
ctcctectece

tcgtccgetg
cttcgecettt
gcggagette
cgtccaggcet
tgcagggttg
gggatggaga
gaacagtcac
tgtgggattt
gggctaaaca
gccaagtttce
cccagtacac
cccectcacg

gcactgcaca
cctgcccgtce

gggtggcagg
ctctgetatt
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acgttctagg
gcctcgegcet
acacggcgcc
gctgtcccca
gtagccgggg
gtcccagcga
cceggagggce
gccggggact
gggcactcte
cgccaggaag
aaaagaagga
tctteggace
cgcgcgceecce
ttacggggct
gacgcggaaa
tecgctceccag
tcgcgccecge
gcttcagetg
aggcggtygge
ctctccecctce
tectetettt
cttcctececee
tccecteect
cccgecgeca
gggaggatga
cttggcccaa
gctgccectac
tgtttetect
ggccecctteg
tttgtccatt
agaggccctt
tgcctatccc

gtgagatgcc
gccgccccaa

ggcttgggaa
tgcaggcaat

cgcecgggatt
tggcttcetcee
cgaggtgaaa
gagctctceg
ccgceccacdgy
cctcaggcac
caacggcccce
gggacctgcc
cagggctgtc
tctcagagac
aggacgccecece
caaggcaggc
gggagccccg
gacccagecg
gagagcggcec
tgceecegegce
gccgcaggaa
cgceteggcec
cgcgegactg
ctccagcccce
tctctegete
ttgtctcctg
cccagacaat
gcgattcettce
gctggctccce
gctcctcggt
caagcccacce
aacatcccag
acttggcggg
tctcacctcec
gagcagcceg
caaccctgca

cagggctcca
gcgaagctgg
gacatgggcg
ggacgagccg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

60
120
180
240



ggaatgagcc
gagcccggceg
ctcctgtgtg
aggcagacgt
cggatcagca
ggcactcecttg
taagagatgg
gtgccttage
tggaggcctc
gagcttgtgt
cctgggtgtce
tgggtgtctt
gtgtgtctcet
tatgtacagt
catgcgeggg
aatccaggga
ggaaggtgag
cccaggcatt
tgcacatgag
tttttcaaac
ggccaaggtg
ttaccaggag
cagggcagga
tgggagtgtg
gttggcttac
caaaagcctg
ccctattcat
actaagaccc
gatcagctgt
ctggatgecga
ctaggggtac
ccaggtggcg
gcacaaccgc
cagcgggacc
cccagcgceca
gtggagcgag
gacgtcaagt
ttggatccgg
cggcgaggca
gcccccagcea
gcceagtggg
actcctgtcece
gccagggcecc
agtgcctcec
cgaaagggag
tgggcgttct
gggcccagac
ccaggcgaag
gtattgggca
ttcetgeccea
caggactggt
atgggacgceg
agaggggaga
agtgatgggc
catcacacag
aaggttacaa
aggctgagcc
cgccactgca
gttacaaacc
atgagaactg
gggtggggaa
agctgatgta
gctggggagyg

tcctagacca
agatggtgca
tcgccaggct
gcgggettgg
ttcactgggc
tggatctgga
gaatggaagt
atttecggtge
tgggggaatt
gtgagtactg
tgtgtccatg
agtatttctt
gtatgttggt
atctctgttg
ccctectetgt
cacgggatcc
agacgacaaa
gggtagcagc
cctgaggtgc
gagtgaattc
gaagtggtgg
ctgggggttg
agtgggtggg
ggaaagacac
tgtacagagc
cctggacttc
gcttgggctce
tgcattttag
tcctectgage
ggccctceca
gccgaaatcc
gcgecgctgge
gcgggacggg
ccagcgccag
gcgggacccce
tggagcgctg
tacagcccgce
aggtcgtgac
ggtgggctcc
gttttcacct
gagtgaatta
tgeccccacag
tggaatcaga
agcctgggeg
gcagctgcag
cgggcttcga

ctgggttgga
cceceggeget

ggaaatggca
catttgtcac
ggggagacgg
ggaggagctce
tagttgaacc
tttgaagtct
gacacagcat
acaaattagc
aggggaatcg
ctccagectg
gtgtgtgggt
agatggatcc
tcccteteca
aacagtcgecc
gtctccactt

ES 2615354713

gtccgtgatc
ggcccttggt
gggtgtccac
tgagtttgcc
tgcagcactg
gttgatttgc
gctgttecca
ctggcgggcea
ttctttctgt
tgtgttaggce
tgagttcagg
ggagtgtgag
gtgcatttet
tgtcctgcac
gtatatatag
accttttctg
aacagagaga
ctctttacat
cccaggcagg
aagcctgggce
tagcagggct
ggtggatgac
gggaggtgga
taggaacctg
ctttcttgac
ctggccacca
aagagactgg
aaagaggttt
accttaaccc
gagctggttt
cccaaagcag
tcecectggage
gccacgcgga
cgggacccca
agcgccagcg
gcgacctgag
gcagcagcag
ccaggggaaa
ttgctccctg
tggccctceceg
gcgccctect
accttcggcee
gaaagtcgcet
ggagcggcgg
cctcagecece
cttcgccagce
aaagcttcgce
ttaccacaca
gggctgaggce
ctccagtttt
agcttaacag
agaggaggcg
gggttcaaga
gagtgcattg
atgcaaatcc
cgggcatggt
cttgaaccceg
gaaacagagc
ttcaggttat
ctcgttcecect
cgggctcagc
ctattccttg
cccagacaat

aagaaaggta
gcacagatcc
caggcactct
cagcaccctg
ggagcctggce
agaacgagtt
cggagttggg
ctttcttect
gggagtctct
tgtgtgcacc
gtcectgtgcea
tgtgtctgtt
ctgecatttgg
tttgttcttt
gagtatttat
gcctgaggac
cagccagaga
ttggggcagg
cactgctccc
tctatttgcc
ggggctggac
ttggagtgtg
attggggctg
gttgcagcgc
ccctgaagaa
gaaatatgag
gagtctaggt
ggggatctct

ggaaccccgg
ctctcaaaca

tccaaagaac
ggggcgggac
ctcacgtgca
gcgcecagegg
ggaccccagc
cggagactgc
caaaggggaa
gcgtgggcgg
gagccgcccc
cggtcactgc
tcgtecctcgg
tcecgeecgagt
ctttggccac
ctgcgtcget
accccagaag
gccgceggggce
tgactgcagg
cttccgggtce
cgaccctagg
gcaacctatc
gaatattttc
cggagagtgc
ggtgcttagt
aaagaggggg
tctcectgtg
ggtgcgegtce
ggaggcggag
gagactcecgt
acaatcagag
ctggaggaga
tgtccaatct
ctgtctttgg
ctctaagcag
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aggaatggtc
attttcttca
tcectggcecca
tggectgggg
ctcteeceege
aaaccacttc
gaaatgattt
cttectteca
tgcggcattt
tgagtcaggg
tgtctgaaat
tctgtgaatg
gggatgtaca
ggtatctgag
gtgactcctg
caagtactgg
ggagcagaga
tgcccgaaag
acagggtttg
ctccacttgt
ttccaggagce
tagcagggaa
tgtcctgtgt
agctctgctg
agagatccgt
catggtggtg
tcactgactc
gccctgcgcea
tccgaagccg
acttccaaaa
acaacgagag
gcggccgcegce
caaccgcggg
gaccccagcg
gccagegggt
gcectggacg
ggggcaggag
tecgaccecagg
tcceccacacce
gggattcggc
ccctteecgac
gcggtactgg
ctgaagecgtce
gaaggttggg
cggecttege
agaggcacct
caagcgtccg
ccatgccagt
agtataaggg
ccagacacac
cagcagtgag
ccgaggttgg
gggtgtttgt
tgtgtaaaaa
gaaaagccag
tgtagtccca
attgcagtga
ctcggaaaaa
ctggagggga
gtgggtggtet
caggggatct
ccctggagaa
ccaggacatg

tgtcagggca
ccggeccgtge
gccagatgtt
tgggcctcag
¢gagggggag
cctgtttccec
tcactttaca
ggcagggcect
agacttaggg
cccacctget
gttcececttea
tgtttgtgag
catttctcaa
gatttccaag
gcattagtaa
ccatgacagg
gtcagagggg
aattcagagg
gcttgagttg
tctcagggga
tggggctgag
gatgaggcaa
cgcttggaac
gtggggcttg
ctgcagtggg
gtccccagtt
cctgagaaag
agggtagaag
agacaggaga
ctcctagatce
tcctaacatc
ggactcacgt
accccagcgc
ccagcgggac
ctgtggcccea
ccecagecta
ccgggceacag
gcagectgegg
tgcccteggce
gttgccgceca
ggcacgagga
agcctgceccce
ggatccctac
gtcecttggtg
atcgectgegg
ggagctcgca
ggaggggcgyg
tgcatccgceg
agccctccat
agaaagcaag
caggggctgt
gtgagtgcct
tgaatgaatg
gggctccttt
acaggttaaa
gctactaggg
gccaagatcg
aaaaaaaaaa
gtggtcaagg
gcctacttgg
ctaggacagg
ggaggaggga
ggtgagatga

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020



gtgagatact
taaataggcc
cttgaggtca
aatacaaaaa
gaggcaagag
tgtactccag
aaaaaagagg
ggcgggtgga
cgtttctact
tactccggag
caagatcaca
aaaaaaatct
cacgatctca
agctgggatt
gtggtttcac
ttcagccacc
gaaaatagtg
cacaaccctt
tgtgcagatg
aggggagtga
tgcctgtaat
tgagaccagc
gccaggcatg
cgcttgaacce
tgggcaacaa
tgatgagaag
ggcatttgca
taccttccte
aaggaaccac
ggtgcagtgg
aggtcaggag
caaaaacaaa
actcgggagg
gagattgcgc
aaagcaaatt

<210> 3
<211> 2501

<212> ADN

gacttctggg
gggcgcagtg
agagttcgag
ttagcccagt
aattgcttga
cctggacaac
ccgggcggcy
tcacctgagg
aaaaatacaa
gctgaggcag
ccattgcact
tttttttcga
gctcactgca
acaggtacct
catgttggcece
caaagtgctg
caaaaatcca
tctecacctge
gagtttggac
aggatagaaa
cccagcactt
ctgaccaaca
gtggtgcacg
cgggaggcgg
gagcaaaact
gaaacttaat
catgctgtgc
ttgectccaac
atgcatcagg
ctcacacctg
atcgagacca
ccaaaaaaaa
ctgaggcagg
cactgcaccc
tcttgggcac

<213> Homo Sapiens

<400> 3

ES 2615354713

acagaatttg
gctcacgtct
accagccetgg
gtggtggcge
cccaggaggce
agagggagac
gtggctcaca
tctggagtte
aaattagctg
gagaatccct
ccagcctgga
gacacagttt
acctctgcct
gtcaccacgc
aggctggtcet
ggattacagg
cgataaacaa
ctceccagget
tttacctgaa
ttatatgtaa
tgggaggcceg
tggtgaaatg
cctgtagtcece
aggttgcagt
ccatcttaaa
cggcaggtcecce
cccagtgtgg
ccettecaage
acccccaggg
taatcccage
tcctggeaaa
cattagctgg
agaatggegt
cagcctgggc
caccccacat

agagggtgce
gtaatccecag
ccaagatggt
tagcctgtaa
agaggttgca
tatctcaaaa
ccatgtgatc
gagaccagce
ggtggggtgg
tgaacctgcg
caacaacagc
tactctcteg
ctcagattct
ccagctaatt
tgaactccetyg
cgtgagccac
aatatcaaaa
actctcectgcc
aatggtggga
aagaaaccct
aggcaggtgg
tcatctctac
cagctactcc
gagccaagat
aaaaaagaaa
cagcagggga
gccagggagc
tttggaccag
ggtgcttgtt
actttgggag
cacggtgaaa
gcgtggtgge
gaacccggga
gacagagcga
tgactg
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aaaaaactca
cactttggga
gaaaccccat
tcccagccac
gtgagccgag
aaaaaaaaaa
ccagcacttt
tggccaatat
caggcacctg
gggcggaggt
aaaactctgt
cccaggttgg
cgtacctcag
tttgtatttt
acctcaagtyg
cacgcttggc
atttactgaa
ccagaaagca
gctatggaaa
gggccgggcyg
attacctgag
taaaaataca
ggaggctgag
tgtgccattg
gaaagaaacc
gatgaggaga
aggtcactac
tggtacccta
aaaaatgcaa
gccgaggegg
cceccatctet
gggcgcctgt
ggcggagcett
gactctgcect

gtaatcaaga
ggccggatca
ctctactaaa
tcaggaggct
atcatgccac
aaaaaaaaaa
gggaggccga
ggtgaaaccc
taatcccagce
tgcagtgaac
ctcaaaaaaa
ggtgcagcac
cctceccaagt
tagtaggggce
acctgcccge
ctttttaaat
cttgcacttc
acttaaaaaa
accttggagce
cagtggctta
gtcaggagat
aaaaaaatta
acaggaaaat
cacteccagece
ctctggcagt
ctctagggag
tcctecegte
agtgtagtcc
attttggcca
gtggatcacg
actaaaaaaa
agtcccagct
gcagtgagcet
caaaaaaaaa

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
€000
6060
6096



tttgcaaatg
cacactttgg
gcatgactgg
ttaatctcag
catgtagacc
gtttaaatac
aggtgatagt
acttattagc
atctcacttt
gaggaattct
gttgtgatca
acctttctca
aaggttgttyg
ctataactgc
accctaaaac
ttaggcatag
gacccggtcet
tcgggagget
agtaagctct
tagtgactga

agcaggcgcg
gagaaagtgg
aaccgtagag
tcttgegett
ccttcagcac
ggcgagcaag
tacggtggcg
tgacgagcaa
ttatacgaca
ccggtggggg
ttcttgtttc
gctttaaaaa
aaggacaaga
ttttgcagag
tttgtaacct
tgttttggtg
ttttaatcgg
tctatacttg
tacattaata
tatttcecttt
ttttgtgaag
taattggaat

<210> 4
<211> 2501

<212> ADN

gagacatctt
gtgataaatg
atgggcttgce
ttectttttca
agagatttgt
caacaggttc
atccttaaac
acttcccatt
taataccatc
cagcggtaaa
ctttgttgta
agaattgggce
cataataagt
ttgactttcc
ctcaacagta
gcgaggggat
ttggaaaaat
acagtgagcc
ggagcacctg
tgcctactta

aacaaatggt
gggccctaaa
ggtgeggeece
ggcgtgctcet
ccegegagte
gcgccggatg
cttagcgeceg
gaggagtctc
gttggcggac
aggggaaatc
cgtgttctga
attgcttttyg
aattaagaaa
cagttgcaca
ccttatattg
tctatgttte
ctgtatttta
ggaccaatat
tttaaaattg
ccaaatttcc
tttgaataaa
agaattaaaa

<213> Homo Sapiens

<400> 4

ES 2615354713

cattattccect
aaggacaaga
tatgattttt
cagggtagca
ctaagtgacg
cttccttaaa
caattaaatc
aatcactggt
ttatcaactt
gctctgccecceca
ctgataagct
caaaaccgat
tcttgctatg
tcceccactac
tcgtggccag
tgaggccagg
aattagcctt
atgatgacac
aaacaagttg
cagcgactag

aaagagaaac
aagggccttt
tggcgcttga
gtataggtca
tcetecgtaga
gceggcettag
cctttgccaa
acccaacgct
cgaactgaga
taaagggcca
attttgtaac
aacgcagaag
ctacaatgtt
tatttttcca
attataattt
ttaggaatta
aaaataatgt
tgaaatttat
tattagaggt
taatctgttt
atctcttcga
tccttaaaac

atagtatcat
tcctteecta
atctttcccect
cagaatttaa
gcatgtaaga
gcaattatta
agaatctcgg
ccttecaggcec
cagttgtaaa
cgttaagtaa
acgtatttct
aaactaaact
ttcagcagtt
actgcgaaaa
gcgtggtgge
atatcgaaac
gcgtggtggt
tgcactacag
tgttgggtat
agacgcatge

tgggcaaaca
tgttgataga
gcgcgtagac
cggegtceceeg
tgaggccgga
tgatgccctg
gacccttece
ttgtgaggac
acctgaaaga
aaccgaaata
gtgcatagta
atatacatca
atcccatcac
agaaaatgta
aaccaatttc
tcaatagtta
tttccacatt
gattttatta
ctcatgattt
caccaaggtt
gattttgata
aagctcttat
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atgtttttaa
tccttgtgag
gtgttctcac
ctagcagaaa
atcaggaagg
tttttcaaat
gttggataac
tttaagttta
taagagaaca
caaaggataa
actcaaggat
tatttacggt
ggattcacaqg
ttgccecctta
tcactactgt
tagcctggga
gggcgcgagg
tctgecgegac
tttatttact
tcecgatagea

agcatcacgg
aagggacgct
cacatccatg
gatcacgtte
gatgcgcttce
gatattgtcg
gcctttgeeg
tctggcectga
agtcggcggg
gggggaaaaa
ttttgttacc
atactgtggg
acaggctagt
tacagtgttg
tattaaagag
taatcagttc
caacataaat
caccaaaatt
ggtactacgg
tctggacaac
attgcattag
a

agtttgtact
gatgactaca
taccgtttta
gagatccagc
aaagtttctt
ctaacccaca
ctcaaatatg
cttactagga
ctcaaaggct
gttagtcttt
tcaaattctc
ccactgatta
cgccagaaac
aatgtaacta
aataccaaca
aacacacgga
ttceggctaa
ggcccatgtce
ggagagcgat
gcacaaactc

ctcctcagcet
caaccaccga
gcggtgaccg
tccaggaaca
acgccgccgce
cgcagtactt
cggccagaca
ggcagcgcct
aagtccegece
aaaagcgagc
acgttatgag
aaatacaaga
taatcatgta
tatatggagt
ataaaagtga
cccagcaatt
gtactttttc
taaattttat
gtctecgeat
tttagagacc
ctttaggact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960

1020
1080
1140
1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2501



ttgttgtaca
ctgctcctcet
ttgtttgtgt
ttggatttct
cccacaaaag
caacataaac
aaattaacga
ggagaagctg
tctgcaaatc
taaaaggaac
cagcaaactc
agctgaacaa
agcggggtge
cctgggtgat
cctgcacatce
tggctcacgce
aggagdttcga
atcagccaga
cttgaacccg
ctgggccaca
ataaaataaa
aaaataaaat
tgaagcgggt
cceggcegcegce
tcectaggcece
cgactccggg
gggctggggc
gcactggggce
ctggagtttce
gatggggctce
agggctcctce
gtgccgttag
€g999a9999

acttttcttt
ggagcatgtg
cccaccecgga
ccttcctgtt
ttcggaggaa
cgaggcggag
cggccctgeg
tggagacgtg
g9999ag9g99g99g

<210>5
<211> 1920

<212> ADN

gaatatttca
ccttectecce
tataagttct
gttcetgeat
acatgatcta
accaacctct
gttttgtttce
tctgtecatgt
aacagaaagt
gtgatcatgt
acacaggaac
tgagaacaca
tggggaggga
gggatgatct
ctctacatgt
ctgtaatccc
gaccagcccg
tgtggcacgc
agaggcggag
gcgtgagact
ataaaataaa
aaagcaattt
gtgcaagctc
cagttcgctg
ccgectgggga
gactccaggg
cggcgggagt
ggagcggggce
gccgcecegcag
agagctccca
gcccacctceg
cggectttcag

gggcagactg

gttcgctgca
tctggcaggg
gagatccgaa
cceegectcet
cctgtttcecee
tcggeccggt
catgctgcectg
gcaggagggce
tgctgggcect

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

tcacccaggt
atcctgcacc
catcatttag
tagtttgcecta
gttcttrttta
tcecececaccac
atgaaagact
ctaaagccaa
aggcagcaaa
cctttgcagg
agaaaaccag
tggtcacatg
gagtaccagg
gtacagcaaa
accccagaac
agcactttgg
gccaacatgg
acctataatt
gttgcagtga
acgtcataaa
ataaaataaa
cctttectcet
cgggatcgca
cgcacacttc
cctgggaaag
cgccectctg
ccgcgggacce
gggaccaccec
tcttegecac

gcatggggec
agacccggga

ggggcccgga
cgctcaccgce

gtgccgceect
aagggaggca
ccececttate
cccgecatge
tgttcectec
ccccacatct
gcagatcagg
tcactcaaag

tagggggctg

attatgccga
ctggagtcaa
ctccceactta
aggataatag
atggctgcat
aaaaatccct
ccttggacaa
caagagatca
gccaaagaaa
gacatgggtg
cgagaccgca
gcggcegatca
aagaatagct
ccatcatggc
ttcaaataaa
gaagccgagg
tgaaaccceg
ccacctactc
gccgccgaga
ataaaataaa
ataaaataaa
aagcggccetce
gcggtcttag
gctgcggtcec
agggaaaggc
cggccgacgc
ctccagaaga
ttataaggct
cagtgagtac
aacccgecagce
cgggggccta
gcgecetecggg
gccttggcat

acaccgtggt
ggggctggygy
ccteecgtegt
ctgctcececg
ctgcactcct
cgtacttctc
gccagagcetg
ccteetgegt
tgactaggat

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
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gtacccaata
ccacagtgte
caagtgagaa
cctectagcetce
taaatgaagt
tgctgaattt
acttgacagt
atatctagaa
atagcctaag
gagctggaag
tggtctcact
acacacactg
aagggatact
gcacacacct
agttggacgg
cgtgcagatc
tctctactaa
gggaggctga
tcgcgcecact
ataacacaaa
ataaaaaaat
cacccctctce
ggaatttccc
tcttcctget
ttececececggece
ccggggtgcea
gcggcecggceg
cggaggcecgce
gcgcggccceg
atcaggccecg
ggggacccag

gagggatggg
cctcceeccgg

ctatttccca
ctgcagccca
gtggctttta
ccccagtgte
gacccctecee
cctecccgca
gaaggaggag
aagtgaccat
c

gttctctttt
tgttgtttec
catccagtat
catccatgtt
tttaaagata
gattacactt
tgatggaata
taaatggaga
gcacagccac
ccgttagect
tataagtggg
gtgcectgttg
gggcttaata
atgtaacaaa
ccaggcgtgg
acctaaggte
aaatacaaaa
agcagaattg
gcactccagc
ataaaataaa
aaaataaaat
ceetgececctg
ccecgcgatgt
gtctgtttac
agctgcgcgg
gcggccgecg
ccgtgactca
gaggccttcg
cgtceceeggg
ggctccecggce
gacgtcccca

acceccggggg
gctccagcaa

gttcgaggta
cagcccctcg
cccegggect
gtgtgaaatc
cgggttgctg
ggccgctgceg
gtggtgaccg
gcccgggcaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2501



<400> 5

ttaggttgtc
ttagatattt
tattattgag
tagaattttt
atttagagtt
tatttgtttc
tagtttcgaa
cgcgtatttt
tttggggaat
aggttttttt
ttcggggatg
taggggtcgt
cggttggggt
cggttcgggg
gggtagggat
cgcgttttgt
ttegegttte
tcgtggagtt
agcgatcggce
gggatcgggc
ttggtettte
tttatattat
LR kol o ol o o o R o
gttgtggttg
cgggttgggg
tttatttttt
ttattcggag
tttagcggtt
tttattttta
tcggttagac
ttttttttta
gttgtaggtt

<210>6
<211> 1920

<212> ADN

gtagatatag
gggaaataga
gcgtagaggt
agttttttta
gaatgtaaag

gttcggggceyg

ggagggcggyg
gegttttttt

tcgtttagaa
tagttttgta
gggtgggagc
agaaggagga
ttegegttta
aggaaagagyg
tatcgtggaa
attttgcgtc
gecgttttgtt
ggaaagtggg

gggtcgggtt
gtttcgtttt

ttagttttta
tttttatttt
[of ol ot ol o of o o o of
cgtttttttt
gtggggaggt
tgttgttgtt
ttgtgatagt
tggatttttt
aaagggtttg
gtgatagtaa
tttttggatt
ttttatttat

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

tttttgtttt
gtgtacgtag
gttgtggata
tgaggttatt
taagcgttcg
agagaagacg
gagatcgtaa
gaagcgcgtce
gacggcggeg
tttgtegegt
gtttttttat
ttagttttaa
tacggttttt
agataagaga
aaattttggce
gggtatttcg
tttatttecgg
ggcgtcgegg
taaatttagt
tttcgttttt
tcggatttgt
ttcgttttgt
ttttttaggg
ttcgttagtt
g9999999a9
ttttttaaga
tatttttagg
aggtagaggt
agtcggatag
tgttaaggag
ttttggegtt
ttagagtttt

ttcgaaaaat
ttgttgagag
gtttagattt
ggtattttcg
aaatgtagaa
ttaggttgag
aggggaagtg
gttttttege
gattggggtce
cgttttattt
cgcgagttta
gttataattt

ggcgggggate
taggcgagga
gaggtggggag
cgttagtgtt
gttagttgta
ttggggggtt

taggttgggt
ttttttettt

tcgttcegttg
tttegttttt
gcggagtttt
cgtttaggtt
tgtagggttg
gggatggaga
gaatagttac
tgtgggattt
gggttaaata
gttaagtttt
tttagtatat
tttttttacg

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 6

48

acgttttagg
gtttcgegtt
atacggcegtt
gttgttttta
gtagtcgggg
gttttagcga
ttcggagggt
gtcggggatt
gggtattttt
cgttaggaag
aaaagaagga
tttteggatt
cgcgcegtttce
ttacggggtt
gacgcggaaa
tegtttttag
tcgegttege
gttttagttyg
aggcggtggt
ttttteeeete
ttecteeeetee
Lok od o o ol od o o o
tttttttttt
ttegtegtta
gggaggatga
tttggtttaa
gttgttttat
tgttttteee
ggttttttcg
tcegtttatt
agaggttttt
tgtttatttt

cgtcgggatt
tggttttttt
cgaggtgaaa
gagtttttecg
tcgtttacgg
ttttaggtat
taacggtttt
gggatttgtt
tagggttgtt
ttttagagat
aggacgtttt
taaggtaggt
gggagtttcg
gatttagtcg
gagagcggtt
tgtttcgegt
gtcgtaggaa
cgtttcggtt
cgcgcgattg
ttttagtttt
tcececegtte
ttgttttttg
tttagataat
gcgatttttt
gttggttttt
gtttttcggt
taagtttatt
aatattttag
atttggcggg
ttttattttt
gagtagttcg
taattttgta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



tgtagggttg
cgggttgttt
ggaggtgaga
ttcgttaagt
ttgggatgtt
ggtgggtttg
atcgaggagt
gggagttagt
gaagaatcgt
attgtttggg
taggagataa
gagcgagaga
ggggttggag
tagtcgegeg
ggtcgaggcg
tttttgecggce
gcgcggggta
ggtcgttttt
cggttgggtt
cggggttttc
gtttgttttg
ggggcgtttt
gtttttgaga
gatagttttg
ggtaggtttt
ggggtcgttg
gtgtttgagg
tcgtgggcgg
cggagagttt
ttttatttceg
ggagaagtta
aatttcggcg

<210>7
<211> 6096

<212> ADN

gggataggta
aagggttttt
aatggataaa
cgaaggggtt
agaaaaaata
gtagggtagc
ttgggttaag
ttattttttt
tggcggeggg
agggagggga
ggggaggaag
aaagagagga
ggagggagag
gttatcgttt
tagttgaagt
gcgggcgcega
ttgggagcga
ttttegegtt
agtttcgtaa
ggggcgcegeg
ggttcgaaga
[l liol od o o o o o of
ttttttggeg
gagagtgttce
agttttcggc
gttttteggg
tcgttgggat
tttcggttat
tggggatagt
ggcgtecgtgt
agcgcgaggt
tttagaacgt

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

cgtgaggggg
gtgtattggg
gaaatttggt
tgtttagttt
aaattttata
gtgattgttt
tttttatttt
taattttgta
agtttggacg
gaagtttcgt
aaaggcgaag
tagcggacga
gaaggaggag
gtttagtttg
agttttttag
tgtagttggt
ggtattggcg
tttttatttc
ttttegtttg
gattttcgtt
aagttgtggt
tgagttcgcyg
aggtggggcg
gattttagtt
gcggggaggc
tatttttttt
tttagtttgg
ttttgtattt
cgagagtgtt
gggtttgggt
tttttaatag
gtttttcggg

agaattttga
ggcgttagga
ttttttggta
ttgttcggtt
atttttgttt
tttgggagtyg
ttttggagag
tteeetetee
agttggcggg
ttttagaggg
gtaaggcgaa
gtagattcgg
gggagcgagg
gttggatttyg
tcgcggegtt
tcggggtgaa
cgggatgttc
gttaaagttt
ttttttgttt
aggggtcgtg
ttggagttag
atgggaaggc
gcgcggtagg
cgtcgtegtt
ggcgcgtttt
ttgcggtttt
cgtttttttt
cgagecgttta
agtggtttta
tgtttatagt
ttgecgtgtat
agagtaaagg

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 7

49

gtagataggg
ggtttaggga
ttgttgttac
taaatttttt
ggggaattta
gttagttatag
ggtagtagta
attttettat
gaaggggacg
gaggggagaa
ggggtggaga
taggggttga

agggcggggc
agttcggttc

tttatttette
ggtaaggcgce
ggcgtaaggt
ttttacgatg
tttttttttt
taggcgcgga
tcteceeteet
gtttttattt
tgtagggttyg
ttttaggegg
agaggggcgt
ttcgtttttt
cgtttcgage
ttttgtattt
tagggagatt
atttttgcgt
tttatttttt
ttgtgtttac

aatttgtagt

tggaaaaggg
gtttggtcgg
tgggaataag
ggtcgttgga
tttcgggtga
aggaggtgag
ttttagttcg
tagttatagt
gaggaggggg
gtgatatgaa
aaaaggttaa
gttcggtttt
gtcgategtt
aattttacgg
ggggcgcggg
gtagggcgcg
gtttttattt
tttcgagteg
gttttagtcg
acgatttttg
tattttcgygg
gggagggttt
attttttaga
agggtgcgcg
ttcggagttyg
gaggtaggtg
agttttaagt
gagggttttg
tttagtgata
aggtatttgg

ggtagtttgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



tattagtgta
gtttagtgtt
tgegttttgg
gttagggttt
ggaatgagtt
gagttcggcg
tttttgtgtg
aggtagacgt
cggattagta
ggtattttty
taagagatgg
gtgttttagt
tggaggtttt
gagtttgtgt
ttcgggtgte
tgggtgtttt
gtgtgttttt
tatgtatagt
tatgcgcggg
aatttaggga

agatttaaaa
tggatatagc
gcggagtaga
tatgecgtttt
ttttagatta
agatggtgta
tcgttaggtt
gcgggtttgg
tttattgggt
tggatttgga
gaatggaagt
atttcggtgt
tgggggaatt
gtgagtattg
tgtgtttatg
agtatttttt
gtatgttggt
atttttgttg
ttttttttgt
tacgggattt

ES 2615354713

ttetttttet
gatttttggg
tagagatttt
tatcgttgtt
gttcgtgatt
ggtttttggt
gggtgtttat
tgagtttgtt
tgtagtattg
gttgatttgt
gttgttttta
ttggcgggta
ttttttttgt
tgtgttaggt
tgagtttagg
ggagtgtgag
gtgtattttt
tgttttgtat
gtatatatag
attttttttg

gtattgtata
tttgttegte
gggtggtagg
ttttgttatt
aagaaaggta
gtatagattt
taggtatttt
tagtattttg
ggagtttggt
agaacgagtt
cggagttggg
tttttetttt
gggagttttt
tgtgtgtatt
gttttgtgta
tgtgtttagtt
ttgtatttgg
tttgtttttt
gagtatttat
gtttgaggat

50

gtgagatgtt
gtcgttttaa
ggtttgggaa
tgtaggtaat
aggaatggtt
atttttttta
ttttggttta
tggtttgggg
tttttttegt
aaattatttt
gaaatgattt
ttttttttta
tgcggtattt
tgagttaggg
tgtttgaaat
tttgtgaatyg
gggatgtata
ggtatttgag
gtgatttttg
taagtattgg

tagggtttta
gcgaagttgg
gatatgggcg
ggacgagtcg
tgttagggta
tcggtegtgt
gttagatgtt
tgggttttag
€gagggggag
cctgteteee
ttattttata
ggtagggttt
agatttaggg
tttatttgtt
gtttttttta
tgtttgtgag
tattttttaa
gatttttaag
gtattagtaa
ttatgatagy

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200



ggaaggtgag
tttaggtatt
tgtatatgag
ttttttaaac
ggttaaggtg
ttattaggag
tagggtagga
tgggagtgtg
gttggtttat
taaaagtttg
ttttatttat
attaagattt
gattagttgt
ttggatgcga
ttaggggtac
ttaggtggeg
gtataatcgce
tagcgggatt
tttagcgtta
gtggagcgag
gacgttaagt
ttggattcgg
cggcgaggta
gtttttagta
gtttagtggg
atttttgttt
gttagggttt
agtgtttttt
cgaaagggag
tgggcgtttt
gggtttagat
ttaggcgaag
gtattgggta
tttetgttta
taggattggt
atgggacgcg
agaggggaga
agtgatgggt
tattatatag
aaggttataa
aggttgagtt
cgttattgta
gttataaatc
atgagaattg
gggtggggaa
agttgatgta
gttggggagg
gtgagatatt
taaataggtc
tttgaggtta
aatataaaaa
gaggtaagag
tgtattttag
aaaaaagagg
ggcgggtgga
cgtttttatt
tatttcggag
taagattata
aaaaaaattt
tacgatttta
agttgggatt
gtggttttat
tttagttatt

agacgataaa
gggtagtagt
tttgaggtgt
gagtgaattt
gaagtggtgg
ttgggggttyg
agtgggtggg
ggaaagatat
tgtatagagt
tttggatttt
gtttgggttt
tgtattttag
ttttttgagt
ggttttttta
gtcgaaattt
gcgegttggt
gcgggacggg
ttagcgttag
gcgggatttt
tggagcgttg
tatagttcgc
aggtcgtgat
ggtgggtttt
gtttttattt
gagtgaatta
tgttttatag
tggaattaga
agtttgggcg
gtagttgtag
cgggtttcga
ttgggttgga
ttteggegtt
ggaaatggta
tatttgttat
ggggagacgg
ggaggagttt
tagttgaatc
tttgaagttt
gatatagtat
ataaattagt
aggggaatcg
ttttagtttg
gtgtgtgggt
agatggattt
ttttttttta
aatagtecgtt
gtttttattt
gatttttggg
gggcgtagtg
agagttcgag
ttagtttagt
aattgtttga
tttggataat
tecgggcggceg
ttatttgagg
aaaaatataa
gttgaggtag
ttattgtatt
tttttttega
gtttattgta
ataggtattt
tatgttggtt
taaagtgttg

aatagagaga
ttttttatat
tttaggtagg
aagtttgggt
tagtagggtt
ggtggatgat
gggaggtgga
taggaatttg
tttttttgat
ttggttatta
aagagattgg
aaagaggttt
attttaattc
gagttggttt
tttaaagtag
tttttggagc
gttacgecgga
cgggatttta
agcgttagcg
gcgatttgag
gtagtagtag
ttaggggaaa
ttgttttttg
tggtttttcg
gecgttttttt
attttcggtt
gaaagtcgtt
ggagcggcgyg
ttttagtttt
tttcgttagce
aaagtttcegt
ttattatata
gggttgaggt
ttttagtttt
agtttaatag
agaggaggcg
gggtttaaga
gagtgtattg
atgtaaattt
cgggtatggt
tttgaattcg
gaaatagagc
tttaggttat
ttecgtttttt
cgggtttagt
ttattttttg
tttagataat
atagaatttg
gtttacgttt
attagtttgg
gtggtggcgt
tttaggaggt
agagggagat
gtggtttata
tttggagttc
aaattagttg
gagaattttt
ttagtttgga
gatatagttt
atttttgttt
gttattacgt
aggttggttt
ggattatagg

ES 2615354713

tagttagaga
ttggggtagg
tattgttttt
tttatttgtt
ggggttggat
ttggagtgtg
attggggttg
gttgtagecgt
ttttgaagaa
gaaatatgag
gagtttaggt
ggggattttt
ggaatttcgg
tttttaaata
tttaaagaat
ggggcgggac
tttacgtgta
gcgttagcgg
ggattttagc
cggagattgce
taaaggggaa
gcgtgggegg
gagtcgtttt
cggttattgc
tcgttttegg
ttcgtcgagt
ttttggttat
ttgcgtcgtt
attttagaag
gtcgeggggt
tgattgtagg
ttttegggtt
cgattttagg
gtaatttatt
gaatattttt
cggagagtgt
ggtgtttagt
aaagaggggg
tttttttgtg
ggtgcgegtt
ggaggcggag
gagatttcgt
ataattagag
ttggaggaga
tgtttaattt
ttgtttttgg
ttttaagtag
agagggtgtt
gtaattttag
ttaagatggt
tagtttgtaa
agaggttgta
tattttaaaa
ttatgtgatt
gagattagtt
ggtggggtgg
tgaatttgcg
taataatagt
tatttttteg
tttagatttt
ttagttaatt
tgaatttttg
cgtgagttat

51

ggagtagaga
tgttcgaaag
atagggtttg
ttttatttgt
ttttaggagt
tagtagggaa
tgttttgtgt
agttttgttg
agagattcgt
tatggtggtg
ttattgattt
gttttgcgta
ttcgaagtcg
atttttaaaa
ataacgagag
gcggtegege
taatcgcggg
gattttagcg
gttagcgggt
gttttggacg
ggggtaggag
tcgatttagg
tttttatatt
gggattcggce
ttttttcgac
gcggtattgg
ttgaagcgtc
gaaggttggg
cggttttegt
agaggtattt
taagcgtteg
ttatgttagt
agtataaggg
ttagatatat
tagtagtgag
tcgaggttgg
gggtgtttgt
tgtgtaaaaa
gaaaagttag
tgtagtttta
attgtagtga
ttcggaaaaa
ttggagggga
gtgggtggtt
taggggattt
ttttggagaa
ttaggatatg
aaaaaattta
tattttggga
gaaattttat
ttttagttat
gtgagtcgag
aaaaaaaaaa
ttagtatttt
tggttaatat
taggtatttg
gggcggaggt
aaaattttgt
tttaggttgg
cgtattttag
tttgtatttt
attttaagtg
tacgtttggt

gttagagggg
aatttagagg
gtttgagttg
ttttagggga
tggggttgag
gatgaggtaa
cgtttggaat
gtggggtttg
ttgtagtggg
gtttttagtt
tttgagaaag
agggtagaag
agataggaga
tttttagatt
ttttaatatt
ggatttacgt
attttagcgt
ttagcgggat
ttgtggttta
ttttagttta
tcgggtatag
gtagttgcgg
tgttttcgge
gttgtcgtta
ggtacgagga
agtttgtttc
ggatttttat
gtttttggtg
atcgttgcgg
ggagttcgta
ggaggggcgg
tgtattegeg
agttttttat
agaaagtaag
taggggttgt
gtgagtgttt
tgaatgaatg
gggttttttt
ataggttaaa
gttattaggg
gttaagatcg
aaaaaaaaaa
gtggttaagg
gtttatttgg
ttaggatagg
ggaggaggga
ggtgagatga
gtaattaaga
ggtcggatta
ttttattaaa
ttaggaggtt
attatgttat
aaaaaaaaaa
gggaggtcga
ggtgaaattt
taattttagt
tgtagtgaat
tttaaaaaaa
ggtgtagtat
ttttttaagt
tagtaggggc
atttgttcgt
ttttttaaat

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980



gaaaatagtg
tataattttt
tgtgtagatg
aggggagtga
tgtttgtaat
tgagattagt
gttaggtatg
cgtttgaatt
tgggtaataa
tgatgagaag
ggtatttgta
tatttttttt
aaggaattat
ggtgtagtgg
aggttaggag
taaaaataaa
attcgggagg
gagattgcgt
aaagtaaatt

<210>8
<211> 6096

<212> ADN

taaaaattta
ttttatttgt
gagtttggat
aggatagaaa
tttagtattt
ttgattaata
gtggtgtacg
€gggaggcgg
gagtaaaatt
gaaatttaat
tatgttgtgt
ttgttttaat
atgtattagg
tttatatttg
atcgagatta
ttaaaaaaaa
ttgaggtagg
tattgtattt
ttttgggtat

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

cgataaataa
tttttaggtt
tttatttgaa
ttatatgtaa
tgggaggtcg
tggtgaaatg
tttgtagttt
aggttgtagt
ttattttaaa
cggtaggttt
tttagtgtgg
ttttttaagt
atttttaggg
taattttagt
ttttggtaaa
tattagttgg
agaatggcgt
tagtttgggc
tattttatat

aatattaaaa
attttttgtt
aatggtggga
aagaaatttt
aggtaggtgg
ttatttttat
tagttatttc
gagttaagat
aaaaaagaaa
tagtagggga
gttagggagt
tttggattag
ggtgtttgtt
attttgggag
tacggtgaaa
gcgtggtggce
gaattcggga
gatagagcga
tgattg

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 8

52

atttattgaa
ttagaaagta
gttatggaaa
gggtcgggcg
attatttgag
taaaaatata
ggaggttgag
tgtgttattg
gaaagaaatt
gatgaggaga
aggttattat
tggtatttta
aaaaatgtaa
gtcgaggcgg
ttttattttt
gggcgtttgt
ggcggagttt
gattttgtte

tttgtatttt
atttaaaaaa
attttggagt
tagtggttta
gttaggagat
aaaaaaatta
ataggaaaat
tattttagtt
ttttggtagt
ttttagggag
tttttecgtt
agtgtagttt
attttggtta
gtggattacg
attaaaaaaa
agttttagtt
gtagtgagtt
taaaaaaaaa

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6096



tagttaatgt
tttgtcgttt
gggtttacgt
ttacgtttag
atcgtgtttg
taaagtgttg
agtattcttt
tttaaagttt
tttggtttat
ttgttgggat
ttttttttta
tggtttattg
tagttgggat
agatgatatt
ttgttteggt
ttttttttat
attattttta
gagagtagtt
gatattttgt
tttacgtttg
agtttaagat
agttgggcgt
tttgagaggt
agagtaaaat
ttgttgttta
ggtttaaggg
tttatttagt
ggtttcgaat
atatggtgtg
gagatagttt
atctcteogttt
aggttagcgt
ttttggttag

ggggtggtgt
aggttggggt
tatttttttg
ttaatgtttt
ttaggatggt

ggattatagg
gggggttttg

gaaggggttg
attggggtat

ttgtcgatta
agatggagtt
taattttcgt
tataggcgtg
ttattatgtt
tttttaaagt
atataatttt
ggtaaagttt
tgggaggtag
ttatcgtgga
taattttagt
tagtttggtt
ggtgataggt
agaggttgta
tgtgtttcga
ggttggagtg
attteceeegt
taatttttgt
tttagatttt
agttatcgtc
ttttttgttg
tttgggttaa
tattatattg
gttggttteg

ES 2615354713

ttaagaaatt
gtagtggcegt
ttttagtttt
ttttggtttg
ttcgattttt
tgtgagttat
atgtatgtgg
gagtaagagg
agtatgtgta
agttteetet
ttgtttttgt
ttttcgggtt
tattattatg
ggttaggttg
gttgggatta
tattttttat
aaattttatt
gtgagaaagg
tttttgtatt
attttgggtg
aatatggtga
atttgtaatt
gtgagttgag
aaaaaaagat
taatggtgtg
tttagttttc
atttttagta
aggtgattta
gtteggtttt
tttaggttgg
gtaatttttt
ggttaatttt
aatttttgat

tgtttttttt
aattttagtt
tcgagtagtt
tttttgttte
tgatttcgtg
tgtatttggt
ttttttggat
aaggtagacg
aatgtttttt
ttattaattg
tgtttaggtt
taagcgattt
tttggttaat
gttttaattt
taggtataag
ttttttgttt
tgtatatttt
gttgtggaag
atttttattt
gttgaagcgg
aattacgttt
ttagttattt
atcgtggtgt
tettttttte
attttggttt
ggagtagttg
gaaacggggt
ttcgtttcgg
ttttttettt
agtatagtgg
tgttttagtt
tgtattttta
tttaagtgat

53

tttttgaggt
tattgtaagt
gggattatag
tttagtagag
atttattcgt
taaaatttgt
tatatttagg
ggaggagtag
ttagagtttt
ttagagggtt
ggagtgtaat
ttttgtttta
tttttttgta
tttgatttta
ttattgcgtt
taaggttttt
ttaagttgtt
tgtaagttta
aaaaaggtta
gtaggttatt
ttattaaaaa
gggaggttga
tgtattttaa
tttgagatag
attgtaattt
ggattatagg
tttattatat
ttttttaaag
ttttttettt
tatgatttcg
ttttgagtgg
gtagagatgg
tcggtttttt

agagtttcgt
ttcgttttte
gcgttegtta
atggggtttt
ttcggtttte
atttttaata
gtattattgg
tgatttgttt
tttatttttt
tttteeteete
ggtataattt
gttttcggag
tttttagtag
ggtaatttat
cggtttaggg
tatagttttt
ttttggggta
gtaaattttt
agcgtggtgg
tgaggttagg
tataaaaatt
ggtacgagaa
tttgggcgag
agttttgttg
tcgtttcgta
tgtttgttat
tggttaggtt
tgttgggatt
tttteetttt
gtttattgta
ttgggattat
ggttttatta
aaagtgttgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



gattatagac
tttttttaaa
ttagagattg
agatagtaag
tggatagttg
ttttagaggg
gattgtataa
agtttcgttt
gtttttcggg
cgtattatta
gggagaggat
tttttttaat
agtatttttt
ttttcgegtt
atatttttgt
ggttgtaaaa
gggtcggttt
cggaagtgtg
tagttagcga
cgcggegttg
tggggtgggg
acgtagtcgt
ttaaagagcg
ggcggaggte
ggacgaagga
tgatcgecgga
cggttttagg
ttacgttttt
ttettgttgt
ttetegttta
gggtttegtt
tggcgttggag
cgtgagttcg
cgtttegttt
tttggattgt
tgagagaaat
ggtttcgagt
atttttaaat
agatttttag
tatttttggt
ttaggggtta
tgtaattagg
tttaatttta
ttttaagtta
agttttagtt
aatagagttt
gtagtgtttg
ttttaaatgt
tggttgtttt
ttaggttaga
atatctttat
aataaagtgt
atgtagagaa
gatatattta
taggattttg
tatatagttt
atttttatag
agaaagtgtt
atttcgtggg
cgttttgtaa
ggtttttagt
gtgttgggta
tgtttggtag

gtgagttatt
ttttgtttta
tttgggaagt
gaatagggcg
agttcgtgga
aacgagggat
tttgaaattt
tgtttttagg
tttaagcgat
tgttcggtta
ttgtatatgt
gtatttagat
gaattcggtt
ttttttgagt
taagtttecgt
ttggaggtga
tagttttgtt
tggtaaagcg
agttttttta
gcgaagtcga
ttgaggttgt
cgttttegtt
attttttteg
gaaggtttgt
gggcgttaat
gggttaaggt
gagtaaggag
ttttgggtta
tgttgcgegy
ggtcgttagc
ggcgttgggg
gtttegttgg
cgtggtttcg
tagagagtta
tttgggggat
tagttttggg
taaggtgttt
ttttttttaa
ttttttgagt
ggttaggaag
agaaaggttt
tttttagtgt
ttttetetta
tttatttaat
ttgttattat
aggtttgaat
tttggggtat
aaagaggttg
tttgttettg
aaaggtggat
atatatatag
aggatataat
atgtatatta
tattttaaga
aatttatatg
aatatatagt
aaagaaaatt
cgttaggtat
aatagtattt
attaatttta
gttgtagttt
aatttattaa
atatttagtt

gcgttceggtt
gaagttagta
ggagattttt
attgtttata
gagggatttt
ttattttagt
atatacggtt
ttggagtgta
ttttttggtt
atttgtttgt
tgtgttttgt
tttaaagttt
taattatttt
ttttttcgeyg
ttttttatta
taaatgtggg
attttttgtt
tcggggtttc
atttaggttt
agttcgagaa
agttgttttt
taggttggga
attttagggt
ggggtaggat
ttatttttta
gaaaattgtt
tttatttgtt
cgattttcgg
gttgtaattt
gttttattcg
tttegttgge
cgttggggtt
tttcgegegg
gcgegtegtt
ttcggegtat
agggtttcgt
agaggaatag
aatgtagggt
ttaagtatga
tttaggtagg
tgtatagtaa
tttttttata
tttatttttt
ttttagtttt
tatttttatt
ttattcgttt
tttaggttta
ttatttaatg
tcgtttttta
ttcgtgtttt
agagggttcg
agagatattg
atatatagag
aatattaaga
gatatagata
atttatatat
tttttagagg
cgaaatgtta
ttatttttat
gatttataag
agtgaatgtt
gttcgtacgt
tggcgatata

ES 2615354713

tatttatttt
ttttatttat
tttagttttt
ttagtttttg
ttatttttaa
ttttattttt
tgtaattttt
gtggcgcgat
tagttttttt
aattttttta
gtgatgaaag
attatttatt
ttttttaggt
ttttatatag
gttttgtttg
taggaaatgg
taatatcgcg
gtttggtcgt
gggttttgcg
cgtttategt
ttttcgtatt
ggtattgtag
tttggcgagyg
aggagttttt
ttgggttggc
gggggcgtcg
tcgtegtegt
atttaattgt
gacgtttagg
ttttattggg
gttggggttt
tcgttggegt
ttgtgtacgt
atttgggatg
ttttaggatt
atttagtttt
ttgatttttt
tttagttttt
atagggaatt
tttetgttta
gttaattaag
tttetagttt
gttttgttgt
tggtaattta
ttggtttttt
gaaaaataat
tgtgtatttt
tttgggtttt
tttetttttg
tggattttat
cgtatgtttg
tatatattga
atatatttta
tatttatgaa
tttaggagta
aagttttttt
tttttaaggt
aggtattgta
tttttaggga
agtgttctete
gattcgttga
ttgtttaata
taggaggtac

54

gattattgag
tttatttatg
ttecetetett
ttttagagat
gtaggtaatt
gattattttt
ttettetett
tttggtttat
agtagttggg
atttgtttgg
gagttttttt
tatttaataa
atttatttaa
tttttgttta
ttttttgtgt
agggtttttt
gatgtaattg
ttttttegga
agttttaggat
agcgatgcga
aaggatttta
ggattcgacg
taggttttag
cgtgtegteg
ggtaacgtcg
agggtaggtg
agttgttttg
gttcggttet
ttggggegtt
ttatagattc
cgttggcgtt
tggggtttcg
gagttcgege
ttaggatttt
taggagtttt
ttgtttceggt
tatttttgeg
tttagggagt
ggggattatt
ttgtagacgg
ttttattagt
taagcgatat
tttatttttt
gttttagttt
ttgagaataa
ttaagttaaa
tgaatttttt
tttgattttt
ttatggttag
taatgttagg
gaaattttta
gaaatgtgta
taaatatatt
gggaatattt
ggtgggeett
aagtttaaat
tttgtttgga
aagtgaaaat
aatagggaag
ttttcggcgg
ggtttatttt
tttggttggg
ggtcggtgaa

ttttteggta
ttttggttgt
ttagggttaa
tttttgagat
atttattttt
ttttagtttt
ttcgagacgg
tgtaattttc
attatagacg
tttttttata
tatatatttt
atatttatta
tttegggtat
ttgttggaaa
gtttgggata
tatattttta
gtatgggatt
cgtttgtttg
gtttttgtet
aggtegtttt
atttttagcg
ttttaggtgg
tatcgtattc
gaagggtega
aatttcgtag
tggggagggg
ggtcgatcgt
tgttetttte
tagggcgtag
gttggecgttg
ggggtttegt
cggttgtgta
ggtcgegttt
cgttgtgttt
ggaagttgtt
ttcggatcgg
tagggtagag
tagtgaattt
attatgttta
atttttettt
agagttgcgt
aggatatagt
ttgttatata
ttggaagttt
gtggagggta
ttttgtggga
cgggtatttg
tgtttttttt
tatttggttt
agttatataa
gatattaaag
tattttttaa
tatagaaata
tagatatgta
gatttaggtg
gtcgtaagag
aggaagagga
tattttttta
tggtttaatt
ggagaggtta
aggttatagg
ttaggaagag
gaaaatggat

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



ttgtgtatta
ttttttgatt
gtagagggta
ttatttaggg
ggtaggttta
tagtgtaaaa

<210>9
<211> 2501

<212> ADN

agggtttgta
acggattggt
gcggtgaggg
tttttgtttg
ggaatcgtta
agggaatttt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2615354713

ttatttcgtc
ttaggaggtt
cgtataaagt
tttcgtttaa
tgtttaggta
gaattttata

gggttttgtt
tattttceggt
tttagtecgtt
ggcgtattag
ttgagttgga
ttggta

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400>9

55

ttgatagatt
tcgtttattg
tatgtttttt
tttegtttgg
gttttgggta

attttttatt
tttgtaaata
taagtttttg
ggcggcgacg
ttttattgtyg

5820
5880
5940
6000
6060
6096



tttgtaaatg
tatattttgg
gtatgattgg
ttaattttag
tatgtagatt
gtttaaatat
aggtgatagt
atttattagt
attttatttt
gaggaatttt
gttgtgatta
atttttttta
aaggttgttg
ttataattgt
attttaaaat
ttaggtatag
gattcggttt
tcgggaggtt
agtaagtttt
tagtgattga
agtaggcgcg
gagaaagtgg
aatcgtagag
ttttgcgttt
tttttagtat
ggcgagtaag
tacggtggcg
tgacgagtaa
ttatacgata
tcggtggggag
tttttgtttt
gttttaaaaa
aaggataaga
ttttgtagag
tttgtaattt
tgttttggtg
ttttaatcgg
tttatatttg
tatattaata
tatttttttt
ttttgtgaag
taattggaat

<210> 10
<211> 2501

<212> ADN

gagatatttt
gtgataaatg
atgggtttgt
ttttttttta
agagatttgt
taataggttt
atttttaaat
attttttatt
taatattatt
tagcggtaaa
ttttgttgta
agaattgggt
tataataagt
ttgattttete
tttaatagta
gcgaggggat
ttggaaaaat
atagtgagtt
ggagtatttg
tgtttattta
aataaatggt

gggttttaaa

ggtgcggttt
ggcgtgtttt
ttcgcgagtt
gcgtcggatg
tttagcgtcg
gaggagtttt
gttggcggat
aggggaaatt
cgtgttttga
attgtttttg
aattaagaaa
tagttgtata
ttttatattg
tttatgtttt
ttgtatttta
ggattaatat
tttaaaattg
ttaaattttt
tttgaataaa
agaattaaaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

tattattttt
aaggataaga
tatgattttt
tagggtagta
ttaagtgacg
tttttttaaa
taattaaatt
aattattggt
ttattaattt
gttttgttta
ttgataagtt
taaaatcgat
ttttgttatg
tttttattat
tcgtggttag
tgaggttagg
aattagtttt
atgatgatat
aaataagttg
tagcgattag
aaagagaaat
aagggttttt
tggegtttga
gtataggtta
ttttegtaga
gtcggtttgg
tttttgttaa
atttaacgtt
cgaattgaga
taaagggtta
attttgtaac
aacgtagaag
ttataatgtt
tattttttta
attataattt
ttaggaatta
aaaataatgt
tgaaatttat
tattagaggt
taatttgtct
attttttega
tttttaaaat

atagtattat
ttteetttea
attttttttt
tagaatttaa
gtatgtaaga
gtaattatta
agaatttcgg
tttttaggtt
tagttgtaaa
cgttaagtaa
acgtattttt
aaattaaatt
tttagtagtt
attgcgaaaa
gcgtggtggt
atatcgaaat
gcgtggtggt
tgtattatag
tgttgggtat
agacgtatgt
tgggtaaata
tgttgataga
gcgegtagat
cggcgtttceg
tgaggtcgga
tgatgttttg
gatttttttc
ttgtgaggat
atttgaaaga
aatcgaaata
gtgtatagta
atatatatta
attttattat
agaaaatgta
aattaatttt
ttaatagtta
tttttatatt
gattttatta
tttatgattt
tattaaggtt
gattttgata
aagtttttat

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 10

56

atgtttttaa
tttttgtgag
gtgtttttat
ttagtagaaa
attaggaagg
ttttttaaat
gttggataat
tttaagttta
taagagaata
taaaggataa
atttaaggat
tatttacggt
ggatttatag
ttgtttttta
ttattattgt
tagtttggga
gggcgcgagyg
tttgcgegac
tttatttatt
ttegatagta
agtattacgg
aagggacgtt
tatatttatg
gattacgttt
gatgcgtttt
gatattgteg
gtttttgtcg
tttggtttga
agtcggcggg
gggggaaaaa
ttttgttatt
atattgtggg
ataggttagt
tatagtgttg
tattaaagag
taattagttt
taatataaat
tattaaaatt
ggtattacgg
tttggataat
attgtattag
a

agtttgtatt
gatgattata
tatcgtttta
gagatttagt
aaagtttttt
ttaatttata
tttaaatatg
tttattagga
tttaaaggtt
gttagttttt
ttaaattttt
ttattgatta
cgttagaaat
aatgtaatta
aatattaata
aatatacgga
tttcggttaa
ggtttatgtt
ggagagcgat
gtataaattt
ttttttagtt
taattatcga
gcggtgatcg
tttaggaata
acgtcgtcgce
cgtagtattt
cggttagata
ggtagcgttt
aagtttcgtt
aaaagcgagt
acgttatgag
aaatataaga
taattatgta
tatatggagt
ataaaagtga
tttagtaatt
gtatttttee
taaattttat
gttttcgtat
tttagagatt
ttttaggatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2501



tataagagtt
ttattaaaat
aaattttggt
taaattatga
gtaataaaat
gaatgtggaa
ataattattg
agaaattggt
atatattttt
tgtgatggga
ttgatgtata
atattatgta
ttatttcggt
tttettttagg
agtttttata
cgggaagggt
ttagggtatt
tttcggtttt
tcgggacgtc
ggtttacgceg
ttttattaat
ttgtttgttt
agtatgcgtt
aatatttaat
attgtagtgt
tattattacg
agtttcgata
agttattacg
attttegtag
taattgttga
aagtttagtt
tagaaatacg
gttatttaac
atttataatt
aggtttgaag
ttcgagattt
ataataattg
tttttatatg
gttaaatttt

tagggaaaga
atagggaagg
tatgatatta
<210> 11
<211> 2501

<212> ADN

tgttttaagg
ttcgaagaga
gaaatagatt
gatttttaat
tataaatttt
aatattattt
ataattctta
taaattataa
ttggaaaaat
taatattgta
ttttttgcgt
cgttataaaa
ttggtttttt
tttttagttc
aagcgttggg
tttggtaaag
attaagtcgg
atttacgagg
gtgatttata
tttaagcegtt
aaaaggtttt
agtttetett
tttagtcgtt
ataatttgtt
agtgttatta
taaggttaat
ttttggtttt
tttggttacg
tgtagtgggg
atatagtaag
tatcggtttt
tagtttatta
gtgggtagag
gaagttgata
gattagtgat
tgatttaatt
ttttaaggaa
tcgttattta
gtgttatttt
taaaaattat
attttgtttt
taggaataat

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

attttaattt
ttttatttaa
aggaaatttg
ataattttaa
aatattggtt
ttaaaatata
agaaatatag
ttaatataag
atgtgtaatt
gttttttaat
ttaaaagtaa
tttagaatac
agattttett
ggttcgttaa
tgagattttt
gcggegttaa
ttattcggcg
agattcgcgg
tagagtacgt
agggtcgtat
ttttagggttc
tattatttgt
gtaagtaggt
ttaggtgttt
tggtttattg
tattttttta
aattttttcg
atattgttga
aggaaagtta
aatttattat
ggtttaattt
gtataataaa
ttttatcgtt
agatggtatt
taatgggaag
ggtttaagga
ggaatttgtt
gataaatttt
gtgaaaaaga
agtaagttta
ttatttatta
gaagatgttt

tattttaatt
attttataaa
gaaaggaaat
atattaatgt
ttaagtatag
gtcgattaaa
atattaaaat
gaggttataa
gttttgtaaa
tttttgtttt
ttttttaaag
ggaaataaga
ttttttatcg
ttgtcgtata
tttgttegtt
gcgttategt
ttttgttegt
ggtgttgaag
taagcgtaag
tttttacggt
tttatttttte
tcgegtttgt
attagttatt
tagagtttat
tagttttteg
aagatcgggt
tttatgttta
ggttttaggg
agtagttata
gtaataattt
ttgagaaagg
gtgattataa
gagaattttt
aaaagtgaga
tgttaataag
tattattatt
ggtatttaaa
tggtttatat
attgagatta
tttagttatg
tttaaagtgt
ttatttgtaa

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 11

57

aagttttaaa
aggtttttaa
aatgcggaga
aataaaattt
agaaaaagta
aaattgttgg
attattttta
aattttatat
atatatgatt
tttttgtatt
ttttataacg
agttegtttt
gggcgggatt
aaggcgttgt
atgtttggtce
aaagtattgc
¢gcggcggceg
gtgtttttgg
acggttatcg
tteggtggtt
tagttgagga
tgagtttgtg
aatcgttttt
tgatatgggt
attagtcgga
tttegtgtgt
atgttggtat
ttagttatat
aggtttttggce
ttaattagtg
tgagaatttg
taaagattaa
tagtttttga
tttttagtaa
ttatatttga
ttgtgggtta
taaaaaattt
ggttggattt
ataaaacggt
ttgtagttat
gagtataaat
a

gttaatgtaa
agttgtttag
ttcgtagtat
aaattttggt
tatttatgtt
ggaattgatt
tctttttaat
ataatattat
aattagtttg
ttttatagta
tggtaataaa
ttetttetet
tttegtcgat
tttaggttag
gcggtaaagg
gcgataatat
tgaagcgtat
agaacgtgat
ttatggatgt
gagcgttttt
gtcgtgatgt
ttgttatcgg
tagtaaataa
cgtcgegtag
atttecgegtt
tttttaggtt
tatagtagtyg
ttaaggggta
gttgtgaatt
gatcgtaaat
aatttttgag
tttatttttt
gtgttttttt
gtaaatttaa
ggttatttaa
gatttgaaaa
ttttttttga
ttttttgtta
agtgagaata
ttttataagg
tttaaaaata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2501



ttgttgtata
ttgttttttt
ttgtttgtgt

ttggattttt
tttataaaag
taatataaat
aaattaacga
ggagaagttg
tttgtaaatt
taaaaggaac
tagtaaattt
agttgaataa
agcggggtgt
tttgggtgat
tttgtatatt
tggtttacgt
aggagttcga
attagttaga
tttgaattcg
ttgggttata
ataaaataaa
aaaataaaat
tgaagcgggt
ttcggegegt
tttttaggtt
cgatttcggg
gggttggggt
gtattggggc
ttggagtttc

gatggggttt
agggttttte
gtgtcgttag
€ggggagggg
attctteete
ggagtatgtg
tttattcgga
cttttttgtt
ttcggaggaa
¢gaggcggag
cggttttgcg
tggagacgtg
ggggaggggg

<210> 12
<211> 2501

<212> ADN

gaatatttta
ttttttette
tataagtttt

gtttttgtat
atatgattta
attaattttt
gttttgtttt
tttgttatgt
aatagaaagt
gtgattatgt
atataggaat
tgagaatata
tggggaggga
gggatgattt
ttttatatgt
ttgtaatttt
gattagttcg
tgtggtacgt
agaggcggag
gcgtgagatt
ataaaataaa
aaagtaattt
gtgtaagttt
tagttcgttg
tcgttgggga
gattttaggg
cggcgggagt
ggagcggggc
gtcgtcgtag
agagttttta
gtttattteg
cggtttttag
gggtagattg
gttcgttgta
tttggtaggg
gagattcgaa
ctttcgtttte
ttcgttettt
tcggtteggat
tatgttgttg
gtaggagggt
tgttgggttt

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

ttatttaggt
attttgtatt
tattatttag

tagtttgtta
gtttttttta
ttcctattat
atgaaagatt
ttaaagttaa
aggtagtaaa
tttttgtagg
agaaaattag
tggttatatg
gagtattagg
gtatagtaaa
attttagaat
agtattttgg
gttaatatgg
atttataatt
gttgtagtga
acgttataaa
ataaaataaa
tttttttttt
cgggatcgta
cgtatatttc
tttgggaaag
cgtttttttg
tcgegggatt
gggattattt
ttttcgttat

gtatggggtt
agattcggga

ggggttcgga
cgtttatecgce
gtgtcgtttt
aagggaggta
tttttttatt
ttcgttatgt
tgtttttttet
ttttatattt

gtagattagg
ttatttaaag

tagggggttg

attatgtcga
ttggagttaa
tttttattta

aggataatag
atggttgtat
aaaaattecte
ttttggataa
taagagatta
gttaaagaaa
gatatgggtg
cgagatcgta
gcggcgatta
aagaatagtt
ttattatggc
tttaaataaa
gaagtcgagg
tgaaatttcg
ttatttatte
gtcgtcgaga
ataaaataaa
ataaaataaa
aagcggtttt
geggttttag
gttgcggttt
agggaaaggt
cggtcgacgt
ttttagaaga
ttataaggtt
tagtgagtac
aattcgtagt
cgggggttta

gcgtttcggg
gttttggtat

atatcgtggt
ggggttgggg
ttttcgtcgt
ttgtttttcg
ttgtattttt
cgtatttttt
gttagagttg
ttttttgegt
tgattaggat

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

58

gtatttaata
ttatagtgtt
taagtgagaa

tttttagttt
taaatgaagt
tgttgaattt
atttgatagt
atatttagaa
atagtttaag
gagttggaag
tggttttatt
atatatattg
aagggatatt
gtatatattt
agttggacgg
cgtgtagatt
tttttattaa
gggaggttga
tcgcgttatt
ataatataaa
ataaaaaaat
tatttttttt
ggaatttttt
ttteteegete
tttttcggtt

tcggggtgta
gcggtcggceg
cggaggtcgc
gcgcggttcg
attaggttcg
ggggatttag
gagggatggg
tttttttegg
ttatttttta
ttgtagttta
gtggttttta
ttttagtgtt
gattteecteete
ttttttegta
gaaggaggag
aagtgattat
t

gttttttttt
tgttgttttt
tatttagtat

tatttatgtt
tttaaagata
gattatattt
tgatggaata
taaatggaga
gtatagttat
tegttagttt
tataagtggg
gtgtttgttg
gggtttaata
atgtaataaa
ttaggcgtgg
atttaaggtt
aaatataaaa
agtagaattg
gtattttagt
ataaaataaa
aaaataaaat
ttttgttttg
ttegegatgt
gtttgtttat
agttgcgcgg
gcggtegteg
tcgtgattta
gaggttttcg
cgttttcggg
ggttttcggt
gacgttttta
atttcggggg
gttttagtaa
gttcgaggta
tagtttttcg
tttcgggttt
gtgtgaaatt
cgggttgttg
ggtcgttgeg
gtggtgatcg
gttcgggtaa

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2501



<400> 12

gattttagtt
tacgtaggag
ttagttttgg
ggagaagtac
taggagtgta
gcggggagta
tacgacggag
gttttagttt
gattacggtyg
gatgttaagg
tttcgaggeg
ttaggttttc
tgttgcgggt

cgtatttatt
gagttttata
tttttttgga
ggcgtcggtc
agtttttttt
aggatcgtag
tttaagatcg
ggaggtecgtt
tcctatttta
ttttatttta
atttcggcgg
cgagtaggtg
acggggtttt
gttteggttt
ttttatttga
cgttatgatg
tagttatttt
ttgatcgtcg
atgcggtttce
ttatttatgt
ttetetttgg
ttgatttttt
tttgtttaag
aagggatttt
aatgtagtta
gttattattt
gtaagtggga
gttgatttta
ttcggtataa

<210> 13
<211> 1920

<212> ADN

atagttttte
gttttgagtg
ttttgatttg
gagatgtggg
gggagggaat
ggtatggcgg
ggataagggg
ttgtrttttt
tagggcggta
cgcggtgagce
tttecgggttt
gtttcgggtt
tggttttatg

ggtggcgaag
agggtggtte
gggtttcgcg
gtagaggggc
ttttttttag
cgaagtgtgce
ttgcgatttc
tagaggaaag
ttttatttta
ttttatgacg
tttattgtaa
gaattatagg
attatgttgg
tttaaagtgt
agttttgggy
gtttgttgta
ttttggtatt
ttatgtgatt
gttggttttt
ttttgtaaag
ttttgttgtt
gttggtttta
gagtttttta
tgtggtgggg
ttaaaaagaa
ttagtaaatt
gttaaatgat
gggtgtagga
tatttgggtg

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

aaggtttagt
agtttttttg
ttagtagtat
gatcgggtcg
agggaaatag
gagaggcggg
gttcggattt
tttttgttag
ttgtagcgaa
gtagtttgtt
tttgaaagtc
tcgaggtggg
ttgggagttt

attgcggegg
cgtttcecgttt
gattttcgtce
gttttggagt
gtttttagceg
gtagcgaatt
ggagtttgta
gaaattgttt
ctttatttta
tagttttacg
ttttcgtttt
tgcgtgttat
tcgggttggt
tgggattata
tatatgtaga
tagattattt
tttttttttt
atgtgttttt
tgtttttgtg
gatatgatta
tattttttgt
gatatgatag
tgaaataaaa
aagaggttgg
ttagattatg
aatgtaggaa
gagaatttat
tgggaggaag
atgaaatatt

atttrctreee
ttacgttttt
gcgtagggtc
atttcgtttce
gttttttcga
gaataggaag
tttcgggtgg
atatatgttt
taaagaaaag
ttttttttte
gttaacggta
cgaggagttt
tgagttttat

cgaaatttta
cgttttagtg
ggttttagtt
tttcggagtce
gggtttaggg
ggcgegtegy
tattcgtttt
tattttattt
ttttatttta
ttgtggttta
tcgggtttaa
atttggttga
ttcgaatttt
ggcgtgagtt
ggatgtgtag
tattatttag
agtatttcgt
attgtttagt
tgagtttgtt
cgtttttttt
tgatttgtag
atagtttttt
ttcgttaatt
tgtttatgtt
tttectgtgg
tagaaattta
aatataaata
gagaggagta
ttgtataata

59

tttgttcggg
acggttatta
gcgtagcggt
gtagtaattc
agattctata
gaggttcggg
gcgaggggtt
ttatttcgaa
tttgttggag
gttttcgggg
ttggggacgt
tgtcgggagt
tttcggggac

gcgaaggttt
ttgagttacg
tecggeggtcg
gtcgcgtagt
agtaaataga
gatatcgcgg
atagggtagg
tattttattt
ttttatttta
ggttggagtg
gtaattttgt
tttttgtatt
tgattttagg
attacgtttg
gtttgttata
gtattaagtt
ttaataggta
ttttatttat
gaggttaacg
agtggttgtg
atttttattt
ttattttatt
taagtgtaat
gtatttttaa
gaatatggat
aatattggat
aggaaataat
gaaaagagaa
a

tatggttatt
ttettttttt
ttgcggggag
ggggaggggat
taatattggg
gtaaaagtta
gtgggttgta
ttgggaaata
ttcgggggag
ttttattttt
tttgggtttt
tcgggtttga

gcgggtcgeyg

cgecggtttte
gcgtcggteg
ttgtatttecg
tggtcgggga
tagtaggaag
ggggaaattt
ggagaggggt
tattttttta
ttttgtgtta
tagtggcgcg
tttagttttt
tttagtagag
tgatttgtac
gtcgtttaat
taggtgtgtg
tagtattttt
ttagtgtgtg
aagtgagatt
gtttttagtt
ttttaggtta
attttagata
aattgttaag
taaatttagt
aattttattt
ggagttagag
gtttttattt
agatattgtg
ttattgggta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2501



10
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<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 13

ttaggttgtt
ttagatattt
tattattgag
tagaattttt
atttagagtt
tatttgtttt
tagttttgaa
tgtgtatttt
tttggggaat
aggttttttt
tttggggatg
taggggttgt
tggttggggt
tggtttgggg
gggtagggat
tgtgttttgt
tttgtgtttt
ttgtggagtt
agtgattggt
gggattgggt
ttggtttttt
tttatattat
tttttetett

gttgtggttg
tgggttgggg
tttatttttt
ttatttggag
tttagtggtt
tttattttta
ttggttagat
ttttetttta
gttgtaggtt

<210> 14
<211> 1920

<212> ADN

gtagatatag
gggaaataga
gtgtagaggt
agttttttta
gaatgtaaag
gtttggggtg

ggagggtggg
gtgttttttt

ttgtttagaa
tagttttgta
gggtgggagt
agaaggagga
tttgtgttta
aggaaagagyg
tattgtggaa
attttgtgtt
gtgttttgtt
ggaaagtggg
gggttgggtt
agttttgtttt
ttagttttta
tttttatttt
tttttttttt

tgtettttet
gtggggaggt
tgttgttgtt
ttgtgatagt
tggatttttt
aaagggtttg
gtgatagtaa
tttttggatt
ttttatttat

<213> Secuencia Artificial

<220>

tttttgtttte
gtgtatgtag
gttgtggata
tgaggttatt
taagtgtttg
agagaagatg
gagattgtaa
gaagtgtgtt
gatggtggtg
tttgttgtgt
gtttttttat
ttagttttaa
tatggttttt
agataagaga
aaattttggt
gggtattttg
tttattttgyg
ggtgttgtgg
taaatttagt
ttttgttett
ttggatttgt
tttgttttgt
ttttttaggg

tttgttagtt
g99999999ag
ttttttaaga
tatttttagg
aggtagaggt
agttggatag
tgttaaggag
ttttggtgtt
ttagagtttt

tttgaaaaat
ttgttgagag
gtttagattt
ggtatttttg
aaatgtagaa
ttaggttgag
aggggaagtg
gttttecegt
gattggggtt
tgttttattt
tgtgggttta
gttataattt
ggtgggggtt
taggtgagga
gaggtggggg
tgttagtgtt
gttagttgta
ttggggggtt

taggttgggt
tttettetet

ttgtttgttyg
tttegttett
gtggagtttt

tgtttaggtt
tgtagggttg
gggatggaga
gaatagttat
tgtgggattt
gggttaaata
gttaagtttt
tttagtatat
tttttttatg

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 14

60

atgttttagg
gttttgtgtt
atatggtgtt
gttgttttta
gtagttgggg
gttttagtga
tttggagggt

gttggggatt
gggtattttt

tgttaggaag
aaaagaagga
tttttggatt
tgtgtgtttt
ttatggggtt
gatgtggaaa
ttgtttttag
ttgtgtttgt
gttttagttg
aggtggtggt
ttttteette
tttttttttt
ttteeetett
tttttttttt

tttgttgtta
gggaggatga
tttggtttaa
gttgttttat
tgtetetttt
ggtttttttg
tttgtttatt
agaggttttt
tgtttatttt

tgttgggatt
tggttttttt
tgaggtgaaa
gagttttttg
ttgtttatgg
ttttaggtat
taatggtttt
gggatttgtt
tagggttgtt
ttttagagat
aggatgtttt
taaggtaggt
gggagttttg
gatttagttyg
gagagtggtt
tgttttgtgt
gttgtaggaa
tgttttggtt
tgtgtgattg
ttttagtttt
ttttttgttt
ttgttttttg
tttagataat

gtgatttttt
gttggttttt
gttttttggt
taagtttatt
aatattttag
atttggtggyg
tcctattttt
gagtagtttg
taattttgta

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



tgtagggttg
tgggttgttt
ggaggtgaga
tttgttaagt
ttgggatgtt
ggtgggtttg
attgaggagt
gggagttagt
gaagaattgt
attgtttggg
taggagataa
gagtgagaga
ggggttggag
tagttgtgtg
ggttgaggtg
tttttgtggt
gtgtggggta
ggttgttttt
tggttgggtt
tggggttttt
gtttgttttg
ggggtgtttt
gtttttgaga
gatagttttg
ggtaggtttt
ggggttgttg
gtgtttgagg
ttgtgggtgg
tggagagttt
ttttattttg
ggagaagtta
aattttggtg

<210> 15
<211> 6096

<212> ADN

gggataggta
aagggttttt
aatggataaa
tgaaggggtt
agaaaaaata
gtagggtagt
ttgggttaag
ttatttttee
tggtggtggg
agggagggga
ggggaggaag
aaagagagga
ggagggagag
gttattgttt
tagttgaagt
gtgggtgtga
ttgggagtga
tttttgtgtt
agttttgtaa
ggggtgtgtg
ggtttgaaga
treeeteetet
ttttttggtg
gagagtgttt
agtttttggt
gttttttggg
ttgttgggat
ttttggttat
tggggatagt
ggtgttgtgt
agtgtgaggt
tttagaatgt

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

tgtgaggggg
gtgtattggg
gaaatttggt
tgtttagttt
gaattttata
gtgattgttt
tttttatttt
taattttgta
agtttggatg
gaagttttgt
aaaggtgaag
tagtggatga
gaaggaggag
gtttagtttg
agttttttag
tgtagttggt
ggtattggtg
ttettatttt
tcettgtttg
gatttttgtt
aagttgtggt
tgagtttgtg
aggtggggtg
gattttagtt
gtggggaggt
tatttteete
tttagtctgg
ttttgtattt
tgagagtgtt
gggtttgggt
tttttaatag
gttttttggg

agaattttga
ggtgttagga
ttttttggta
ttgtttggtt
atttttgttt
tttgggagtg
ttttggagag
tttttttttt
agttggtggg
ttttagaggg
gtaaggtgaa
gtagatttgyg
gggagtgagg
gttggatttg
ttgtggtgtt
ttggggtgaa
tgggatgttt
gttaaagttt
tectttgttt
aggggttgtg
ttggagttag
atgggaaggt
gtgtggtagg
tgttgttgtt
ggtgtgtttt
ttgtggtttt
tgttteette
tgagtgttta
agtggtttta
tgtttatagt
ttgtgtgtat
agagtaaagg

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 15

61

gtagataggg

ggtttaggga
ttgttgttat

taaatttttt
ggggaattta
gttgttatag
ggtagtagta
atttttttat
gaaggggatg
gaggggagaa
ggggtggaga
taggggttga

agggtggggt
agtttggttt

tttatttttt
ggtaaggtgt
ggtgtaaggt
ttttatgatg
tteetetttt
taggtgtgga
tttetttttt
gtttttattt
tgtagggttg
ttttaggtgg
agaggggtgt
tttgttttee
tgtrcttgagt
ttttgtattt
tagggagatt
atttttgtgt
tttatttttt
ttgtgtttat

aatttgtagt

tggaaaaggg
gtttggttgg
tgggaataag
ggttgttgga
ttttgggtga
aggaggtgag
ttttagtttg
tagttatagt
gaggagyggg
gtgatatgaa
aaaaggttaa
gtttggtctt
gttgattgtt
aattttatgg
ggggtgtggg
gtagggtgtg
gtttttattt
ttttgagttg
gttttagttg
atgatttttg
tatttttggg
gggagggttt
attttttaga
agggtgtgtg
tttggagttg
gaggtaggtg
agttttaagt
gagggttttg
tttagtgata
aggtatttgg

ggtagtttgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



tattagtgta
gtttagtgtt
tgtgttttgg
gttagggttt
ggaatgagtt
gagtttggtg
tttttgtgtg
aggtagatgt
tggattagta
ggtatttttg
taagagatgg
gtgttttagt
tggaggtttt
gagtttgtgt
tttgggtgtt
tgggtgtttt
gtgtgttttt
tatgtatagt
tatgtgtggg
aatttaggga
ggaaggtgag
tttaggtatt
tgtatatgag
ttttttaaat
ggttaaggtg
ttattaggag
tagggtagga
tgggagtgtg
gttggtttat
taaaagtttg
ttttatttat
attaagattt
gattagttgt
ttggatgtga
ttaggggtat
ttaggtggtg
gtataattgt
tagtgggatt
tttagtgtta
gtggagtgag
gatgttaagt
ttggatttgg
tggtgaggta
gtttttagta
gtttagtggg
atttttgttt
gttagggttt
agtgtttttt
tgaaagggag
tgggtgtttt
gggtttagat
ttaggtgaag
gtattgggta
tttttgttta
taggattggt
atgggatgtg
agaggggaga
agtgatgggt
tattatatag
aaggttataa
aggttgagtt
tgttattgta
gttataaatt

agatttaaaa
tggatatagt
gtggagtaga
tatgtgtttt
ttttagatta
agatggtgta
ttgttaggtt
gtgggtttgg
tttattgggt
tggatttgga
gaatggaagt
attttggtgt
tgggggaatt
gtgagtattg
tgtgtttatg
agtatttttt
gtatgttggt
atttttgttg
tttttetegt
tatgggattt
agatgataaa
gggtagtagt
tttgaggtgt
gagtgaattt
gaagtggtgg
ttgggggttg
agtgggtggg
ggaaagatat
tgtatagagt
tttggatttt
gtttgggttt
tgtattttag
ttttttgagt
ggttttttta
gttgaaattt
gtgtgttggt
gtgggatggg
ttagtgttag
gtgggatttt
tggagtgttg
tatagtttgt
aggttgtgat
ggtgggtttt
gtttttattt
gagtgaatta
tgttttatag
tggaattaga
agtttgggtg
gtagttgtag
tgggttttga
ttgggttgga
ttttggtgtt
ggaaatggta
tatttgttat
ggggagatgg
ggaggagttt
tagttgaatt
tttgaagttt
gatatagtat
ataaattagt
aggggaattg
ttttagtttg
gtgtgtgggt

ES 2615354713

tttttttetet
gatttttggg
tagagatttt
tattgttgtt
gtttgtgatt
ggtttttggt
gggtgtttat
tgagtttgtt
tgtagtattg
gttgatttgt
gttgttttta
ttggtgggta
ttttttttgt
tgtgttaggt
tgagtttagg
ggagtgtgag
gtgtattttt
tgttttgtat
gtatatatag
atcttttttg
aatagagaga
ttttttatat
tttaggtagg
aagtttgggt
tagtagggtt
ggtggatgat
gggaggtgga
taggaatttg
tttttttgat
ttggttatta
aagagattgg
aaagaggttt
attttaattt
gagttggttt
tttaaagtag
tttttggagt
gttatgtgga
tgggatttta
agtgttagtg
gtgatttgag
gtagtagtag
ttaggggaaa
ttgttttttg
tggttttttg
gtgttttttt
atttttggtt
gaaagttgtt
ggagtggtgg
ttttagtttt
ttttgttagt
aaagttttgt
ttattatata
gggttgaggt
ttttagtttt
agtttaatag
agaggaggtg
gggtttaaga
gagtgtattg
atgtaaattt
tgggtatggt
tttgaatttg
gaaatagagt
tttaggttat

gtattgtata
cttgtttgtt
gggtggtagg
ttttgttatt
aagaaaggta
gtatagattt
taggtatttt
tagtattttg
ggagtttggt
agaatgagtt
tggagttggg
Lttt
gggagttttt
tgtgtgtatt
gttttgtgta
tgtgtttgtt
ttgtatttgg
tttgtttttt
gagtatttat
gtttgaggat
tagttagaga
ttggggtagg
tattgttttt
tttatttgtt
ggggttggat
ttggagtgtg
attggggttg
gttgtagtgt
ttttgaagaa
gaaatatgag
gagtttaggt
ggggattttt
ggaattttgg
tttttaaata
tttaaagaat
ggggtgggat
tttatgtgta
gtgttagtgg
ggattttagt
tggagattgt
taaaggggaa
gtgtgggtgg
gagttgtttt
tggttattgt
ttgtttttgg
tttgttgagt
ttttggttat
ttgtgttgtt
attttagaag
gttgtggggt
tgattgtagg
tttttgggtt
tgattttagyg
gtaatttatt
gaatattttt
tggagagtgt
ggtgtttagt
aaagaggggg
tttttttgtyg
ggtgtgtgtt
ggaggtggag
gagattttgt
ataattagag

62

gtgagatgtt
gttgttttaa
ggtttgggaa
tgtaggtaat
aggaatggtt
atttttttta
ttttggttta
tggtttgggg
tttettttgt
aaattatttt
gaaatgattt
ttctttttta
tgtggtattt
tgagttaggg
tgtttgaaat
tttgtgaatg
gggatgtata
ggtatttgag
gtgatttttg
taagtattgg
ggagtagaga
tgtttgaaag
atagggtttg
ttttatttgt
ttttaggagt
tagtagggaa
tgttttgtgt
agttttgttg
agagatttgt
tatggtggtg
ttattgattt
gttttgtgta
tttgaagttg
atttttaaaa
ataatgagag
gtggttgtgt
taattgtggg
gattttagtg
gttagtgggt
gttttggatg
ggggtaggag
ttgatttagg
tttttatatt
gggatttggt
tttttttgat
gtggtattgg
ttgaagtgtt
gaaggttggg
tggtttttgt
agaggtattt
taagtgtttg
ttatgttagt
agtataaggg
ttagatatat
tagtagtgag
ttgaggttgg
gggtgtttgt
tgtgtaaaaa
gaaaagttag
tgtagtttta
attgtagtga
tttggaaaaa
ttggagggga

tagggtttta
gtgaagttgg
gatatgggtg
ggatgagttg
tgttagggta
ttggttgtgt
gttagatgtt
tgggttttag
tgagggggag
tttgttetet
ttattttata
ggtagggtet
agatttaggg
tttatttgtt
gtttttttta
tgtttgtgag
tattttttaa
gatttttaag
gtattagtaa
ttatgatagg
gttagagggg
aatttagagg
gtttgagttg
ttttagggga
tggggttgag
gatgaggtaa
tgtttggaat
gtggggtttg
ttgtagtggg
gtttttagtt
tttgagaaag
agggtagaag
agataggaga
tttttagatt
ttttaatatt
ggatttatgt
attttagtgt
ttagtgggat
ttgtggttta
ttttagttta
ttgggtatag
gtagttgtgg
tgtttttggt
gttgttgtta
ggtatgagga
agtttgttet
ggatttttat
gtttttggtg
attgttgtgg
ggagtttgta
ggaggggtgag
tgtatttgtg
agttttttat
agaaagtaag
taggggttgt
gtgagtgttt
tgaatgaatg
gggttttttt
ataggttaaa
gttattaggg
gttaagattg
aaaaaaaaaa

gtggttaagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780



atgagaattg
gggtggggaa
agttgatgta
gttggggagg
gtgagatatt
taaataggtt
tttgaggtta
aatataaaaa
gaggtaagag
tgtattttag
aaaaaagagg
ggtgggtgga
tgtttttatt
tattttggag
taagattata
aaaaaaattt
tatgatttta
agttgggatt
gtggttttat
tttagttatt
gaaaatagtg
tataattttt
tgtgtagatg
aggggagtga
tgtttgtaat
tgagattagt
gttaggtatg
tgtttgaatt
tgggtaataa
tgatgagaag
ggtatttgta
tatttttttt
aaggaattat
ggtgtagtgg
aggttaggag
taaaaataaa
atttgggagg
gagattgtgt
aaagtaaatt

<210> 16
<211> 6096

<212> ADN

agatggattt
ttttttttta
aatagttgtt
gtttttattt
gatttttggg
gggtgtagtg
agagtttgag
ttagtttagt
aattgtttga
tttggataat
ttgggtggtg
ttatttgagg
aaaaatataa
gttgaggtag
ttacttgtatt
tttettttga
gtttattgta
ataggtattt
tatgttggtt
taaagtgttg
taaaaattta
ttttatttgt
gagtttggat
aggatagaaa
tttagtattt
ttgattaata
gtggtgtatg
tgggaggtgg
gagtaaaatt
gaaatttaat
tatgttgtgt
ttgttttaat
atgtattagg
tttatatttg
attgagatta
ttaaaaaaaa
ttgaggtagg
tattgtattt
ttttgggtat

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2615354713

tttgtttttt
tgggtttagt
ttattttttg
tttagataat
atagaatttg
gtttatgttt
attagtttgg
gtggtggtgt
tttaggaggt
agagggagat
gtggtttata
tttggagttt
aaattagttg
gagaattttt
ttagtttgga
gatatagttt
atttttgttt
gttattatgt
aggttggttt
ggattatagg
tgataaataa
tttttaggtt
tttatttgaa
ttatatgtaa
tgggaggttg
tggtgaaatg
tttgtagttt
aggttgtagt
ttattttaaa
tggtaggttt
tttagtgtgg
ttttttaagt
atttttaggg
taattttagt
ttttggtaaa
tattagttgg
agaatggtgt
tagtttgggt
tattttatat

ttggaggaga
tgtttaattt
ttgtttttgg
ttttaagtag
agagggtgtt
gtaattttag
ttaagatggt
tagtttgtaa
agaggttgta
tattttaaaa
ttatgtgatt
gagattagtt
ggtggggtyyg
tgaatttgtg
taataatagt
tatttttttg
tttagatttt
ttagttaatt
tgaatttttg
tgtgagttat
aatattaaaa
attttttgtt
aatggtggga
aagaaatttt
aggtaggtgg
ttatttttat
tagttatttt
gagttaagat
aaaaaagaaa
tagtagggga
gttagggagt
tttggattag
ggtgtcecgtt
attttgggag
tatggtgaaa
gtgtggtagt
gaatttggga
gatagagtga
tgattg

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 16

63

gtgggtagtt
taggggattt
ttttggagaa
ttaggatatg
aaaaaattta
tattttggga
gaaattttat
ttttagttat
gtgagttgag
aaaaaaaaaa
ttagtatttt
tggttaatat
taggtatttg
gggtggaggt
aaaattttgt
tttaggttgg
tgtattttag
tttgtatttt
attttaagtg
tatgtttggt
atttattgaa
ttagaaagta
gttatggaaa
gggttgggtg
attatttgag
tasaaatata
ggaggttgag
tgtgttattyg
gaaagaaatt
gatgaggaga
aggttattat
tggtatttta
aaaaatgtaa
gttgaggtgg
ttttattttt
gggtgtttat
ggtggagttt
gattttgttt

gtttatttgg
ttaggatagg
ggaggaggga
ggtgagatga
gtaattaaga
ggttggatta
ttttattaaa
ttaggaggtt
attatgttat
aaaaaaaaaa
gggaggttga
ggtgaaattt
taattttagt
tgtagtgaat
tttaaaaaaa
ggtgtagtat
ttttttaagt
tagtaggggt
atttgtttgt
ttttttaaat
tttgtatttt
atttaaaaaa
attttggagt
tagtggttta
gttaggagat
aaaaaaatta
ataggaaaat
tattttagtt
ttttggtagt
ttttagggag
tttttttgtt
agtgtagttt
attttggtta
gtggattatg
attaaaaaaa
agttttagtt
gtagtgagtt
taaaaaaaaa

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
44490
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6096



tagttaatgt
tttgttgttt
gggtttatgt
ttatgtttag
attgtgtttg
taaagtgttg
agtatttttt
tttaaagttt
tttggtttat
ttgttgggat
tceceeetteta
tggtttattg
tagttgggat

ggggtggtgt
aggttggggt
tatttttttg
ttaatgtttt
ttaggatggt
ggattatagg

gggggttttg
gaaggggttg
attggggtat
ttgttgatta
agatggagtt
taatttttgt
tataggtgtg
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ttaagaaatt
gtagtggtgt
ttttagtttt
ttttggtttg
tttgattttt
tgtgagttat
atgtatgtgg
gagtaagagg
agtatgtgta
agtttteett
tcgtteetgt
tttttgggtt
tattattatg

tgtteeette
aattttagtt
ttgagtagtt
ttteegttte
tgattttgtg
tgtatttggt
ttttttggat
aaggtagatg
aatgtttett
ttattaattg
tgtttaggtt
taagtgattt
tttggttaat

64

tttttgaggt
tattgtaagt
gggattatag
tttagtagag
atttatttgt
taaaatttgt
tatatttagg
ggaggagtag
ttagagtttt
ttagagggtt
ggagtgtaat
ttttgtttta
tttttttgta

agagttttgt
tttgtttttt
gtgtttgtta
atggggtttt
tttggttttt
atttttaata
gtattattgg
tgatttgttt
tttatcttet
ttttttettt
ggtataattt
gtttttggag
tttttagtag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



agatgatatt
ttgttttggt
ttttttttat
attatttcta
gagagtagtt
gatattttgt
tttatgtttg
agtttaagat
agttgggtgt
tttgagaggt
agagtaaaat
ttgttgttta
ggtttaaggg
tttatttagt
ggttttgaat
atatggtgtg
gagatagttt
attcttgttt
aggttagtgt
ttttggttag
gattatagat
tttttttaaa
ttagagattg
agatagtaag
tggatagttg
ttttagaggg
gattgtataa
agttttgttt
gttttttggg
tgtattatta
gggagaggat
tttttttaat
agtatttttt
tttttgtgtt
atatttttgt
ggttgtaaaa
gggttggttt
tggaagtgtg
tagttagtga
tgtggtgttg
tggggtgggg
atgtagttgt
ttaaagagtg
ggtggaggtt
ggatgaagga
tgattgtgga
tggttttagg
ttatgttttt
tttetgttgt
tttttgttta
gggttttgtt
tggtgttggg
tgtgagtttg
tgttttgttt
tttggattgt
tgagagaaat
ggttttgggt
atttttaaat
agatttttag
tatttttggt
ttaggggtta
tgtaattagg
tttaatttta

ttattatgtt
tttttaaagt
atataatttt
ggtaaagttt
tgggaggtag
ttattgtgga
taattttagt
tagtttggtt
ggtgataggt
agaggttgta
tgtgttttga
ggttggagtg
atttttttgt
taatttttgt
tttagatttt
agttattgtt
ttttttgttg
tttgggttaa
tattatattg
gttggttttg
gtgagttatt
ttttgtttta
tttgggaagt
gaatagggtg
agtttgtgga
aatgagggat
tttgaaattt
tgtttttagg
tttaagtgat
tgtttggtta
ttgtatatgt
gtatttagat
gaatttggtt
ttttttgagt
taagttttgt
ttggaggtga
tagttttgtt
tggtaaagtg
agttttteta
gtgaagttga
ttgaggttgt
tgtttttgtt
attttttttg
gaaggtttgt
gggtgttaat
gggttaaggt
gagtaaggag
ttttgggtta
tgttgtgtgg
ggttgttagt
ggtgttgggg
gttttgttgg
tgtggttttg
tagggagtta
tttgggggat
tagttttggg
taaggtgttt
ttttttttaa
ttttttgagt
ggttaggaag
agaaaggttt
tttttagtgt
ttttttetta

ggttaggttg
gttgggatta
tattttttat
aaattttatt
gtgagaaagg
tttttgtatt
attttgggtg
aatatggtga
atttgtaatt
gtgagttgag
aaaaaaagat
taatggtgtg
tttagttttt
atttttagta
aggtgattta
gtttggtttt
tttaggttgg
gtaatttttt
ggttaatttt
aatttttgat
gtgtttggtt
gaagttagta
ggagattttt
attgtttata
gagggatttt
ttattttagt
atatatggtt
ttggagtgta
tettectggtt
atttgtttgt
tgtgttttgt
tttaaagttt
taattatttt
ttctttttgtg
ttttttatta
taaatgtggg
attttttgtt
ttggggtttt
atttaggttt
agtttgagaa
agttgttttt
taggttggga
attttagggt
ggggtaggat
ttatttttta
gaaaattgtt
tttatttgtt
tgatttttgg
gttgtaattt
gttttatttg
ttttgttggt
tgttggggtt
ttttgtgtgg
gtgtgttgtt
tttggtgtat
agggttttgt
agaggaatag
aatgtagggt
ttaagtatga
tttaggtagg
tgtatagtaa
ttcctetata
tttatttttt
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gttttaattt
taggtataag
tettttgttet
tgtatatttt
gttgtggaag
atttttattt
gttgaagtgg
aattatgttt
ttagttattt
attgtggtgt
tttcetttetet
attttggtet
ggagtagttg
gaaatggggt
tttgttttgg
tttttttttt
agtatagtgg
tgttttagtt
tgtattttta
tttaagtgat
tatttatttt
ttttatttat
tttagttttet
ttagtttttg
ttatttttaa
ttttattttt
tgtaattttt
gtggtgtgat
tagttttttt
aattttttta
gtgatgaaag
attatttatt
ttttttaggt
ttttatatag
gttttgtttg
taggaaatgg
taatattgtg
gtttggttgt
gggttttgtg
tgtttattgt
tttttgtatt
ggtattgtag
tttggtaggg
aggagttttt
ttgggttggt
gggggtgttg
ttgttgttgt
atttaattgt
gatgtttagg
ttttattggg
gttggggttt
ttgttggtgt
ttgtgtatgt
atttgggatg
ttttaggatt
atttagtttt
ttgatttttt
tttagttttt
atagggaatt
ttcectgteta
gttaattaag
tttttagttt
gttttgttgt
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tttgatttta
ttattgtgtt
taaggttttt
ttaagttgtt
tgtaagttta
aaaaaggtta
gtaggttatt
ttattaaaaa
gggaggttga
tgtattttaa
tttgagatag
attgtaattt
ggattatagg
tttattatat
ttttttaaag
tctttttett
tatgattttg
ttttgagtgg
gtagagatgg
ttggtttett
gattattgag
tttatttatg
o ol ol o of o o o o} o
ttttagagat
gtaggtaatt
gattattttt
ttttttettt
tttggtttat
agtagttggg
atttgtttgg
gagttttttt
tatttaataa
atttatttaa
tttttgttta
ttttttgtgt
agggtttttt
gatgtaattg
tccectttgga
agttttaggt
agtgatgtga
aaggatttta
ggatttgatg
taggttttag
tgtgttgttg
ggtaatgttg
agggtaggtg
agttgttttg
gtttggtttt
ttggggtgtt
ttatagattt
tgttggtgtt
tggggttttg
gagtttgtgt
ttaggatttt
taggagtttt
ttgttttggt
tatttttgtg
tttagggagt
ggggattatt
ttgtagatgg
ttttattagt
taagtgatat
tttatttttt

ggtaatttat
tggtttaggg
tatagttttt
ttttggggta
gtaaattttt
agtgtggtgg
tgaggttagg
tataaaaatt
ggtatgagaa
tttgggtgag
agttttgttg
ttgtttegta
tgtttgttat
tggttaggtt
tgttgggatt
tttteteeet
gtttattgta
ttgggattat
ggttttatta
aaagtgttgg
ttttttggta
ttttggttgt
ttagggttaa
tttttgagat
atttattctt
ttttagtttt
tttgagatgg
tgtaattttt
attatagatg
tttttttata
tatatatttt
atatttatta
ttttgggtat
ttgttggaaa
gtttgggata
tatattttta
gtatgggatt
tgtttgtttg
gtttttgttt
aggttgtttt
atttttagtg
ttttaggtgg
tattgtattt
gaagggttga
aattttgtag
tggggagggg
ggttgattgt
tgttttettet
tagggtgtag
gttggtgttyg
ggggttetgt
tggttgtgta
ggttgtgttt
tgttgtgttt
ggaagttgtt
tttggattgg
tagggtagag
tagtgaattt
attatgttta
attttettet
agagttgtgt
aggatatagt
ttgttatata

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560



ttttaagtta
agttttagtt
aatagagttt
gtagtgtttg
ttttaaatgt
tggttgttet
ttaggttaga
atatttttat
aataaagtgt
atgtagagaa
gatatattta
taggattttg
tatatagttt
atctttatag
agaaagtgtt
attttgtggg
tgttttgtaa
ggtttttagt
gtgttgggta
tgtttggtgg
ttgtgtatta
ttttttgatt
gtagagggta
ttatttaggg
ggtaggttta
tagtgtaaaa

<210> 17
<211> 2501

<212> ADN

tttatttaat
ttgttattat
aggtttgaat
tttggggtat
aaagaggttg
tttgtttttg
aaaggtggat
atatatatag
aggatataat
atgtatatta
tattttaaga
aatttatatg
aatatatagt
aaagaaaatt
tgttaggtat
aatagtattt
attaatttta
gttgtagttt
aatttattaa
atatttagtt
agggtttgta
atggattggt
gtggtgaggg
tttttgtttg
ggaattgtta
agggaatttt

<213> Secuencia Artificial

<220>
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ttttagtttt
tatttttatt
ttatttgttt
tttaggttta
ttatttaatg
ttgttttcta
tttgtgteete
agagggtttg
agagatattg
atatatagag
aatattaaga
gatatagata
atttatatat
tttttagagg
tgaaatgtta
ttatttttat
gatttataag
agtgaatgtt
gtttgtatgt
tggtgatata
ttattttgtt
ttaggaggtt
tgtataaagt
ttttgtttaa
tgtttaggta
gaattttata

tagtaattta
ttggtttttt
gaaaaataat
tgtgtatttt
tttgggttte
ttettetttg
tggattttat
tgtatgtttg
tatatattga
atatatttta
tatttatgaa
tttaggagta
aagtttttee
tttttaaggt
aggtattgta
tttttaggga
agtgtttttt
gatttgttga
ttgtttaata
taggaggtat
gggttttgtt
tatttttggt
tttagttgtt
ggtgtattag
ttgagttgga
ttggta

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 17

66

gttttagttt
ttgagaataa
ttaagttaaa
tgaatttttt
tttgattttt
ttatggttag
taatgttagg
gaaattttta
gaaatgtgta
taaatatatt
gggaatattt
ggtgggtttt
aagtttaaat
tttgtttgga
aagtgaaaat
aatagggaag
tttttggtgg
ggtttatttt
tttggttggg
ggttggtgaa
ttgatagatt
ttgtttattg
tatgtttttt
ttttgtttgg
gttttgggta

ttggaagttt
gtggagggta
ttttgtggga
tgggtatttg
tgtttttete
tatttggttt
agttatataa
gatattaaag
tattttttaa
tatagaaata
tagatatgta
gatttaggtyg
gttgtaagag
aggaagagga
tattttttta
tggtttaatt
ggagaggtta
aggttatagg
ttaggaagag
gaaaatggat
attttttatt
tttgtaaata
taagtttttg
ggtggtgatg
ttttattgtg

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6096



tttgtaaatg
tatattttgg
gtatgattgg
ttaattttag
tatgtagatt
gtttaaatat
aggtgatagt
atttattagt
attttatttt
gaggaatttt
gttgtgatta
atttttttta
aaggttgttg
ttataattgt
attttaaaat
ttaggtatag
gatttggttt
ttgggaggtt
agtaagtttt
tagtgattga
agtaggtgtg
gagaaagtgg
aattgtagag
ttttgtgttt
tttttagtat
ggtgagtaag

tatggtggtg
tgatgagtaa
ttatatgata
ttggtggggy
ttttetgtttt
gttttaaaaa
aaggataaga
ttttgtagag
tttgtaattt
tgttttggtg
ttttaattgg
tttatatttg
tatattaata
tatttttttt
ttttgtgaag
taattggaat

<210> 18
<211> 2501

<212> ADN

gagatatttt
gtgataaatg
atgggtttgt
ttttttttta
agagatttgt
taataggttt
atttttaaat
attttttatt
taatattatt
tagtggtaaa
ttttgttgta
agaattgggt
tataataagt
ttgatttttt
tttaatagta
gtgaggggat
ttggaaaaat
atagtgagtt
ggagtatttg
tgtttattta
aataaatggt
gggttttaaa
ggtgtggttt
ggtgtgtttt
tttgtgagtt
gtgttggatg

tttagtgttg
gaggagtttt
gttggtggat
aggggaaatt
tgtgttttga
attgtttttg
aattaagaaa
tagttgtata
ttttatattg
tttatgtttt
ttgtatttta
ggattaatat
tttaaaattg
ttaaattttt
tttgaataaa
agaattaaaa

<213> Secuencia Artificial

<220>
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tattattttt
aaggataaga
tatgattttt
tagggtagta
ttaagtgatg
tttttttaaa
taattaaatt
aattattggt
ttattaattt
gttttgttta
ttgataagtt
taaaattgat
ttttgttatg
tttttattat
ttgtggttag
tgaggttagg
aattagtttt
atgatgatat
aaataagttg
tagtgattag
aaagagaaat
aagggtcttt
tggtgtttga
gtataggtta
tttttgtaga
gttggtttgg

tttttgttaa
atttaatgtt
tgaattgaga
taaagggtta
attttgtaat
aatgtagaag
ttataatgtt
tattttttta
attataattt
ttaggaatta
aaaataatgt
tgaaatttat
tattagaggt
taatttgttt
atttttttga
tttttaaaat

atagtattat
ttttttttta
atttettetetee
tagaatttaa
gtatgtaaga
gtaattatta
agaattttgg
tttttaggtt
tagttgtaaa
tgttaagtaa
atgtattttt
aaattaaatt
tttagtagtt
attgtgaaaa
gtgtggtggt
atattgaaat
gtgtggtggt
tgtattatag
tgttgggtat
agatgtatgt
tgggtaaata
tgttgataga
gtgtgtagat
tggtgttttg
tgaggttgga
tgatgttttg

gatttttttt
ttgtgaggat
atttgaaaga
aattgaaata
gtgtatagta
atatatatta
attttattat
agaaaatgta
aattaatttt
ttaatagtta
tttttatatt
gattttatta
tttatgattt
tattaaggtt
gattttgata
aagtttttat

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
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atgtttttaa
tttttgtgag
gtgtttttat
ttagtagaaa
attaggaagg
ttttttaaat
gttggataat
tttaagttta
taagagaata
taaaggataa
atttaaggat
tatttatggt
ggatttatag
ttgtttttta
ttattattgt
tagtttggga
gggtgtgagyg
tttgtgtgat
tttatttatt
tttgatagta
agtattatgg
aagggatgtt
tatatttatg
gattatgttt
gatgtgtttt
gatattgttg

gtttttgttg
tttggtttga
agttggtggg
gggggaaaaa
ttttgttatt
atattgtggg
ataggttagt
tatagtgttg
tattaaagag
taattagttt
taatataaat
tattaaaatt
ggtattatgg
tttggataat
attgtattag
a

agtttgtatt
gatgattata
tattgtttta
gagatttagt
aaagtttttt
ttaatttata
tttaaatatg
tttattagga
tttaaaggtt
gttagttttt
ttaaattttt
ttattgatta
tgttagaaat
aatgtaatta
aatattaata
aatatatgga
ttttggttaa
ggtttatgtt
ggagagtgat
gtataaattt
cttttttagte
taattattga
gtggtgattg
tttaggaata
atgttgttgt
tgtagtattt

tggttagata
ggtagtgttt
aagttttgte
aaaagtgagt
atgttatgag
aaatataaga
taattatgta
tatatggagt
ataaaagtga
tttagtaatt
gtattctttt
taaattttat
gtttttgtat
tttagagatt
ttttaggatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2501



<400> 18

tataagagtt
ttattaaaat
aaattttggt
taaattatga
gtaataaaat
gaatgtggaa
ataattattg
agaaattggt
atatattttt
tgtgatggga
ttgatgtata
atattatgta
ttattttggt
ttectttagg
agtttttata
tgggaagggt
ttagggtatt
ttttggtttt
ttgggatgtt
ggtttatgtyg
ttttattaat
ttgtttgttt
agtatgtgtt
aatatttaat
attgtagtgt
tattattatg
agttttgata
agttattatg
atttttgtag
taattgttga
aagtttagtt
tagaaatatg
gttatttaat
atttataatt
aggtttgaag
tttgagattt

ataataattg
tttttatatg
gttaaatttt
tagggaaaga

atagggaagg
tatgatatta

<210> 19
<211> 2501

<212> ADN

tgttttaagg
tttgaagaga
gaaatagatt
gatttttaat
tataaatttt
aatattattt
ataattttta
taaattataa
ttggaaaaat
taatattgta
ttttttgtgt
tgttataaaa
ttggtttttt
tttttagttt
aagtgttggg
tttggtaaag
attaagttgg
atttatgagg
gtgatttata
tttaagtgtt
aaaaggtttt
agttttetet
tttagttgtt
ataatttgtt
agtgttatta
taaggttaat
ttttggtttt
tttggttatg
tgtagtgggg
atatagtaag
tattggtttt
tagtttatta
gtgggtagag
gaagttgata
gattagtgat
tgatttaatt

ttttaaggaa
ttgttattta
gtgttatttt
taaaaattat
attttgtttt
taggaataat

<213> Secuencia Artificial

<220>
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attttaattt
ttttatttaa
aggaaatttg
ataattttaa
aatattggtt
ttaaaatata
agaaatatag
ttaatataag
atgtgtaatt
gttttttaat
ttaaaagtaa
tttagaatat
agatttctte
ggtttgttaa
tgagattttt
gtggtgttaa
ttatttggtg
agatttgtgg
tagagtatgt
agggttgtat
ttttagggtt
tattatttgt
gtaagtaggt
ttaggtgttt
tggtttattg
tattttttta
aatttttttg
atattgttga
aggaaagtta
aatttattat
ggtttaattt
gtataataaa
ttttategtt
agatggtatt
taatgggaag
ggtttaagga

ggaatttgtt
gataaatttt
gtgaaaaaga
agtaagttta
ttatttatta
gaagatgttt

tattttaatt
attttataaa
gaaaggaaat
atattaatgt
ttaagtatag
gttgattaaa
atattaaaat
gaggttataa
gttttgtaaa
tttttgtttt
ttttttaaag
ggaaataaga
ttttttattg
ttgttgtata
tttgtttgtt
gtgttattgt
ttttgtttgt
ggtgttgaag
taagtgtaag
tttttatggt
tttatttttt
ttgtgtttgt
attagttatt
tagagtttat
tagttttttg
aagattgggt
tttatgttta
ggttttaggg
agtagttata
gtaataattt
ttgagaaagg
gtgattataa
gagaattttt
aaaagtgaga
tgttaataag
tattattatt

ggtatttaaa
tggtttatat
attgagatta
tttagttatg
tttaaagtgt
ttatttgtaa
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aagttttaaa
aggtttttaa
aatgtggaga
aataaaattt
agaaaaagta
aaattgttgg
attattttta
aattttatat
atatatgatt
tttttgtatt
ttttataatg
agtttgtette
gggtgggatt
aaggtgttgt
atgtttggtt
aaagtattgt
tgtggtggtg
gtgtttttgg
atggttattg
tttggtggtt
tagttgagga
tgagtttgtg
aattgttttt
tgatatgggt
attagttgga
ttttgtgtgt
atgttggtat
ttagttatat
ggtttttggt
ttaattagtg
tgagaatttg
taaagattaa
tagtttttga
tttttagtaa
ttatatttga
ttgtgggtta

taaaaaattt
ggttggattt
ataaaatggt
ttgtagttat
gagtataaat
a

gttaatgtaa
agttgtttag
tttgtagtat
aaattttggt
tatttatgtt
ggaattgatt
tctttctaat
ataatattgt
aattagtttg
ttttatagta
tggtaataaa
ttteeeeett
ttttgttgat
tttaggttag
gtggtaaagg
gtgataatat
tgaagtgtat
agaatgtgat
ttatggatgt
gagtgttttt
gttgtgatgt
ttgttattgg
tagtaaataa
tgttgtgtag
attttgtgtet
tttttaggtt
tatagtagtg
ttaaggggta
gttgtgaatt
gattgtaaat
aatttttgag
tttatttttt
gtgtttttee
gtaaatttaa
ggttatttaa
gatttgaaaa

tttettttga
ttttttgtta
agtgagaata
ttttataagg
tttaaaaata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160

2220
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2340
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<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 19

ttgttgtata
ttgttttett
ttgtttgtgt
ttggattttt
tttataaaag
taatataaat
aaattaatga
ggagaagttg
tttgtaaatt
taaaaggaat
tagtaaattt
agttgaataa
agtggggtgt
tttgggtgat
tttgtatatt
tggtttatgt
aggagtttga
attagttaga
tttgaatttg
ttgggttata
ataaaataaa
aaaataaaat
tgaagtgggt
tttggtgtgt
tttttaggtt
tgattttggg
gggttggggt
gtattggggt
ttggagtttt
gatggggttt
agggttctttt
gtgttgttag
tggggagggg
attttttttt
ggagtatgtg
tttatttgga
tteettegtt
tttggaggaa
tgaggtggag
tggttttgtg
tggagatgtg
ggggaggggg

<210> 20
<211> 2501

<212> ADN

gaatatttta
ool of o hod o o o o
tataagtttt
gtttttgtat
atatgattta
attaattttt
gttttgtttt
tttgttatgt
aatagaaagt
gtgattatgt
atataggaat
tgagaatata
tggggaggga
gggatgattt
ttttatatgt
ttgtaatttt
gattagtttg
tgtggtatgt
agaggtggag
gtgtgagatt
ataaaataaa
aaagtaattt
gtgtaagttt
tagtttgttg
ttgttgggga
gattttaggg
tggtgggagt
ggagtggggt
gttgttgtag
agagttttta
gtttattttg
tggtttttag
gggtagattg
gtttgttgta
tttggtaggg
gagatttgaa
ttttgteetete
tttgtteetet
ttggtttggt
tatgttgttg
gtaggagggt
tgttgggttt

<213> Secuencia Artificial

<220>

ttatttaggt
attttgtatt
tattatttag
tagtttgtta
gtttttttta
tttttattat
atgaaagatt
ttaaagttaa
aggtagtaaa
tttttgtagg
agaaaattag
tggttatatg
gagtattagg
gtatagtaaa
attttagaat
agtattttgg
gttaatatgg
atttataatt
gttgtagtga
atgttataaa
ataaaataaa
tttttttttt
tgggattgta
tgtatatttt
tttgggaaag
tgtttttttg
ttgtgggatt
gggattattt
tttttgttat

gtatggggtt
agatttggga

ggggtttgga
tgtttattgt
gtgttgtttt
aagggaggta
tttttttate
tttgttatgt
tgtttettte
ttttatattt
gtagattagg
ttatttaaag

tagggggttg

attatgttga
ttggagttaa
tttttattta
aggataatag
atggttgtat
aaaaattttt
ttttggataa
taagagatta
gttaaagaaa
gatatgggtg
tgagattgta
gtggtgatta
aagaatagtt
ttattatggt
tttaaataaa
gaagttgagg
tgaaattttg
ttatttattt
gttgttgaga
ataaaataaa
ataaaataaa
aagtggtttet
gtggttttag
gttgtggttt
agggaaaggt
tggttgatgt
ttttagaaga
ttataaggtt
tagtgagtat
aatttgtagt
tgggggttta

gtgttttggg
gttttggtat

atattgtggt
ggggttgggg
tcecttgttgt
ttgttttttg
ttgtattttt
tgtatttttt
gttagagttg
ttttttgtgt
tgattaggat
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gtatttaata
ttatagtgtt
taagtgagaa
tttttagttt
taaatgaagt
tgttgaattt
atttgatagt
atatttagaa
atagtttaag
gagttggaag
tggttttatt
atatatattg
aagggatatt
gtatatattt
agttggatgg
tgtgtagatt
tttttattaa
gggaggttga
ttgtgttatt
ataatataaa
ataaaaaaat
tatttttttt
ggaatttttt
tttttttgtt
ttttttggtt

ttggggtgta
gtggttggtg
tggaggttgt
gtgtggtttg
attaggtttg
ggggatttag

gagggatggg
ttttttttgg

ttatttttta
ttgtagttta
gtggttttta
ttttagtgtt
gatttttttt
tttttttgta
gaaggaggag
aagtgattat
t

gtttttteee
tgttgttttt
tatttagtat
tatttatgtt
tttaaagata
gattatattt
tgatggaata
taaatggaga
gtatagttat
ttgttagttt
tataagtggg
gtgtttgttyg
gggtttaata
atgtaataaa
ttaggtgtgg
atttaaggtt
aaatataaaa
agtagaattg
gtattttagt
ataaaataaa
aaaataaaat
ttetgttttg
tttgtgatgt
gtttgtttat
agttgtgtgg
gtggttgttg
ttgtgattta
gaggtttttg
tgtttttggag
ggtttttgat
gatgttttta
attttgggag
gttttagtaa
gtttgaggta
tagttttttg
ttttgggttt
gtgtgaaatt
tgggttgttg
ggttgttgtg
gtggtgattg
gtttgggtaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2501
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<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 20

gattttagtt
tatgtaggag
ttagttttgg
ggagaagtat
taggagtgta
gtggggagta
tatgatggag
gttttagtte
gattatggtg
gatgttaagg
ttttgaggtg
ttaggttttt
tgttgtgggt
tgtatttatt
gagttttata
tttttttgga
ggtgttggtt
agtttttttt
aggattgtag
tttaagattg
ggaggttgtt
ttttatttta
ttttatttta
attttggtgg
tgagtaggtg
atggggtttt
gttttggttt
ttttatttga
tgttatgatg
tagttatttt
ttgattgttg
atgtggtttt
ttatttatgt
ttttttttgg
ttgatttttt
tttgtttaag
aagggatttt
aatgtagtta
gttattattt
gtaagtggga
gttgatttta
tttggtataa

<210> 21
<211> 20

<212> ADN

atagttttte
gttttgagtg
ttttgatttg
gagatgtggg
gggagggaat
ggtatggtgg
ggataagggg
ttgtteeeee
tagggtggta
tgtggtgagt
ttttgggttt
gttttgggtt
tggttttatg
ggtggtgaag
agggtggttt
gggttttgtg
gtagaggggt
ttttttttag
tgaagtgtgt
ttgtgatttt
tagaggaaag
ttttatttta
ttttatgatg
tttattgtaa
gaattatagg
attatgttgg
tttaaagtgt
agttttgggg
gtttgttgta
ttttggtatt
ttatgtgatt
gttggttttt
ttttgtaaag
ttttgttgtt
gttggtttcta
gagtttttta
tgtggtgggg
ttaaaaagaa
ttagtaaatt
gttaaatgat
gggtgtagga
tatttgggtg

<213> Secuencia Artificial

<220>

aaggtttagt
agtttttttg
ttagtagtat
gattgggttg
agggaaatag
gagaggtggg
gtttggattt
tttecegttag
ttgtagtgaa
gtagtttgtt
tttgaaagtt
ttgaggtggg
ttgggagttt
attgtggtgg
tgttttgttct
gatttttgtt
gttttggagt
gtttttagtg
gtagtgaatt
ggagtttgta
gaaattgttt
ttttatttta
tagttttatg
tttttgtttet
tgtgtgttat
ttgggttggt
tgggattata
tatatgtaga
tagattattt
ttteeettet
atgtgttttt
tgtttttgtg
gatatgatta
tattttttgt
gatatgatag
tgaaataaaa
aagaggttgg
ttagattatg
aatgtaggaa
gagaatttat
tgggaggaag
atgaaatatt

attcttteet
ttatgtteet
gtgtagggtt
attttgtttt
gtttttttga
gaataggaag
tctegggtgyg
atatatgttt
taaagaaaag
ttttteeeet
gttaatggta
tgaggagttt
tgagttttat
tgaaatttta
tgttttagtg
ggttttagtt
ttttggagtt
gggtttaggg
ggtgtgttgg
tatttgtttt
tattttattt
ttttatttta
ttgtggttta
ttgggtttaa
atttggttga
tttgaatttt
ggtgtgagtt
ggatgtgtag
tattatttag
agtattttgt
attgtttagt
tgagtttgtt
tgtttttttt
tgatttgtag
atagttttet
tttgttaatt
tgtttatgtt
ttttttgtgg
tagaaattta
aatataaata
gagaggagta
ttgtataata
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tttgtttggg
atggttatta
gtgtagtggt
gtagtaattt
agattttata

gaggtttggg
gtgaggggtct
ttattttgaa
tttgttggag
gtttttgggg
ttggggatgt
tgttgggagt
ttttggggat
gtgaaggttt
ttgagttatg
ttggtggttg
gttgtgtagt
agtaaataga
gatattgtgg
atagggtagg
tattttattt
ttttatttta
ggttggagtg
gtaattttgt
tttttgtatt
tgattttagg
attatgtttg
gtttgttata
gtattaagtt
ttaataggta
ttttatttat
gaggttaatg
agtggttgtg
atttttattt
ttattttatt
taagtgtaat
gtatttttaa
gaatatggat
aatattggat
aggaaataat
gaaaagagaa
a

tatggttatt
tttteetttt
ttgtggggag
ggggaggggat
taatattggg
gtaaaagtta
gtgggttgta
ttgggaaata
tttgggggag
ttttateett
tttgggtttt
ttgggtttga
gtgggttgtg
tgtggttttt
gtgttggttg
ttgtattttg
tggttgggga
tagtaggaag
ggggaaattt
ggagaggggt
tattttttta
ttttgtgtta
tagtggtgtg
tttagttttt
tttagtagag
tgatttgtat
gttgtttaat
taggtgtgtg
tagtattttt
ttagtgtgtg
aagtgagatt
gtttttagtt
ttttaggtta
attttagata
aattgttaag
taaatttagt
aattttattt
ggagttagag
gtttttattt
agatattgtg
ttattgggta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2501
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<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 21

gggattattt ttataaggtt 20
<210> 22

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 22

cccatactaa aaactctaaa ¢ 21
<210> 23

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 23

ctaaacccca tccccaaaaa cacaaaccac aca 33
<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 24

agtttcgtcg tcgtagtttt cgtt 24
<210> 25

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 25

ttttttagga atatttttag tattt 25
<210> 26

<211> 17

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 26

ccaaaacatc accaaac 17
<210> 27

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 27

caaaccaacc atccaacacc ttactcacca caa 33
<210> 28

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 28

cgtagatgag gtcggagatg cgt 23
<210> 29

<211>18

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 29

ctaaaacctc aacctaac 18
<210> 30

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 30

gatttagagt tgaatgtaaa gtaa 24
<210> 31

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 31

cctaacatct tctctcaccc caaacaaaac a 31
<210> 32

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 32

aacgaaacaa ataccgtaaa cga 23
<210> 33

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 33

aaacccaaac ctaaattaaa 20
<210> 34

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 34

ggaagtgtgt ggtaaag 17
<210> 35

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 35

taaagtgttg gggttttgtt tggttgtt 28
<210> 36

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 36

aaacaaacgt ccgaaaaaaa cga 23
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Reivindicaciones

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

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende determinar los niveles de metilacién 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 reivindicacion 1 o 2, en el que dichos niveles de metilacién se determinan detectando
la presencia o ausencia de metilacién de CpG dentro de dicho gen, donde la presencia de metilacion de CpG indica
la presencia de un carcinoma de préstata.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicho CpG esta situado dentro de una secuencia que
comprende, o hibrida bajo condiciones restrictivas a una secuencia de al menos 16 nucleotidos 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
gendmico aislado de una muestra biolégica obtenida a partir de dicho sujeto con al menos un reactivo o serie de
reactivos que distingue entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una region objetivo del
ADN gendmico, en el que la regiéon objetivo comprende o hibrida bajo condiciones restrictivas a una secuencia de al
menos 16 nucledtidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID
NO: 4, respectivamente, en el que dichos nucledtidos contiguos comprenden al menos una secuencia de
dinucleétido CpG.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la muestra biol6gica obtenida del sujeto se
selecciona del grupo que comprende lineas celulares, secciones histoldgicas, biopsias, tejido embebido en parafina,
fluidos corporales, eyaculacién, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas
aisladas, células aisladas de la sangre y combinaciones de las mismas.

7. El uso de uno o una pluralidad de oligonucledtidos cuyas secuencias son idénticas en cada caso, son
complementarios, o hibridan en condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de 9 o mas
preferiblemente 18 bases de longitud de una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 5, 6, 13 0 14 en el diagndstico
de un trastorno proliferativo de células prostaticas.

8. El uso de uno o una pluralidad de &cidos nucleicos o acidos nucleicos peptidicos que son idénticos, son
complementarios o hibridan en condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de por lo menos 9
bases de longitud de una secuencia de SEQ ID NO: 1 en el diagnéstico de un trastorno proliferativo de células
prostéticas.
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