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DESCRIPCION
Método de deteccion de cancer
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencién se refiere al método de deteccion de cancer, al biomarcador de deteccidn de cancer, y al uso
de los mismos. En particular, al método de deteccion de cancer usando ADN metilado como biomarcador.

2. DESCRIPCION DE LA TECNICA ANTERIOR

[0002] El cancer de cuello de utero ha sido una de las causas de muerte principales en mujeres a nivel mundial y
en Taiwan. Basandose en la encuesta estadistica llevada a cabo por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
en 2002, el cancer de cuello de utero fue la segunda enfermedad principal responsable de la muerte de mujeres
a nivel mundial, después del cancer de mama. La deteccién regular de cancer de cuello de utero es la mejor
forma de prevenir el cancer de cuello de utero. La deteccién convencional de cancer de cuello de utero incluye
dos métodos: la prueba de Papanicolau, usada mas frecuentemente, y el andlisis de virus del papiloma humano
(analisis de VPH). La prueba de Papanicolau consiste en tomar muestras de secreciones del cuello del utero,
examinarlas bajo microscopio para ver si hay algun cambio patologico cancerigeno en la célula epitelial
exfoliada, para detectar pronto el cancer de cuello de Utero. Por otro lado, el analisis de VPH consiste en
examinar si el virus del papiloma humano (VPH) esta presente en la muestra usando una reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) o una captura hibrida.

[0003] Existen, sin embargo, muchas propiedades no deseadas en la prueba de Papanicolau. Para empezar,
requiere que un médico tome muestras, y que un examinador/patélogo médico las analice, lo cual conlleva un
alto coste de mano de obra y ello hace que sea dificil promover la prueba en muchos paises en vias de
desarrollo. Asimismo, la prueba de Papanicolau tiene un alto indice negativo falso, lo cual retrasa el diagnéstico y
el tratamiento apropiado antes de que se produzca un cambio patoldgico cancerigeno. En cuanto al analisis de
VPH, aunque es altamente sensible, tiende a crear un alto indice positivo falso, que no solo hace que los
pacientes se preocupen en vano, sino que también desperdicia muchos recursos médicos en los examenes de
seguimiento de dichos pacientes positivos falsos. Por consiguiente, uno de los temas importantes al promover el
examen del cancer de cuello de Utero se basa en aumentar la exactitud y la conveniencia del método de examen
de cancer de cuello de utero.

[0004] Las deleciones gendmicas se han considerado durante mucho tiempo como un factor importante en la
tumorigénesis. Durante mucho tiempo, nos hemos acostumbrado a la idea de que el potencial de codificacion del
genoma se encuentra en la disposicion de las cuatro bases A, T, G, C. La teoria de doble mutacién propuesta ya
en los afios 1970 indica que las mutaciones concomitantes o las deleciones de algunos genes supresores
tumorales homélogos pueden causar o predisponer el desarrollo de cancer. Sin embargo, se puede almacenar
informacion adicional que afecta al fenotipo en la 5-metilcitosina de base modificada. La 5-metilcitosina se
encuentra en mamiferos en el contexto de la secuencia palindromica 5'-CpG-3'. Muchos pares de dinucleétidos
CpG se metilan en células mamiferas excepto algunas areas llamadas "islas CpG". Las islas CpG son areas
ricas en GC y CpG de aproximadamente 1 kb, normalmente situadas cerca de genes y frecuentemente se
encuentran cerca del promotor de genes altamente expresados. La metilacién de citosina ocurre después de la
sintesis de ADN, por transferencia enzimatica de un grupo metilo desde el donador de metilo S-adenosil
metionina a la posicion del carbono 5 de la citosina. La reaccién enzimatica se realiza por metiltransferasas de
ADN (DNMTs). La DNMT1 es la metiltransferasa principal en mamiferos, y es responsable de la restauracion
postreplicativa de las zonas hemimetiladas a la metilacidon completa, referida como metilaciéon de mantenimiento,
mientras que se piensa que la DNMT3A y la DNMT3B estan implicadas principalmente en la metilacion de
nuevas zonas, un proceso llamado metilacion aislada.

[0005] La pérdida de metilacién en los dinucleétidos CpG, es decir, la hipometilacion general, fue la primera
anomalia epigenética identificada en células cancerosas. Sin embargo, durante los ultimos afios, se ha hecho
cada vez mas evidente que la hipermetilacién de zonas especificas, por ejemplo, algunos genes supresores
tumorales, se asocia con la pérdida de actividad, lo cual puede proporcionar ventajas selectivas durante la
carcinogénesis. La metilacion densa de islas CpG en regiones promotoras puede desencadenar la remodelacion
de cromatina a través de modificaciones de histona con el consiguiente silenciamiento genético. Por lo tanto,
ademas de las deleciones cromosémicas o las mutaciones genéticas, el silenciamiento epigenético de genes
supresores tumorales por hipermetilacion promotora se ve cominmente en el cancer en humanos.
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[0006] Estudios epidemioldgicos han demostrado recientemente la correlacion del nivel de folato de suero, una
gran fuente de grupo metilo, con la infeccion y la depuracion de VPH. También se ha informado de que los
polimorfismos genéticos de enzimas en el metabolismo del ciclo de metilo se asocian también con el desarrollo
de lesiones intraepiteliales del cuello del utero. Conforme evoluciona el concepto de epigenética, aumentan
también los estudios que exploran la asociacion entre la metilacion de ADN vy el cancer de cuello de utero. Estan
aumentando los estudios de metilacién de ADN en el cancer de cuello de Utero, lo cual mostré el potencial del
uso de la metilacion como marcadores en la deteccion del cancer de cuello del utero. Con la naturaleza de la
interfaz entre genética y ambiente, la prevalencia de la metilacion en genes supresores tumorales varia en genes
diferentes y poblaciones diferentes. El concepto de fenotipos metiladores con comportamientos en enfermedades
diferentes se propuso con controversia. Todavia se desconoce el fenotipo metilador del cancer de cuello de utero
y su interacciéon con genotipos del VPH. Qué genes se metilan en concreto en el cancer de cuello de utero y
cuantos genes se requieren para conseguir una aplicacion clinica seguira siendo un tema que se desarrolle en el
futuro.

[0007] San Jose-Eneriz E et al., "Downregulation of DCB1 expression in acute lymphoblastic leukaemia is
mediated by aberrant methylation of its promoter”, British Journal of Haematology, vol. 134, 2006, paginas 137-
144 explica la disminucion del nimero de DBC1 en la leucemia por metilacion aberrante de su regiéon promotora,
al establecer el indice de metilacién de DBC1 como criterio de diagndstico para la leucemia.

[0008] Izumi Hiroyuki et al., "Frequent silencing of DBC1 is by genetic or epigenetic mechanisms in non-small cell
lung cancers" Human Molecular Genetics, Oxford University Press, Surrey, vol. 14, n.° 8, 15 de abril de 2005,
paginas 997-1007 explica el silenciamiento de DBC1 en canceres uroteliales y tumores de pulmén a través de la
hipermetilacion de una regién CpG definida de DBC1, y propone que el estado de metilacién de DBC1 es
adecuado para la prognosis del cancer.

[0009] Groenbaek et al., “Frequent hypermethylation of DBC1 in malignant lymphoproliferative neoplasms”, MOD
PATHOL., vol. 21, n.° 5, 2008, paginas 632-638 explica la hipermetilacién de la regién promotora de DBC1 en
varios linfomas y neoplasias linfoproliferativas, lo que hace que la DBC1 sea adecuada como marcador de
diagnostico para esos canceres.

[0010] El inventor de la presente solicitud ha presentado solicitudes de patente relativas en Taiwan (TW Pat. N°
Pub. 200831900), China (CN Sol. N° 200810094659.2), Malasia (UI20085354) y América (Pat. estadounidense
N° Pub. 20080311570) (de ahora en adelante referidas como solicitudes previas). Al comparar con las solicitudes
previas, el inventor ha descubierto algun biomarcador nuevo de deteccidon de cancer y un método de deteccién
de cancer que lo usa.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0011] Un objetivo de la invencion es proporcionar un método de deteccion de cancer de cuello de utero como la
deteccioén de primera linea de cancer de cuello de utero.

[0012] Otro objeto de la invencién es proporcionar un método de deteccion de cancer de cuello de utero,
caracterizado por el hecho de que dicho método se puede usar no solo como deteccién de primera linea de
cancer de cuello de utero, sino también como deteccidon de segunda linea de cancer de cuello de utero para
ayudar en el analisis de VPH o en un resultado de la prueba de Papanicolau incierto para conseguir un efecto de
deteccién de cancer de cuello de Utero mas preciso.

[0013] Sin embargo, otro objetivo de la invencién es proporcionar un método de deteccion de cancer,
caracterizado por el hecho de que dicho método se puede usar en la deteccién de cancer de cuello de utero al
igual que en la deteccion de otro cancer (por ejemplo: cancer de ovario, cancer de colon y similares) para ayudar
en el diagndstico de muestras anormales.

[0014] Otro objeto de la invencion es proporcionar el biomarcador de deteccion de cancer, o un juego que
contiene dicho biomarcador para reconocer el riesgo de tener cancer. El método de deteccién de cancer que
puede conseguir los objetivos de la invencién anteriormente mencionados comprende detectar el indice de
metilacion del gen objetivo (biomarcador) de la muestra de prueba y usar el resultado de la prueba como un
indice de deteccion para indicar el riesgo de tener cancer, y dicho método comprende los pasos siguientes:

paso 1: proporcionar una muestra de prueba aislada;

paso 2: detectar el indice de metilacién de la secuencia CpG en al menos un gen objetivo en el ADN
gendmico de dicha muestra de prueba, donde dicho gen objetivo comprende DBC1, PDE8B, PTPRR y
ZNF582y
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paso 3: determinar si hay cancer o cambio patolégico precanceroso o no en la muestra basandose en el
indice de metilacion en el gen objetivo, o usar dicho indice de metilacion del gen objetivo como marcador de
la prognosis;

donde dicha muestra de prueba comprende un raspado cervical, un tejido de cancer de ovario, ascitis, sangre,
orina, heces, esputo, célula de membrana mucosa oral, jugos gastricos, bilis, célula epitelial de cuello de utero y
tejido de cancer postquirdrgico;

donde los métodos de analisis para el estado de la metilacion de la secuencia CpG en dicho gen objetivo
comprenden la reaccion en cadena de polimerasa especifica de metilacion (MSP), la reaccién en cadena de
polimerasa especifica de metilacion cuantitativa (QMSP), la secuenciacion por bisulfito (BS), las micromatrices, la
espectrometria de masas, la cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento (DHPLC);

donde el gen objetivo DBC1 tiene la secuencia de nucledtidos como se representa en SEQ ID N.° 1;

donde el gen objetivo PDES8B tiene la secuencia de nucledtidos como se representa en SEQ ID N.° 2;

donde el gen objetivo PTPRR tiene la secuencia de nucleétidos como se representa en SEQ ID N.° 3; y

donde el gen objetivo ZNF582 tiene la secuencia de nucleétidos como se representa en SEQ ID N.° 4.

[0015] Ademas, el indice de deteccion descrito anteriormente y el método de detecciéon se pueden usar en la
deteccion de cancer de cuello de utero, y cancer de colon.

[0016] La invencién proporciona ademas un método de deteccion de cancer de ovario, caracterizado por el
hecho de que dicho método analiza el estado de metilacion del gen objetivo de la muestra de prueba, y usa dicho
estado de metilacién como un indice de deteccion para determinar el riesgo de tener cancer de ovario, y dicho
método comprende los pasos siguientes:

paso 1: proporcionar una muestra de prueba aislada;

paso 2: detectar el indice de metilacién de la secuencia CpG en al menos un gen objetivo en el ADN
gendmico de dicha muestra de prueba, donde dicho gen objetivo comprende DBC1, PDE8B, PTPRR y
ZNF582;y,

paso 3: determinar si hay cancer de ovario o cambio patolégico precanceroso o no en la muestra basada en
el indice de metilacion en el gen objetivo, o usar dicho indice de metilacion del gen objetivo como marcador
de la prognosis;

donde dicha muestra de prueba comprende tejido de cancer de ovario, ascitis, sangre, orina, y tejido de cancer
postquirurgico;

donde los métodos de analisis para el estado de la metilacién de la secuencia CpG en dicho gen objetivo
comprenden la reaccion en cadena de polimerasa especifica de metilacion (MSP), la reaccién en cadena de
polimerasa especifica de metilacion cuantitativa (QMSP), la secuenciacion por bisulfito (BS), las micromatrices, la
espectrometria de masas, la cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento (DHPLC) y la
pirosecuenciacion.

donde el gen objetivo DBC1 tiene la secuencia de nucledtidos como se representa en SEQ ID N.° 1;

donde el gen objetivo PTPRR tiene la secuencia de nucledétidos como se representa en SEQ ID N.° 3; y

donde el gen objetivo ZNF582 tiene la secuencia de nucledtidos como se representa en SEQ ID N.° 4.

[0017] EI término "muestra de prueba" se refiere en el presente documento a una muestra de prueba aislada, y
dicha muestra de prueba aislada comprende el raspado uterino descrito anteriormente, ascitis, sangre, orina,
heces, esputo, célula de membrana mucosa oral, jugos gastricos, bilis, célula epitelial de cuello de utero, tejido
de cancer postquirtrgico, u otra muestra adecuada. El método de deteccién de cancer de la invencion es util
para analizar el estado de metilacion de genes objetivo en dichas muestras de prueba aisladas, y usa dicho
estado de metilacién del biomarcador como un indice de detecciéon de varios tipos de cancer. El método de
deteccion de cancer y el indice de deteccion del biomarcador proporcionado por la invencion se puede emplear
por el investigador para realizar la prueba en el laboratorio.

[0018] Donde, "el riesgo de tener cancer" se refiere en el presente documento al porcentaje de tener cancer, el
riesgo de desarrollar un cancer en el futuro, o la presencia o no de cancer.

[0019] Donde, cuando el estado de metilacion del gen objetivo (biomarcador) es mas alto comparado con control
adecuado, el riesgo de tener cancer seria mas alto.

[0020] Segun dicho método de deteccion, la invencion proporciona ademas el biomarcador de deteccion de
cancer o un juego que contiene dicho biomarcador para detectar el estado de la metilacion del gen objetivo
(biomarcador) en la muestra de prueba aislada para determinar el riesgo de tener cancer.

[0021] Estas caracteristicas y ventajas de la presente invencion se entenderan y apreciaran completamente a
partir de la siguiente descripcion detallada de los dibujos anexos.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0022]

La Figura 1A muestra el resultado obtenido al llevar a cabo el andlisis de la secuenciacion por bisulfito (BS)
en varias muestras de cuello de utero usando un gen objetivo PTPRR en el método de deteccion de cancer
de la invencion;

La Figura 1B muestra el resultado obtenido al llevar a cabo el andlisis de la secuenciacion por bisulfito (BS)
en varias muestras de cuello de utero usando un gen objetivo ZNF582 en el método de deteccion de cancer
de la invencion;

La Figura 1C muestra el resultado obtenido al llevar a cabo el analisis de la secuenciacion por bisulfito (BS)
en varias muestras de cuello de utero usando un gen objetivo PDE8B en el método de deteccién de cancer
de la invencion; y

La Figura 1D muestra el resultado obtenido al llevar a cabo el analisis de la secuenciacion por bisulfito (BS)
en varias muestras de cuello de utero usando un gen objetivo DBC1 en el método de deteccion de cancer
de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA FORMA DE REALIZACION PREFERIDA

[0023] La invencién se ilustrara en mas detalle con los ejemplos siguientes, pero la invencién no esta limitada a
ellos.

Ejemplo 1 Materiales y métodos
1. Materiales

[0024] Los materiales de la prueba comprenden una serie de muestras de lesiones de cuello de utero completas,
incluidos: carcinoma de células escamosas (SCC, n = 20), adenocarcinoma (CA, n = 20), y muestra de cuello de
utero normal (n = 10). Todas estas muestras de cuello de Utero, muestras ovaricas, y muestras de cancer de
colon se obtuvieron del Tri-service General Hospital, Taipéi, ROC. Cada muestra se sometié a una extraccion de
ADN gendmico mediante QlAamp DNA Kit (QIAGEN), y se us6 en la comparacion y analisis de la condicion de la
metilacién de ADN dentro de la metilacion de ADN del genoma completo. Antes del analisis, la calidad del ADN
genomico se comprobd mediante Bioanalyzer (Agilent). En este ejemplo, 10 ug de ADN fragmentado se
sometieron a un ensayo de MeDIP (Inmunoprecipitacion metilada de ADN).

2. Analisis de metilacion de ADN por MeDIP y matrices de CpG island-Plus-Promoter

[0025] EI ADN genémico fue fragmentado a un tamafio que varia de 300 a 1.000 bp mediante Bioruptor™
UCS-200 (Diagenode). Se inmunoprecipité durante toda la noche a 4 °C con 30 pl de anticuerpo de citosina Anti-
5'-metil policlonal (Abcam) en un volumen final de 100 pl de disoluciéon de tampén de inmunoprecipitacion (0,15
% SDS, 1 % Tritén X-100,150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10 mM Tris y 0,1 % BSA). Se incubd la
mezcla con 120 pl de proteina G sefarosa (Amersham) durante 2 h a 4 °C y se lavé dos veces con 1 ml de
disolucion de tampodn baja en sal, alta en sal, cloruro de litio y disolucion de tampén TE. Después se traté dos
veces la proteina G con disoluciéon de tampdén de elucion (1 % SDS, 0,1 M NaHCO3) durante 15 min a
temperatura ambiente y se recuper6 el ADN metilado por extraccion de fenol-cloroformo seguida de precipitacion
de etanol. EI ADN metilado enriquecido y el ADN aportado fueron amplificados mediante Whole Genome
Amplification Kit (Sigma). EI ADN enriquecido y el total fue marcado con Cy5 y Cy3, respectivamente, y
cohibridado con las matrices de CpG island-Plus-Promoter, disefiado y sintetizado por NimbleGen Systems, Inc.
Esta matriz contenia 385.000 50-75 bp de oligonucleétidos teselados cada 100 bp en los 24.659 promotores
HG18 RefSeq (800 bp en direccion ascendente a 200 bp en direccion descendente) y 28.226 islas CpG,
presentes por duplicado.

[0026] Cada caracteristica de la matriz tiene una proporcién log2 estandarizada correspondiente. La proporcién
log2 es la norma para centrar los datos de la proporcion alrededor de cero. A partir de los datos de la proporcién
log2 estandarizada, una ventana de longitud fija (500 bp) se coloca alrededor de cada sonda consecutiva y se
lleva a cabo la prueba unilateral de Kolmogorov-Smirnov (KS) para determinar si las sondas se extraen de una
distribucion significativamente mas positiva que aquellas en el resto de la matriz. La puntuacién resultante para
cada sonda es el valor P -log10 de la prueba KS con ventana alrededor de dicha sonda (Scacheri et al, 2006). Se
detectaron picos enriquecidos al buscar al menos 2 sondas por encima de un corte minimo (-log10) del valor P
de 2. Los picos a 300 bp de cada uno se mezclan. Se seleccionaron las regiones de metilacion diferencial entre
el cuello de utero SCC/AC y el normal a 2.500 bp direccidon ascendente del inicio de la transcripciéon para una
validacion futura. Finalmente, se vieron los datos del valor P utilizando SignalMap (NimbleGen).
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3. Modificacion por bisulfito, reaccion en cadena de polimerasa especifica de metilacion (MSP) y
secuenciacion por bisulfito (BS)

[0027] Se us6 un juego de modificacion de ADN (Chemicon, Ternecula, CA) segun las recomendaciones del
fabricante para convertir 1 ug de alicuotas de ADN gendmico con bisulfito sédico para preservar las citosinas
metiladas. El precipitado final fue eluido con 70 pl de disolucién de tampén TE precalentado (55 °C) para MSP.

[0028] Se tomd ADN normal de sangre humana periférica y se sometié a modificacion por bisulfito, que se usé
como el grupo de control con secuencia promotora de desmetilacion.

[0029] La MSP se llevé a cabo segun la técnica anterior. En resumen, se amplifico 1 yl de ADN modificado
utilizando los cebadores de la MSP (tabla 1) que reconocieron especificamente las secuencias de gen metilado
presentes en el ADN convertido por bisulfitos. La PCR especifica de metilaciéon se llevd a cabo en un volumen
total de 25 pl que contenia 1 pl de una plantilla modificada de ADN, 1,5 pmol de cada cebador, 0,2 mmol/L de
trifosfatos de desoxinucledtido y 1 unidad de polimerasa de ADN Gold Taq (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Las reacciones de la MSP fueron sometidas a una incubacion inicial a 95 °C durante 5 min, seguidos de 35
ciclos a 95 °C durante 30 s, y de templado a la temperatura apropiada durante 30 s y a 72 °C durante 30 s. La
extension final se hizo a 72 °C durante 5 min. Los productos de amplificacion fueron visualizados en 2,5 % de gel
de agarosa que contenia bromuro de etidio y que estaba iluminado con luz UV.

Tabla 1. Las secuencias de cebadores de MSP

Gen Cebador Secuencia
Forward (F'") 5' gttttcgtcgtttttcgttcggagate 3' (SEQ ID N.° 5)
DBC1 M
Reverse (R')  5' gctctegetcetegcetattacteget 3 (SEQ ID N.° 6)
Forward (F'") 5' tgtgtatgcgcgttttttcgttc 3' (SEQID N.°7)
PDESB M
Reverse (R')  5'acctatatatccgccgctecgte 3' (SEQ ID N.° 8)
Forward (F'") 5' cggcgttgggtatgtttagtagtc 3' (SEQ ID N.°9)
PTPRR M
Reverse (R')  5' aattacgaataaaaaaaacaaaaacgctc 3' (SEQ ID N.° 10)
Forward (F'") 5' tgacggttttttgtttattcggttattc 3' (SEQ ID N.°11)
ZNF582 M
Reverse (R')  5'cgaacgcaaacgtacctacgc 3' (SEQ ID N.°12)

M: Los cebadores pueden reconocer especificamente las secuencias de gen metilado presentes en el ADN
convertido por bisulfitos.

[0030] Todos los datos de la MSP procedieron de al menos dos modificaciones independientes de ADN. La
ausencia de sefial en experimentos por duplicado se marcé como metilacién negativa. El producto de la PCR
obtenido usando el cebador de la MSP (M) que puede reconocer especificamente la secuencia de genes de
metilacion se convirti6 en un vector pCR4-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). 5 clones independientes fueron
seleccionados y fueron sometidos a secuenciacion por bisulfito (BS). Los cebadores usados en la secuenciacion
por bisulfito (BS) se enumeran en la Tabla 2. La secuenciacion por bisulfito se efectué usando 377 Auto-
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los resultados secuenciados se muestran en la lista de
secuencias. Los nimeros de secuencia en la secuenciacion por bisulfito fueron: DBC1_BS (SEQ ID N.° 21),
PDES8B_BS (SEQ ID N.° 22), PTPRR_BS (SEQ ID N.°:23) y ZNF582_BS (SEQ ID N.° 24), respectivamente.

Tabla 2. Las secuencias de cebadores de secuenciacion por bisulfito

Gen Cebador Secuencia
Forward (F') 5'ggttaagtttttttityggygtagtt 3' (SEQ ID N.° 13)
PBCT Reverse (R') 5'tactccctctaccteccractctcte 3' (SEQ ID N.° 14)
Forward (F') 5'ttgtggygtagaggattattagtttggt 3' (SEQ ID N.° 15)
PDESE Reverse (R') 5'ctaaaaacrcaacccatccctc 3' (SEQ ID N.° 16)
PTPRR Forward (F') 5'ggaattttattttgaaatttttttgtt 3' (SEQ ID N.°17)
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Tabla 2. Las secuencias de cebadores de secuenciacion por bisulfito

Gen Cebador Secuencia
Reverse (R') 5'ccccacttcaaataaaatactattaaaaaaaac 3' (SEQ ID N.° 18)
Forward (F') 5'tagtgayggtttttigtttattyggttatt 3' (SEQ ID N.° 19)
ZNF582
Reverse (R') 5'taaacrtaaaaacaacaacccracct 3' (SEQ ID N.° 20)

Ejemplo 2 Deteccion de gen objetivo metilado en cancer de cuello de utero

[0031] Después del reconocimiento mediante matrices de CpG island-Plus-Promoter, se reconocieron cuatro
genes objetivo que pueden haber sido altamente metilados en la célula de cancer de cuello de utero, es decir,
DBC1 (SEQ ID N.° 1), PDE8B (SEQ ID N.° 2), PTPRR (SEQ ID N.° 3) y ZNF582 (SEQ ID N.° 4),
respectivamente. Su informaciéon detallada se muestra en la Tabla 3. En la Tabla 3 se puede ver que, entre estos
cuatros genes, excepto el DBC1 que se sabia que estaba asociado con el cancer de vejiga, pocos estudios hasta
la fecha han mostrado la relaciéon de dichos genes con el cancer de cuello de utero.

Tabla 3. Caracteristicas de los genes metilados en el cancer de cuello de utero que fueron identificadas
utilizando una micromatriz de CpG island-Plus-Promoter.

Gen UniGene Ubicaciéon cromosdmica Nombre completo SEQ ID N.°
DBC1 NM_014618 9932-9q33 eliminado en el cancer de vejiga 1 SEQID N.° 1
PDE8B NM_003719 5914.1 fosfodiesterasa 8B SEQID N.°2
PTPRR NM_002849 12915 proteina tirosina fosfatasa, tipo receptor, R SEQ ID N.° 3

ZNF582 NM_144690 19913.43 proteina de dedos de cinc 582 SEQIDN.°4

Ejemplo 3 El analisis del estado de metilacién del gen objetivo en la muestra de lesion de cuello de utero
mediante secuenciacion por bisulfito (BS)

Gen objetivo: PTPRR

[0032] Grupos de muestra de la prueba:

1. HelLa_0: linea celular de cancer de cuello de utero Hela;

2. HeLa_10D: linea celular de cancer de cuello de utero HeLa (HelLa_0) tratada con 10 yM de inhibidor de
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-deoxicitidina (AZC);

3. HeLa_DT: linea celular de cancer de cuello de utero HeLa (HeLa_0) tratada con 10 uM de inhibidor de
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-deoxicitidina (AZC) y 0,33 uM de TSA (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO);

4. AC: muestra de adenocarcinoma de cuello de Utero;

5. SCC: muestra de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero;

6. Grupo de control (normal): ADN de sangre de cuello de uUtero normal como grupo de control sin
metilacion.

[0033] Cada una de las muestras de la prueba anteriormente descritas se sometieron a modificacion por bisulfito,
y luego a secuenciacion por bisulfito (BS) para analizar si el gen objetivo (PTPRR) en cada muestra de la prueba
ha sido hipermetilado o no. El resultado se muestra en la Fig. 1, donde la region de metilacion se indica en
negro, y la region sin metilacion se indica en blanco. El gen objetivo PTPRR no ha sido metilado en el grupo de
control y en el adenocarcinoma, mientras que el gen objetivo PTPRR ha sido hipermetilado en la linea celular de
cancer cervical HeLa (HeLa_0) y en la muestra de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero (SCC). En
consecuencia, el indice de metilaciéon de PTPRR podria usarse como biomarcador para detectar si habia cancer
de cuello de utero o no.

[0034] Ademas, para averiguar si el indice de metilacion del gen objetivo en la muestra de cancer de cuello de
utero se podria regular a través de la metilacion de ADN, se traté la linea celular de cancer de cuello de uUtero
HelLa con 10 yM de inhibidor de metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-deoxicitidina (AZC) (Sigma Chemical Co.). La
muestra de ADN extraida de dicha célula se someti6 a modificacién por bisulfito y luego a secuenciaciéon por
bisulfito (BS). El resultado mostrado en la Fig. 1A indica que, comparado con la muestra de carcinoma de célula
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escamosa de cuello de utero (SCC) y la linea celular de cancer de cuello de utero HeLa (HelLa_0), el gen
objetivo PTPRR en la linea celular de cancer de cuello de utero Hela tratada con AZC (HelLa_10D) tenia una
parte de la region desmetilada.

[0035] La tricostatina A (TSA) es inhibidora de histona deacetilasa (HDAC), y puede utilizarse para reducir o
degradar el indice de metilacion. La linea celular de cancer de cuello de utero HeLa (HeLa_DT) ha sido tratada
con AZC y TSA. El resultado mostrado en la Fig. 1 indica que, comparado con la muestra de carcinoma de célula
escamosa de cuello de utero (SCC) y la linea celular de cancer de cuello de utero HeLa (HeLa_0), el gen
objetivo PTPRR en la linea celular de cancer de cuello de utero Hel a tratada con AZC y TSA (HeLa_DT) ha sido
altamente desmetilado.

[0036] En resumen, los resultados descritos anteriormente han confirmado que el gen objetivo PTPRR en la
muestra de cancer de cuello de utero fue metilado a través de metilacién de ADN.

Gen objetivo: ZNF582

[0037] Grupos de muestra de la prueba:

1. HelLa_0: linea celular de cancer de cuello de utero Hela;

2. HeLa_10D: linea celular de cancer de cuello de utero HeLa (HeLa_0) tratada con 10 uyM de inhibidor de
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC);

3. HeLa_DT: linea celular de cancer de cuello de utero HeLa (HeLa_0) tratada con 10 uM de inhibidor de
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC) y 0,33 uM de TSA;

4. SCC 1: muestra 1 de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero;

5. SCC 2: muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero;

6. El grupo de control (normal): ADN de sangre de cuello de utero normal como grupo de control sin
metilacion;

[0038] Donde las muestras 1y 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de Utero fueron muestras obtenidas
de distintos pacientes.

[0039] Dichas muestras de la prueba mencionadas anteriormente fueron sometidas a secuenciacién por bisulfito
(BS) para analizar si el gen objetivo (ZNF582) en cada muestra de la prueba fue hipermetilado o no. El resultado
mostrado en la Fig. 1B indica que, comparado con el grupo de control, el gen objetivo ZNF582 en la muestra 1
de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero (SCC), la muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de
cuello de utero (SCC) y la linea celular de cancer de cuello de utero HelLa (HelLa_0) fue hipermetilado. En
consecuencia, el gen objetivo ZNF582 en las muestras de cancer de cuello de utero seria altamente metilado.

Gen objetivo: PDESB

[0040] Grupos de muestra de la prueba:

1. SiHa_0: linea celular de cancer de cuello de Utero SiHa;

2. SiHa_10D: linea celular de cancer de cuello de utero SiHa (SiHa_0) tratada con 10 uyM de inhibidor de
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC);

3. SiHa DT: linea celular de cancer de cuello de utero SiHa (SiHa_0) tratada con 10 uyM de inhibidor de
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC) y 0,33 uM de TSA;

4. SCC 1: muestra 1 de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero;

5. SCC 2: muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero;

6. El grupo de control (normal): ADN de sangre de cuello de utero normal como grupo de control sin
metilacion;

donde las muestras 1 y 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero fueron muestras obtenidas de
distintos pacientes.

[0041] Dichas muestras de la prueba mencionadas anteriormente fueron sometidas a secuenciacién por bisulfito
(BS) para analizar si el gen objetivo (PDE8B) en cada muestra de la prueba fue hipermetilado o no. El resultado
mostrado en la Fig. 1C indica que, comparado con el grupo de control, el gen objetivo PDE8B en la muestra 1 de
carcinoma de célula escamosa de cuello de utero (SCC 1), la muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de
cuello de utero (SCC 2) y la linea celular de cancer de cuello de utero SiHa (SiHa_0) fue hipermetilado. En
consecuencia, el gen objetivo PDE8B en las muestras de cancer de cuello de Utero seria altamente metilado.
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Gen objetivo: DBC1

[0042] Grupos de muestra de la prueba:

1. SiHa_0: linea celular de cancer de cuello de uUtero SiHa;

2. SiHa_10D: linea celular de cancer de cuello de utero SiHa (SiHa_0) tratada con 10 uyM de inhibidor de
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC);

3. SiHa DT: linea celular de cancer de cuello de utero SiHa (SiHa_0) tratada con 10 yM de inhibidor de
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC) y 0,33 uM de TSA;

4. SCC 1: muestra 1 de carcinoma de célula escamosa de cuello de Utero;

5. SCC 2: muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero;

6. El grupo de control (normal): ADN de sangre de cuello de utero normal como grupo de control sin
metilacion;

donde las muestras 1 y 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero fueron muestras obtenidas de
distintos pacientes.

[0043] Dichas muestras de la prueba mencionadas anteriormente fueron sometidas a secuenciacién por bisulfito
(BS) para analizar si el gen objetivo (DBC1) en cada muestra de la prueba fue hipermetilado. El resultado
mostrado en la Fig. 1D indica que, comparado con el grupo de control, el gen objetivo DBC1 en la muestra 1 de
carcinoma de célula escamosa de cuello de utero (SCC 1), la muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de
cuello de utero (SCC 2) y la linea celular de cancer de cuello de utero SiHa (SiHa_0) fue hipermetilado. En
consecuencia, el gen objetivo DBC1 en las muestras de cancer de cuello de utero seria altamente metilado.

Ejemplo 4 Analisis de metilacion del gen objetivo en las muestras de cancer de cuello de utero

[0044] La PCR especifica de metilacion (MSP) se usé para analizar el estado de metilacién de dichos cuatro
genes objetivo en las muestras de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero (SCC). El resultado del
analisis del estado de metilacion mostrado en la Tabla 4 indica que, en la muestra de cuello de utero normal, la
frecuencia de metilacion del DBC1, PDES8B, PTPRR y ZNF582 fue del 11 %, 0 %, 9 % y 6 %, respectivamente;
en la muestra de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero, la frecuencia de metilacion del DBC1,
PDES8B, PTPRR y ZNF582 fue del 100 %, 47 %, 100 % y 97 %, respectivamente. De estos resultados se puede
extraer que, en las muestras de carcinoma de célula escamosa de cuello de utero, dichos cuatros genes fueron
altamente metilados. En consecuencia, el indice de metilacion del DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582 podria
usarse de hecho como el indice de deteccién en deteccidon del cancer de cuello de utero.

Tabla 4 Analisis del estado de metilacion del gen objetivo en las muestras de carcinoma de célula escamosa de
cuello de utero

indice de metilacion CGI de genes objetivo (%)

Normal (n = 54) Tejido SCC (n = 30)
DBC1 11 % 100 %
PDESB 0 % 47 %
PTPRR 9 % 100 %
ZNF582 6 % 97 %

Ejemplo 5 Analisis de metilacion del gen objetivo en la muestra de tumor de ovario

[0045] La PCR especifica de metilacién (MSP) se uso para analizar el estado de metilacion del gen objetivo en
las muestras de tumor de ovario. Los resultados del andlisis del estado de metilaciéon de la Tabla 5 muestran el
analisis de los estados de metilacién de tres genes, DBC1, PTPRR y ZNF582, en la muestra de tumor maligno
de ovario y muestra de tumor benigno de ovario. Los resultados indican que, la frecuencia de metilacion del
DBC1, PTPRR y ZNF582 en la muestra de tumor maligno de ovario fue del 50,3 %, 50,0 % y 56,3 %,
respectivamente; la frecuencia de metilacion del DBC1, PTPRR y ZNF582 en la muestra de tumor benigno de
ovario fue del 2,5 %, 0,0 % y 12,5 %, respectivamente. El nivel de metilacion diferencial fue del 53,8 %, 50,0 % y
43,8 %, respectivamente. En consecuencia, comparado con la muestra de tumor benigno de ovario, los niveles
de metilacién de dichos tres genes en la muestra de tumor maligno de ovario fueron notablemente mas altos. Por
lo tanto, el indice de metilacion de DBC1, PTPRR y ZNF582 podria usarse de hecho como el indice de deteccién
en la deteccion de cancer de ovario.
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Tabla 5 Analisis del estado de metilacién del gen objetivo en las muestras de tumor de ovario

Ov_Maligno (n=28) Ov_Benigno (n=28) Nivel_metilacion diferencial
DBC1 56,3 % 2,5% 53,8 %
PTPRR 50,0 % 0,0 % 50,0 %
ZNF582 56,3 % 12,5 % 43,8 %

Ejemplo 6 Analisis de metilacion del gen objetivo en la muestra de cancer de colon

[0046] La PCR especifica de metilacion (MSP) se us6 para analizar el estado de metilacion del gen objetivo en la
muestra de cancer de colon. El resultado del analisis del estado de metilacion de la Tabla 6 muestra el estado de
metilacion de cuatro genes, DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582, en la muestra de cancer de colon. El resultado
indica que, las frecuencias de metilacién del DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582 en la muestra de cancer de colon
fueron del 100,0 %, 100,0 %, 100,0 % y 100,0 %, respectivamente; mientras que las frecuencias de metilacion
del DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582 en la muestra de tejido de colon normal fueron del 25,0 %, 25,0 %, 25,0 %
y 25,0 %, respectivamente. En consecuencia, comparado con la muestra de tejido de colon normal, los niveles
de metilacion de dichos cuatro genes en la muestra de cancer de colon fueron notables mas altos. Por lo tanto,
los indices de metilacion del DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582 podrian usarse de hecho como el indice de
deteccion en la deteccidn de cancer de colon.

Tabla 6 Analisis del estado de metilacion del gen objetivo en la muestra de cancer de colon
indice de metilacion CGI de genes objetivo (%)

Muestra de tejido de colon normal (n = 24) Muestra de cancer de colon (n = 20)

DBC1 25% 100 %
PDESB 25% 100 %
PTPRR 25% 100 %
ZNF582 25% 100 %

[0047] El método de deteccion de cancer proporcionado por la invencion tiene las siguientes ventajas respecto a
las técnicas convencionales descritas anteriormente:

1. El método de deteccion de cancer, el biomarcador y el uso de los mismos, proporcionado por la
invencion, usa el indice de metilacion de un gen particular en una muestra aislada como el biomarcador que
determina el riesgo de tener cancer, y comparado con métodos convencionales tales como el raspado
uterino y el analisis del virus del papiloma humano (andlisis de VPH), tanto la sensibilidad como la
especificidad del método de deteccion de cancer de la invencién son mayores que en los dos métodos
descritos anteriormente.

2. El método de deteccion de cancer, el biomarcador y el uso de los mismos, proporcionado por la
invencién, se puede usar no solo como deteccién de cancer de cuello de utero de primera linea, sino
también en combinaciéon o como ayuda al analisis del virus del papiloma humano (analisis de VPH) como
deteccién de cancer de cuello de Utero de segunda linea, para conseguir que la deteccion de cancer de
cuello de Utero sea mas precisa.

3. El método de deteccion de cancer, el biomarcador y el uso de los mismos, proporcionado por la
invencién, se puede aplicar en no solo la deteccién de cancer de cuello de utero, sino también en la
deteccién de otro cancer (por ejemplo: cancer de ovario, cancer de colon y similar) para ayudar con el
diagnéstico de la muestra anormal.

[0048] Muchos cambios y modificaciones en la forma de realizacion descrita anteriormente de la invencién
pueden, por supuesto, efectuarse sin alejarse de su alcance. Por consiguiente, para promover el progreso en la

ciencia y las artes utiles, se describe la invencion y se pretende que esté limitada solo por el alcance de las
reivindicaciones anexas.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0049]

10
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ggtcttcace
agcagggcag
ggaaacaaag
gagagagaaa
ggtgggtggg
agaactgacc
agaaagttgce
tgggtttgtg
aggctgagaa
ccttctgaga
ctcectttgteg
ccattttgtt
gccteectgg
catacaatgg
gcagtctaag
taactcatta
aacagacaag
gactccaacce
accttttect
taatcttcag
agtaaacaaa
tgcttcagga
attttgcecttt
ggtctccaga
aagctcttge
acagtgtcaa
cgagacaaaa
acactcaggt
tttgegegta
cccagaccca
aggcggcecte
aacactcctce
tcceececatte
gcegcecteccee
tegetecegg
cgagcgaacce
agccgggagyg
ggaccagcga
ccacgectge
ttceccaccga
ctccaggtaa
ccgggecgea
ccgetettea
cctgtgectg
cgcgecteceg
gcggcgtegt
gggaggggtg
tttgtacgta

tgaagttgcce
ctgttgecta
agaaagatag
agaaagaaag
agaaggagtg
tggggaacct
ccaagaaaaa
gctggagage
gctetgeact
cccaggatca
attaaataat
tcaagactce
tggtcacatc
caatcataaa
tgcctttgea
caattccaca
gaattgaggc
tctetggage
atgacttecct
gggactaggg
cataccaaat
agaggcccta
ttattttcat
gaacttegtg
ttcattetgg
acactcacag
cccacacteg
actecgcgaca
tgecgeggtece
cgaaactccce
ccgtetetee
ggaagcaacc
atttteggcee
gcccggagac
accccacgge
cgcgagagag
cagagggagt
aggggacttt
agtcceccegeg
gccgaataaa
ggcggcgecg
tteggggegt
cctggeegee
gggctcaaag
acgtgtgcac
ttgegtttga
aagagagaga
tgtgtttgta

ES 2638294 T3

tgactacgtt
ctaacagtca
ggacgaataa
gaggagaggc
tgtgtggtgg
gtgttcaaga
agggagaaat
tgtcegtggt
ggctgetect
ttetggectag
ttttecececgag
tcttecteca
tctetettat
agcagacaac
tacattaact
tcaaccctat
ttaaggggta
ctgcacttet
gccecteecat
atctgcattg
gtgcgctgtyg
tgttagcage
gtettagtee
teccectecage
gaggttacgt
agagacgcge
atggatccac
cacacagtac
ctttggatge
tacggctcag
tecteteget
ccggegttea
gtegeegget
cgcecggcegeac
tgcaaactga
ggagagagcg
agtgaccgece
acggctgagt
cegtgecegg
aagcgtccte
ggtgcagcge
ccecegegete
ccgecgecte
ggctaattge
catggtggga
tgegtgtgtt
ggtcctataa
tgtgtgcect

gtctcagatt
tggaagtaga
aggaaggaat
aagagatagt
gegtatttet
cctgaaccetg
ttccaccagg
gctgactect
cctetecett
ctegatgtet
ttceccagtte
attagttcac
catcctttga
atgcactgag
catgagcagt
tagatgggta
agtgatttca
actgaatctg
ctggtagect
ctgatttggt
tgggaattat
cccagectge
ctgtaceccte
ttcteectec
gggctctege
agacacaaac
gcggecgtgg
agtcacgett
tecgtgegeat
cceccageeca
tctectecte
gctecteect
aagteccctec
ttggacttece
tectggegege
agcgagcaac
tteceggagec
atgagccagg
aatgcgagcet
ccgeagetcet
ccecgcagece
ctectgecect
caagtcttcet
gggtttgagt
acttgatgtg
cgtggtgtat
cctacttacg
cgtgtgtett

12

gatttcagaa
tctcagetgg
ggggcacaga
gacctggggt
tegtggtcag
gaccagaagc
cgaaaataga
cctcattggg
tecteteccee
tctectetet
atcactcaaa
tggctcectag
attaaaaaac
cactcactag
ctaagtgcct
gatatattat
ccaagaccag
gctettttac
taatgcttte
ttaaatcaga
catacgaggg
attcaggctg
gceectteee
tacatcctge
ctacacaccg
ggacccacac
aaacacctgce
aagggcacca
agacacaaca
ccegggcecge
ctccgectaa
ccecegececee
cceggegtag
ctcteccatte
ggggaggagyg
agcgagagcg
gggattcatg
ctgctaggag
gcacgcaggyg
ccgccaaaga
cgetgecett
ccccectaceg
ccagttctag
gagtggcgtg
gtgctagtgt
gtgtgtgtcce
gcgegatgtg
tttaattagg

ctgcattate
gggatgatgg
cagaaagaga
ttecatacege
aatcaaagte
caagggaaag
aatcgetgac
attccagtga
tcagtcctga
ttetecettt
catttctett
attgttctag
aaacaaaaaa
gtgtcaggga
ttgcatatat
tattctatta
acagctacag
atattccaac
tattcttgee
agggaagcaa
ctttatttte
attgcagagt
cgectetggt
ctacgtagag
agagaaacaa
gggcaactce
cgeccccagaa
ggattccggg
ccctacacge
cctteecteg
agatgtacaa
cggcegecge
cceggectee
gccagecgece
agagcgcagg
agagcgagag
cctgtecteg
ccaggtacce
ctecteeccaag
cggacattga
ggacccggec
gcacccttgt
ggagggggtt
tgtgteceeg
gtttgegtgt
gtgtgtgtaa
tgtgtgcatg
tctetecage

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
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



ttacacggaa
ttectettgg
tatttageccec
cactgggacc
ctgtcacttt
tggatagtgg
aaagtctggg
ttctgttggt
aaagcgtcect
atctggggeg
tegtetttet
ctctccatgg
agagagagag
gggagatcta
aattgactta
ccaagggcag
ctttettett
ttggtactgt
aaaggcttge
cteggcaget
taggagaaga
ggccgcetgaa
cacatatatt
cacacacatg
gecectagtgg
ctgatacctce
tcagggcaga
atttttggga
gaatattaaa
acattcagta
gatcaatacc
ccectatett
tcaaactteca
aagagaaaag
acacacacac
gagagacaga

<210> 2
<211> 5000
<212> DNA

tgggaccctt
ggctetggge
aatgttggta
cacagcettaa
aaattctaca
gtgacagaga
atagggattt
tttggggagg
cggggacttg
gctgtggatg
tteecccattt
ctccectgga
agcaagagcg
caatttgaaa
aactgetgtce
gggggcggtyg
tcctecatet
tgggcttggg
cctactcage
gttactttet
caagggctgt
aagccctett
ctaggaagat
tgttcatatt
gtgggttcta
aggctgaage
gctcectgga
actgcctcat
gagcagaaag
gtgggttagt
ctttecacte
gccaacctge
cattttcaga
atccaatgec
acacacacac
gagagaacat

<213> Homo sapiens

<400> 2

ES 2638294 T3

actataggat
ttggggtttg
cgcettgaagg
tatgaaagag
ctgggcagac
aagggggaag
accctgeate
atctggcaag
ctcatececate
atatggaagg
caggcgggga
gttaggggga
agagagaggg
aggggctgtg
ggtttgcacc
gaggaatctce
cctgggaggce
ctetggggee
aaaaatgcetg
caaggtaagce
gacgctggga
aggggaaaaa
atatatatat
ctggggagag
cctgcaggeca
cttcacatag
ttatcttggg
tttetectett
gcaggactct
ggcatgecca
ctecccageaa
caccatgacc
gatgcatttce
tcaatcacta
acacacacac

cacgtagtca
gggaggatta
aaaattccte
acatggccaa
tccaagattce
tcagcggtgg
ccegtttgea
tttgcatgga
acagttgcaa
agatggatgg
agececcaga
tattgagaga
agacagagag
agtgtggaac
tecgegtcetet
agccaggaag
tctttaggta
agccattgat
agttttactg
ggcagcegtt
cacagcctcet
agtagaaata
atatatatat
ataaaagcaa
cttgcagaca
ccacagagaa
tagggggtac
tecctaattca
gtggcctaaa
ggactagaat
tatacactct
cctaccaaga
agggttttte
ttecececgaaag
acacacacgg
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ccgggaaacce
tggggctgta
caaacggtgg
ccececegagge
tgatgggaat
getecttate
atcaacagag
tcecececteag
agggtctcag
ggcactttce
gagtctetee
aggcagagag
agagagtgtt
ccatgacaga
cacttggctce
gtagtttggg
ggtceccttgg
ttgattccca
ctgttagcat
ctgctectcag
tgtctagcete
tatttggect
caatcacaca
acatgtattt
taccattcte
tectecttcag
tagggccaag
cagacgatcg
gagggaatga
ctaggettat
aggactgtat
caatcgecttg
tatctggaaa
acacacacac

tggtgggggg

cgetgtggac
gatggcacct
aatcctgceta
aaatgagacg
ttggagacac

tggggcttgg
ccecteegge

gggaaaggag
aggaaatttc
taagacagat
ctaaatatge
gtggagaggg
tcagtactga
atgtggcagt
caaaatactg
tcaaggcect
ccaccctgge
gctgectett
ggcttccaga
gcagggaggc
agcacggagg
aaaaaatgta
cacacacaca
gtaggaacct
tgtccagagg
gaaactcatg
gaggagaccc
aaactggaag
gaattcceca
caatcagcta
attgcteccca
tectteectea
catggcectg
acacacacac
aggactgaga

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
5000



agaacaactc
tggtcaattt
cacaaatgtt
ctcagaatct
tccattaaaa
tcaaaaaaag
ccctgtataa
ctgtettttg
taagaatgaa
ttaagectct
gaccatctaa
cagtgactga
gaacagcagc
atgcctcace
acagcagttg
taaggaagag
ttgecettgga
atcccttgge
gggtcacecat
catgaggtet
cctgggetgt

tgaagcatca
ctececctetge
gactacaaga
gcttetagga
aatacagcat
agagctaaac
ctgaatttgg
aagtcttcat
aaaaaaacaa
atgttactge
tttatctcec
atgggcagtg
catccttcta
aaggagaatg
acatgggegg
gtgaaaatgg
tcttagggga
acaaacttec
ccaactcage
cteccatcact
agggeccectg

ES 2638294 T3

tceccacctte
tcaagettge
gcacttecta
ggacccaacce
agacttttte
tgagaagaga
gattgggaat
ccagtcacat
aaaacaaacc
ccttgteegt
cgtgecattg
gtgtctegea
aaggcattct
agggaaggcc
ctggacggga
gggagaaagc
acgtatgtgt
aaacgatgag
cttecggagta
tceegggtat
ccattteggg

agaatcctec
cteccctecat
aaaagcctec
tgtgcagaaa
caggttaget
agcaaaggta
gatatecttge
ccaagagtgg
ttaaaattgg
ataagcaact
tgaaaatcgg
gctgtaacte
tecctetecte
ttgttgactg
tagaaaccag
caagaaccat
tcaagggtge
tagacatgga
ggcggtgggg
gttgagaggce
aggggcctec
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ctgcagggat
tcectecett
ctetgectge
ttttatgage
ggagatggag
gaagaataag
ttctctatga
tccaggaaga
atacttettt
ctagataaaa
gcaggaatta
agagtttaca
cagcacagcet
ccecageccag
catgaacatt
cagacagett
cttecteege
atgggettet
ctgggggaag
aagcaaatgce
tggtgtttag

gcetgagget
tatttecetec
taaacaccat
aatttgectg
tttttttgta
gttagactct
aatttagaaa
aaaaggaaaa
gtgcettgea
tcectttetta
ctgegggaac
agggaaggat
cagtctgtge
agtgtgagga
tagtgacacc
ctttetgtte
agggccteee
tctgaagact
aggacggaac

ggtgggtggg
ctetgggatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260



tgtgaaaatg
ggggcgetgg
gaggagggga
gcegagecge
aggggcgcag
agggtgggag
ggcaggcggg
ggtegagetg
gagcecgtgttt
tgtatgegeg
cgegeggtece
cacaggccgg
agcgggtgeg
gagggatgag
acteggacga
ccectgeecegg
cgggaceece
gegegggtte
gcagcgecga
ggcacacgcee
gcggagttgg
cttttcattt
gggtcctgga
gaagcaggtg
aggaagaggg
agcactgagce
atagtgecce
ggaaccgage
ggagcagagt
gacagaattg
cgtggtttce
cagagagtgg
atatttattt
ctcaaagtac
tttectttea
tectaatgte
atggattatt
gatgaaggca
ggaagtccaa
atgaagcttg
ccattatagt
tecctaactat
aggatttatg
gctatacttt
ctttaggage
attatcagta
ttgtgacagce
tttgttttct
tttgttcagt
tcaagaggct
ttagcagett
ttgacectggg
taattcacte
acactacttt
gagttattta
gtatcctttt
tgttctgtge
agactaagca
ccccaccect
tacagtggtg
atgaagtgta
gcecttgatete
tgaggecatta

tgttggtgaa
gggcggcegte
gggcgecgag
gggcacgctc
tggggcccgg
cgagggaggg
caggcgggeg
ggcggeggeg
ggggegecge
ctecececeget
ccggaggetce
ggggcgcegea
ctgggtceceg
ctgegeeece
gtecageteg
cctettegte
cagegtagec
cgecagceeece
ggccgagact
gtgggggccg
gtgaccgtga
gtggagatga
agcgtcectta
ggctggectg
gtggggacca
tggatttgeg
atattcegat
gtagggattt
ggaacctgtt
agagaaccgg
agtgcagtac
gattttgagg
cttaaagaca
cgttaaatec
gcaaacaaga
agatagaatc
tgtcaaagac
gcecacagtg
aagtttttta
actgatgttt
aaaaacatcg
tgaatgttaa
acagtacaaa
gettttgtea
aattttcagg
aagaccatcc
tcatgaactt
agaatatcta
agaagaaaga
gcttagagac
gtataaactt
taggagttta
taacccatta
geattgtgtg
tgcaaatctt
aggcctgtga
ccttttgttg
ttcttttttt
ttccaaagcea
gaaggttgta
tectecattat
tetetetete
tgatgtcaaa
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aagcgagagg
gggatgagtg
gegeggtgec
tgcectgteg
gcggctgegg
aggggacggg
ggcgeectgg
ggggeegege
ggcggggagg
cggggaggaa
ggcggggggc
gtccgggege
gcggccgegg
agcatccatg
ccececgecaga
cagaccgacg
cgegtecgea
gecgcegacca
cagacctgcet
tccgeceegt
ggcggttggt
tgggagceca
gctggtectg
ttectecttg
ttgagagecat
tgecttgtag
ttttacetgg
gtgaatgaat
gtttgtcact
gccatgagtt
agctgtctga
aagtggaaaa
gaagaaaaat
aagaggcettt
taacaatggce
acagecttta
acatttgtat
gaggagtgag
atgaacctat
gettgtggtt
tttattgagc
cagtgtgatc
cctaccagtt
agctctetet
gatgaaaatg
ttttgeectga
tgtgatactt
taatctcagt
atactgaatg
caaatgaagt
gtattaatct
actcattttg
ctgggaatgt
gatctcagaa
acagaattat
ctcggtgttg
ctgagataat
gccgtaagag
cacaggtgga
atagttteca
ctacttggec
ttttctagea

cttacacage
cagaagagac
agctgcegeg
ggagagctce
ccgcggagec
cgcagaccga
cccagggecqg
cgagggagga
gtggeggceg
gatggcceccaa
accgceggeca
cgecegeggec
gcgegggegg
tctegecagag
ccaccagegt
ccgecgacge
gggceeegeac
ccageagggg
acaccagegt
cggcggggcet
ttggagaggt
ggaaatgtgg
ggggactggg
agggcaggaa
tecggtggeca
gtgactggtg
gattaccage
gagtgttcegt
gtaacgtttce
cggagtgtca
ggatgattct
aattgtttag
aattatttaa
tcattgtgta
atatcctatt
cctggtecaat
ttttaatagt
gagaaggata
ttttttttta
gcagtgtttc
acctactatg
ttagecatage
gceccattegt
ctecteeceect
ttaaatttgg
cggttgaaga
tttttggttg
ttagtacttg
aacccattct
aaaaactgaa
cattgctact
ctttatcaag
tggaaatgaa
agtatatatt
tatcacagaa
tattgtettt
tttataaaaa
tttgagatag
aaaataaaat
ccecectecee
tetggtatte
ataattecatc
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cettcagggg
gaggcectetg
cacaggggec
gggagcggeg
ggggcacctg
aagtggggaa
cgggtgcggg
ggggaaggeg
ctggtgegeg
aagggaaagt
geecgacgga
gececccteac
gcgegegggyg
cggegtgatce
gtcgecaggge
catccceeceg
cgagetggge
ccggaggcege
gaaggtaaat
cgcacgggta
tgtcactaag
tcagaaaaag
cggggaaggg
ggctgtgget
gtectgttga
cagttgecage
caggetggag
gttttaagag
tctgggttag
gcagagecac
gcacatacaa
atggttaaag
atagtgtect
aatctgggea
gtacagagag
aggttaccaa
taaaaacttg
acatgttttg
acagcatctg
tctggcagta
tgccaggagt
atgtctgaag
tacagaggca
cecectgtteac
tgaaaatatt
cctgaageag
ctccagagaa
gcaactctag
gtacattttt
gggacaatga
tggcttaagt
aagattccea
accectggtt
tgaagtgaaa
ctgcectaat
tctcaategt
ctttacattc
ttgctaggca
ctttaccatt
ctggccattt
ceccagagtge
tcattaaget

aagaggggct
gacagcggag
ccgcggcgga
ggaggggcgg
aggaggaagg
agaaggtgca
agccecggega
gaggegeggg
cggggcgetg
tggggtgacg
gcggcggaca
tgcaggtggce
gagcceggeco
tactgeccggg
cecggeggeac
ageccgegegt
ageggtagea
cactgctgea
gececcgeget
gggggctceg
gaggagttta
gceccctggag
agcgcagaag
tggtttatge
atgaaatctg
accaggatag
tctcagecaca
atgtgggaac
ctgcatccta
cgtgagggga
ctgatcttec
cagtcgctaa
cecegtatgtt
ctgggtettt
aaaaaaatac
gaaccattec
gtecttcattg
gcttcaatct
attgtttaac
atcataatca
aagctttcetce
actagagtcet
tgtgctgaac
acaaagttag
aagttgggat
tagttcaaaa
attgtgaatt
ctactccatg
aatacttcecc
gcecccaatta
attaaaaggc
aataagagcet
cattgactta
tttgagacca
atatttaata
aaagttcaca
atttttttgt
cgtggtggtg
tggtcctgtt
tacatcaatt
aaaaatgtgt
tttagaatga

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
5000



<210> 3

<211> 5000

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3

ES 2638294 T3
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aagaaaaata
agcatttcta
taaataaatt
gaactttgtc
ttgctctagg
aaattctgtt
attattttgg
aataggagaa
ggagtgtgcce
catggagata
cattgtccce
tgacataaat
cacctaattt
atggagaaag
caattatttg
atggagactt
tatgaggcac
tagagttagg
ggtggtgcaa
gaaagggcag
gactagcagce
ggataaaaaa
ggatgagtcc
taaagttaat
tattctacta
gaagaaagtt
aagctgtagg
ctgecttggg
tcctgtagge
tcggtccacg
gtcatcagct
accccacctt
ccgecacttee
ctactctget
ttgcctegtg
tgggctggeg
aggcatttge
ctcteteccet
actgctctge
ggctctttet
tcaatgcaaa
ttcacgcetge
ctgcacatge
gtaaaacagg
tgaggccgaa
gtgaacattt
tcectgetet
catcctgcecta
tctagcgage
aagatcgaaa
ttgtcactcg
gtctctttca
aaaaaaaaaa
acagatttga
ttgaggcacc
agatattata
gacttgctag
cagggagatt
ccagagacga

gacctattgt
gtaacagatg
atctcaaagg
aactatcatt
gagttgggac
ttgegggggg
tttgttagaa
gaggttgcag
acacgcatgg
tgtctctatt
ttcteccact
cataaaagaa
aagctctggt
aaagcactga
gctaggacaa
caatgtgctg
ggctaaacaa
gctttectgga
gtggaggaaa
aggccctggg
aattagccat
ccatctaatg
aggcactgac
tacctccacg
gtctaaaagt
taaatacagt
aaggacgaag
aacgcttcce
gagtcctggg
tgtaaatcaa
ccctectetg
cggatttgtg
cccttececa
ccaagccgcece
agggccggcg
cggagtccac
cgcctetgag
ctcttaggga
aaaccccage
aatagcactt
cactatgcegg
aggtaagggg
ttaaggactec
acagtacctg
aacttaacct
tcaatatgaa
tgtttctagg
gatgtaacct
gctcatagga
tacatggtte
aattttctaa
gcaccgtgge
acaattacag
taaggtgtaa
agaatcaata
tgtggtgtce
gctgaattce
ttagaaaccce
ggcattttce
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aagtgggata
ttagatgaga
ttgactcagt
ttcatttatt
atatcaataa
gagtagggaa
agtgatacgg
cttagagtgg
gggagtaggg
ttcagcagag
tgttggagtg
ataaatggta
ggatagccta
atgagatgtg
ctttattcaa
tagaacaaac
gtgttgtgga
aaagtgagac
atgggaaaga
atagttaaaa
gactaataag
gcagactgtg
gtgatccatt
aaacaaaaag
atcttctcac
cattgagctg
tcacccccaa
ccgagcagece
aagctggtca
gatttgggga
actcctgtgg
atggacgctg
cccccacecece
gctaagacce
ctgggcatge
cctgeegtet
cgcettetgtt
ggttgaagct
cgaggacctg
tacctgaagt
agagcagtct
ttgccagget
taggaaaagce
acagggaagg
aaaattagct
tacaggtttg
ctatgcactt
tttctactge
aggcattgge
acattagtga
gccaataaga
tagegtecge
ttccaaaget
ccaagagtaa
tcaagtcteg
ctgcetttttg
ttatcattgt
tactgtgaca
ctgagtgtge

caattatttt
agagttattc
aagaatttca
catttttgag
agtcatcaaa
atagatacta
gaaaagcaaa
tttgggatga
ggtggagcac
aaggcctgte
cttectggee
ccgectggge
tttecccatta
cagctcaact
gttaatggaa
cacagataaa
agagaaagat
caacattaca
ggcaacagtg
gagaagtcta
gecttteccaca
gtagcctece
atctttcace
gtgccttett
ttetttetgt
gaaagagtgg
gatacatggt
agaatgctca
atctgcaaat
aagagtaggg
tegtgeccecee
ggtccctagt
cacccccaac
ggagaagcgyg
tcagtagecceg
ccgecttgge
ccecttaccee
ggtgctggtt
aatcccggag
ggggtcgtgg
gcttecctge
tagagccgga
ttgecttgeg
ggtgagggag
cttgattttt
ctecccectt
aactgtcaat
agcggctact
tgtaacctga
tgctgcacca
ggaagaaaag
tggcatatta
gacaaccctg
cagtgagact
tgaggaagca
catacatagce
cacacacaca
gcagttgtece
ttectecatceca
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tcectaacct
ttctaagcett
aagagttaat
tatctatttt
gttcttcaac
aacaatagat
ctggaggaca
aatgatagtg
gttgctagag
aagatattaa
ttgtctcteca
tctcetgatcet
gttgtctcaa
caatgggcac
tacaaaactc
tgaactgtct
cactgtaatec
ccttecgaaaa
tccataaaga
gctgagggac
ctccaaagac
tagagacaca
ttaaagagta
gtgcttcaat
cactgtgagg
aaagagaagc
tactgcttac
gcagtggaag
gccaattcce
tgggtggcat
atctactcte
aaccacagca
caccacccca
aatttcactt
cggegcetget
ttctgggegt
gcaacctecct
tectgteggeg
actagaagac
tggagtttct
gctgtgectg
gctgtgecatg
aagaaagcct
tegtgcacct
ctttacttta
cgcctecect
ttttcaggag
acattcataa
tggaccacat
ggctecctttg
gtttcaaata
aaaaaaaaaa
ggttaggcac
gctecccaaat
aaccttggga
acctctattt
tgaaccaaaa
atgcagtagt
atcacacata

ccagccctge
tacagaatge
tgtcagtatt
gcatgaggca
attggagctc
tttataagta
gtgaatcagg
ccacagaaat
aggggctaga
aagtacatct
gagctgaaga
tataaggtce
ttcacagagg
ttgttagcce
agcagttctt
gaaagaataa
tagagttagt
ctagtgtggt
cacagaggca
ttcttgactt
ttagatggag
gagctgggee
aaagggaaac
tacatggata
acttgagtca
aaagaggggyg
accaagcaag
acacctctat
agcagtgagce
ggttgacaat
actcagctac
agtgtctcce
gcgatggage
tgaaattcce
gctgggetge
ccagaaggcce
actgctctte
ccacagactg
ccttggeggt
ccteccaccte
ctccttaatce
agatgggaaa
ttctaaaaag
gttggaaaac
tacgaaaata
ccgtctagat
agggataaga
ggtctettgg
ctcecgeccaa
gccectgete
gaatcctett
aaaaaaaaaa
tgtcecctegg
ataaatagat
agtacctgag
aatgcagaca
taaaatatgg
cctgtaacaa
tccattcatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
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



ccttcaageca
gttctgaaat
gtgtacaata
atgtatcatg
acatgttaat
attttgagaa
tgaattattt
cattgggttg
cagaaaaatc
gtgtagtcat
ttgagtaatt
tttactgtag
acctagaagc
gccaatccaa
attaatcaac
ttgcaagata
acagcagatt
aattttaaac
tctaataaca
gcttctatac
aagatattaa
ctcagaacag
taactgtaaa
ctggtggaac
gtaagtgtte

<210> 4
<211> 5000
<212> DNA

acatttgctg
tacaatcctt
gtaggagtga
aatcttttga
tgttataatt
gtagaaaata
cgttaccaca
agttttattt
tcaattctta
tttttcaaaa
atatcttaaa
atgaatatte
ctgtagccect
tccatctceta
caattttaat
ctattcattg
gtaagtttaa
agcaatttgt
ttgttaggge
atttggagat
tctctacttg
aggctgactt
gctaattgat
tgatgacacc
tttttagcta

<213> Homo sapiens

<400> 4
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agtgtatact
gcagtatctt
aatatggtac
gcaaataatg
atgatgttat
getatgactt
tacaattctt
atagtattge
ctaaggtagce
ctaacatata
agttataaat
gggatgagaa
agattttacc
cttcaacttt
ttaataagaa
tattcatatt
tattatagtt
gggtcacaag
ttttcatcag
taagaaaata
ttgaaggtgt
cataaagaag
ccattttggt
ttataatgcet

atgttctagg
ttttaaaaga
tttettatte
cataggatta
attgtggagt
gattattaaa
caatgctgaa
ttaataatag
aatgatttag
aaaaagttta
aaactgaagc
aaatgaggac
tggagttctg
ttaatttgeca
aatgcattta
taatatagta
ctcettgceccaa
ctgtcatcag
aactaaaaca
agtggatggg
gagtttgtta
ggaaatgaat
tacgcccagg
ttagagatgg
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ggtaatgagt
gtgggtgaat
cagctaacgce
ttaaagctat
tttcaatagt
ttatttgcaa
atgtgggatg
actgacacaa
ctggtctgece
aagatcacat
atgtgaaaaa
ttttgectcat
ccaaagggta
aaacaaagat
aggacatttt
aaatacattg
tttcatttta
attaaaattt
aacacagctc
atgacaaaga
cttttatgga
tctatacatt
gtatcagcaa

gaggaatgtg

aaaaataatt
tttattctet
tattatttaa
tattaaatac
tctttggcac
acagctgtag
aaaacataca
acattcatta
aacaatatca
ttgatacatc
catgtecttga
cagatgagaa
tattaccaaa
aaaaagtaag
tatatttcaa
gtgttttatce
aatgcatttt
atcacagtta
cttggtctaa
tcaagaaatc
agacttttet
caggcctett
ctgctttatg
ctaacgggat

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5000



gacgacecctg
tagactcaca
tcagagtcag
gtgagaaagt
gtttggtett
cactcaacac
agaacatagg
gtcttgaace
ctcacaagtg
aataaccaac
aagctgcaag
aaccgagata
tctaattcta
taccetetee
gcagaaagaa
ttttacatat
actttcaaat
agtcttagag
aggtttgagg
ggacaaactg
gtcctgaceg
gtgtaaagte
attaacaact
tttacatcett
atagatgtaa
tccttegaaa
caatcttceca
caacgaccca
tgacggeccee
gatagcacace
gcactecctee
atceggcette

aatgatccet
gctgattttg
aagtggccat
aaaaatggta
tttecettect
agtgggatgt
aaagatgatg
acaaataagg
tgaaattcaa
ctetgagett
cccagecatta
ggcacgaaga
aaagtgtget
tgaagaatgt
agcattaget
cagttactece
gtggagaccg
atggttaagg
gaaacaggat
ttecaccteg
gcatctggea
cagggettet
acctacggeg
tataacgttt
tgtttaaaat
ccttetggta
cagccgceaca
cgcggagtea
ttgcccacte
ccageaccac
gcgcactgeg
aaggceggge

ES 2638294 T3

gcctectagt
tgaccaagag
ttcatcatec
tagaagaaag
ttecteecata
taaagggaaa
actttttgea
tcaagtagga
ccatecettge
tgcttatatt
cattcttect
aactaataaa
ttccaccaca
gtaaagaggce
tcagtcatat
tccccaacaa
aggcacatct
gttcacacte
caaatcaaaa
gacagggaga
cteggactec
cacatttgat
gtctgatatt
ttattttgeg
tagttaccag
aaactgttgt
cagttgtgta
gaagctaceca
ggtcactege
agacceccagg
caggcacgcec
tgctgecttt

acttatacte
tataatggtg
tctaaatttce
ttagectgag
agcaaatact
ctagagecac
tctaccctet
taaatctaca
tgaagttgte
attaaatcat
tttatggaca
tggctgaaat
tcacecgecace
aatatggtgt
tagcatecctt
ctcaatgaat
ctaagactgg
ttaaccattt
gagtcactca
gtttecgeat
caatcatact
gacaccaaag
tgecccaagag
ttetecttea
ataaactectt
tccacggaaa
tccacegeta
ccacacactg
ccacaatcte
aagcaaccea
tgegteegge
acgcctaaag

19

ttgtgtagee
tatgacttca
tetttggeag
agatggctgg
gacgcatgta
tegecectte
cctettgaac
actgtcteet
ttttaatatc
tttatttgac
aaaaaaaaaa
gctatttgaa
tacaaggaaa
gttttggaaa
atccagcage
tagatgccac
agttcaggca
attacaccat
ggactccagt
tctgagaccee
ggatcacact
ccgectaaaa
atgcegecece
taacccacat
acgcttecaa
tgggaacgta
aacggteccca
tcaaaatcac
tcgetagaga
gggactegaa
tcaccctgaa
actatgttte

tccacctact
gaggcttggt
attaatgaat
ctttgtacct
catatagaca
ccaagatcag
tcgcaacact
caactgteceg
agtaatcage
cctcaggaca
aacaaaacaa
tccacatcetg
atgcagccte
aagcatcettt
agtagcatta
aatcatccte
ttetggetece
agagctcace
cctcactcaa
agcataacag
ggctcgggat
acaagagaga
ataaaactce
ttaactcacc
actttaaggt
acggatgagg
gtcatacatt
gcacacacag
atcacacgca
cacacgaaca
acatecgcgag
ccggaagaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

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



ctgeggegee
ccggetgege
gcgeggecge
caggcgctet
agaacgcaga
ccegeeggee
ccaggtgeat
tgttttgeat
ttcatgaggt
aacttatact
tgagtggatc
ttataaaagt
aattatttca
tactececttta
actgcgaata
tgtgttagtg
ctttgettgt
tgtgeccaaaa
ttcagttete
tatggaagga
ctcttactgt
gcatgcacaa
gagccaggta
cctggaaagg
tggcttgagg
gcecctecagea
ggggaaatgg
ttecctggggt
gagggcaagc
ctcteatgtt
gagaggaacc
agtttttaaa
tccagaaatt
tcctetecca
ctgcatctee
agagcatcct
catatagaaa
tcctgetttg
aaaaatttga
acatccteca
gcgatgtage
tagagatctg
ttgatagaaa
tgettgtgtt
atgaaaatcc
tggggaaaat
taggtctcac
cactgtttet
ctgtacacag
gttttactca
acaaaacaac
attgaaatac

<210>5
<211> 27
<212> DNA

ggccctateca
acggcgaatc
ggtggcactt
ggggtccage
cgtetegect
ctegeggegt
ggacccctta
tcactgttat
tctcagagag
tgggaacatt
acaggccatce
ggtcataata
cttacacgtt
cagagtactt
cttgggtgtt
agtttgactt
cagtttttga
atgattcaac
ctatttagca
cacatttatg
tccttecaac
agcctcagtt
gactttcaaa
ctttattcta
gaagccctece
tccctgtett
gagggaaagg
tgggtgagga
aggtggggac
tgctetttee
agaaggagga
tcccataaat
tggttcteag
ttgtectete
tgatggtttt
ttgtaagaac
agcaggggag
ggaatgatta
tgccagaatt
ttagtttett
aagtgagatg
atccaaccte
attgtgcact
atgttcecaac
tgtatctaag
ccatcagaaa
cttgagaatt
taacaataag
agcattgatt
tcceccattte
ccceecteee
atatatatca

<213> artificial sequence

<220>

<223> forward primer

ES 2638294 T3

tggcgecagea
caccggtace
ggacccgagg
aggagctggt
categteget
gecgetttetg
ggtgggtgeg
gegtgeettt
ttacaagacc
ttatatgtte
ctttgtaaat
aggaaaagct
acttagaacc
cttgtttaac
ttttettececa
ctttttgetg
tagtcatttt
ctettggeta
aatattattg
tgctgataat
tctateccecat
tgggctgtag
ggtgttatat
ggctgggget
ttgtccttga
agacttgecat
accactggtt
tcecectttgee
ttgtaacttg
tcccecaget
cctatcagee
atttgettte
actttecccat
ccctetgaca
cgtctgctag
tgaagtttga
gtggtgttgg
atgattggat
aaagtctagt
tagcttaaga
atcatctagg
gggatccaaa
caataaaagt
ataatgatga
atagaaaaca
tattttttgt
tattgtatge
gaaaactcca
tgcagttaaa
ttectgtecace
gcaaagacct

teggtgtget
gtggtggaag
aggcggcagg
gccegggecg
ctgtggettt
gecgeccectt
caggggtcte
tttttttttt
ccagaagact
aaattctatg
aggatatcgt
gcctattaca
aaatgtttgt
agtgagctca
atttttttgt
aatgttctca
tgatagtcac
cttgtggact
gacatgcage
ggagcactgg
ttgttgatge
agctttttgt
ttgctgecagg
atgcaaatga
ggtaacatgt
ttgcagcaaa
ccectttgee
tceccectect
gcattctagg
ctacegtege
cttgaaatte
cttatcttga
tttagggaat
aatgcccaca
gaggagaaac
agagatggaa
ttggtttcag
atgtaattga
ttgacgttgg
ggaagaaaag
tgggtgagtg
ataagaggat
tatcteccatg
acttteatet
tgtttccata
tgttattgtt
caagtataga
tttagettga
aggaatgttt
tttcacatte
gcccecatete

20

ttgtgegtcet
cgegeectgg
tgagaggttc
gttgggtcte
accggegtga
tctgettcca
cgaccccectg
aatctgagag
tagaaccgct
tccageaatg
gcagttaata
tcatattaag
aatgcagtag
agaactggtt
tttgttttgt
aaggattcag
ttggcatcce
tgecctactta
tttgtgcact
gegtgetgtg
aaggcatgct
atatttggceg
agagagttaa
tgcaggectt
gggtctcagt
acagaaccac
ttgcagcage
tctecatttte
aactgtgagg
aggactctge
taaaagtcat
aactttccac
aaaaggacca
gatttattct
tcatttccct
tgaatgctta
tttcagegea
ggtttggctg
acagagcatt
tacagagctg
gtcagggcett
gtttgagtca
gtttttecca
ccaagaaatt
attttaaaaa
attccaaaag
gtgggcagtg
ttttaatttt
gagaacaatt
agtcccaccce
ctttecatcce

gcgcecatcett
gctgccgggg
cggagcttte
aggcctgaga
gactacattt
gcctecatage
aaattgcgga
gaaatcttgt
agtttagaaa
gggaaacact
caaataatgc
caacattcat
gcaccttata
aaatgacaac
ttttagectg
tagttaatat
attatatgge
cgtactaatt
gctgtgtete
tgtaatttgt
ccatgaagtg
gttgggaaaa
atggcctagt
ctatgctecce
cactagaaca
tggatgttta
taaagctggt
ttggtgggca
caagcctage
ccttecccaa
gtcccttgtyg
ctgggttcca
ggcaggagtc
ctatagcatt
gtatgaaatg
ggagcaatca
tggtacagtg
ggaatccatce
tgaatctggg
aggatggtga
ggaaaagcct
gttgtttcac
tgaagaaaaa
cttgacttac
ataaaatatt
atagaagtga
tgctttatta
catcccagac
tgatcattct
ttcttgtteca
actgtgaacc

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
5000



10
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25
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35

40
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<400> 5
gttttcgtcg tttttcgttc ggagatc 27

<210>6

<211> 25

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> reverse primer

<400> 6
gctctegete tegetattac teget
25

<210>7

<211> 23

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> forward primer

<400>7
tgtgtatgcg cgttttttcg ttc 23

<210> 8

<211> 23

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> reverse primer

<400> 8
acctatatat ccgccgctee gte 23

<210>9

<211> 24

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> forward primer

<400> 9
cggcgttggg tatgtttagt agtc 24

<210> 10

<211> 29

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> reverse primer

<400> 10
aattacgaat aaaaaaaaca aaaacgctc 29

21



10

15

20

25

30

35

40

<210> 11

<211> 28

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> forward primer

<400> 11
tgacggtttt ttgtttattc ggttattc

<210> 12

<211> 21

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> reverse primer

<400> 12
cgaacgcaaa cgtacctacg c

<210> 13

<211> 26

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> forward primer

<400> 13
ggttaagttt ttttttyggy gtagtt

<210> 14

<211> 26

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> reverse primer

<400> 14
tactccctct acctcccrac tetetc

<210> 15

<211> 28

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> forward primer

<400> 15
ttgtggygta gaggattatt agtttggt

<210> 16

<211> 22

<212> DNA

<213> artificial sequence

ES 2638294 T3

28

21

26

26

28

22



10

15

20

25

30

35

40

<220>
<223> reverse primer

<400> 16
ctaaaaacrc aacccatccc tc

<210> 17

<211> 27

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> forward primer

<400> 17
ggaattttat tttgaaattt ttttgtt

<210> 18

<211> 33

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> reverse primer

<400> 18

22

27

ccccacttca aataaaatac tattaaaaaa aac

<210> 19

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> forward primer

<400> 19
tagtgayggt tttttgttta ttyggttatt

<210> 20

<211> 26

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> reverse primer

<400> 20

taaacrtaaa aacaacaacc cracct

<210> 21
<211> 5000
<212> DNA
<213> unknown

<220>

30

26

<223> bisulfite sequencing of DBC1

<400> 21

ES 2638294 T3

33

23



ggtttttatt
agtagggtag
ggaaataaag
gagagagaaa
ggtgggtggg
agaattgatt
agaaagttgt
tgggtttgtg
aggttgagaa
ttttttgaga
ttttttgtyg
ttattttgtt
gtttttttgg
tatataatgg
gtagtttaag
taatttatta
aatagataag
gattttaatt
attttttttt
taatttttag

tgaagttgtt
ttgttgttta
agaaagatag
agaaagaaag
agaaggagtg
tggggaattt
ttaagaaaaa
gttggagagt
gttttgtatt
tttaggatta
attaaataat
ttaagatttt
tggttatatt
taattataaa
tgtttttgta
taattttata
gaattgaggt
tttttggagt
atgatttttt
gggattaggg
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tgattaygtt
ttaatagtta
ggaygaataa
gaggagaggt
tgtgtggtgg
gtgtttaaga
agggagaaat
tgttygtggt
ggttgttttt
ttttggttag
ttttttygag
ttttttttta
ttttttttat
agtagataat
tatattaatt
ttaattttat
ttaaggggta
ttgtattttt
gtttttttat
atttgtattg

gttttagatt
tggaagtaga
aggaaggaat
aagagatagt
gygtattttt
tttgaatttg
ttttattagg
gttgattttt
tttttttttt
ttygatgttt
tttttagttt
attagtttat
tattttttga
atgtattgag
tatgagtagt
tagatgggta
agtgatttta
attgaatttg
ttggtagttt
ttgatttggt

24

gattttagaa
ttttagttgg

ggggtataga
gatttggggt
tygtggttag
gattagaagt
ygaaaataga
ttttattggg
tttttttttt
tttttttttt
attatttaaa
tggtttttag
attaaaaaat
tatttattag
ttaagtgttt
gatatattat
ttaagattag
gtttttttat
taatgttttt
ttaaattaga

ttgtattatt
gggatgatgg
tagaaagaga
tttatatygy
aattaaagtt
taagggaaag
aatygttgat
attttagtga
ttagttttga
tttttttttt
tatttttttt
attgttttag
aaataaaaaa
gtgttaggga
ttgtatatat
tattttatta
atagttatag
atattttaat
tatttttgtt
agggaagtaa

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

1020
1080
1140
1200



agtaaataaa
tgttttagga
attttgtttt
ggtttttaga
aagtttttgt
atagtgttaa
ygagataaaa
atatttaggt
tttgygygta
tttagattta
aggyggtttt
aatattttty
ttttttattt
gtygttttty
tygttttygg
ygagygaatt
agtygggagg
ggattagyga
ttaygtttgt
tttttatyga
ttttaggtaa
tygggtygta
tygtttttta
tttgtgtttg
ygygttttyg
gyggygtygt

gggaggggtyg
tttgtaygta

ttatayggaa
ttttttttgg
tatttagttt
tattgggatt
ttgttatttt
tggatagtgg
aaagtttggg
ttttgttggt
aaagygtttt
atttggggyg
tygttttttt
ttttttatgg
agagagagaqg
gggagattta
aattgattta
ttaagggtag
tttttttttt
ttggtattgt
aaaggtttgt
ttyggtagtt
taggagaaga
ggtygttgaa
tatatatatt
tatatatatg
gttttagtgg
ttgatatttt
ttagggtaga
atttttggga
gaatattaaa
atatttagta
gattaatatt
tttttatttt
ttaaatttta
aagagaaaag
atatatatat
gagagataga

tatattaaat
agaggtttta
ttatttttat
gaatttygtg
tttattttgg
atatttatag
tttatattyg
attygygata
tgygyggttt
ygaaattttt
tygttttttt
ggaagtaatt
attttyggty
gttyggagat
attttayggt
yagygagagag
tagagggagt
aggggatttt
agttttygyg
gtygaataaa
ggyggygtyg
ttyggggygt
tttggtygtt
gggtttaaag
aygtgtgtat
ttgygtttga
aagagagaga
tgtgtttgta
tgggattttt
ggttttgggt
aatgttggta
tatagtttaa
aaattttata
gtgatagaga
atagggattt
tttggggagg
yggggatttg
gttgtggatg
ttttttattt
tttttttgga
agtaagagyg
taatttgaaa
aattgttgty
gggggyggatg
ttttttattt
tgggtttggg
tttatttagt
gttatttttt
taagggttgt
aagttttttt
ttaggaagat
tgtttatatt
gtgggtttta
aggttgaagt
gttttttgga
attgttttat
gagtagaaag
gtgggttagt
ttttttattt
gttaatttgt
tatttttaga
atttaatgtt
atatatatat
gagagaatat
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gtgygttgtg
tgttagtagt
gttttagttt
tttttttagt
gaggttaygt
agagaygygt
atggatttay
tatatagtat
ttttggatgt
tayggtttag
ttttttygtt
tyggygttta
gtygtyggtt
ygyggygtat
tgtaaattga
ggagagagyd
agtgatygtt
ayggttgagt
tygtgttygg
aagygttttt
ggtgtagygt
tttygygttt
tygtygtttt
ggttaattgy
tatggtggga
tgygtgtgtt
ggttttataa
tgtgtgtttt
attataggat
ttggggtttg
ygtttgaagg
tatgaaagag
ttgggtagat
aagggggaag
attttgtatt
atttggtaag
tttatttatt
atatggaagg
taggygggga
gttaggggga
agagagaggg
aggggttgtg
ggtttgtatt
gaggaatttt
tttgggaggt
ttttggggtt
aaaaatgttg
taaggtaagy
gaygttggga
aggggaaaaa
atatatatat
ttggggagag
tttgtaggta
ttttatatag
ttattttggg
tttttttttt
gtaggatttt
ggtatgttta
tttttagtaa
tattatgatt
gatgtatttt
ttaattatta
atatatatat

tgggaattat
tttagtttgt
ttgtatttty
tttttttttt
gggttttygt
agatataaay
gyggtygtgg
agttaygttt
tygtgygtat
ttttagttta
tttttttttt
gttttttttt
aagttttttt
ttggattttt
tttggygyvgy
agygagtaat
tttyggagty
atgagttagg
aatgygagtt
tygtagtttt
ttygtagttt
ttttgttttt
taagtttttt
gggtttgagt
atttgatgtg
ygtggtgtgt
tttatttayg
ygtgtgtttt
taygtagtta
gggaggatta
aaaatttttt
atatggttaa
tttaagattt
ttagyggtgg
ttygtttgta
tttgtatgga
atagttgtaa
agatggatgg
agtttttaga
tattgagaga
agatagagag
agtgtggaat
tygygttttt
agttaggaag
tttttaggta
agttattgat
agttttattg
ggtagtygtt
tatagttttt
agtagaaata
atatatatat
ataaaagtaa
tttgtagata
ttatagagaa
tagggggtat
ttttaattta
gtggtttaaa
ggattagaat
tatatatttt
tttattaaga
agggtttttt
ttttygaaag
atatataygg

25

tataygaggg
atttaggttg
gttttttttt
tatattttgt
ttatatatyg
ggatttatay
aaatatttgt
aagggtatta
agatataata
ttygggtygt
tttygtttaa
tttygttttt
ttyggygtag
ttttttatty
ggggaggagg
agygagagyg
gggatttatg
ttgttaggag
gtaygtaggg
tygttaaaga
ygttgttttt
ttttttatyg
ttagttttag
gagtggygtg
gtgttagtgt
gtgtgtgtty
gygygatgtg
tttaattagg
tygggaaatt
tggggttgta

taaayggtgg
ttttygaggt

tgatgggaat
gttttttatt
attaatagag
ttttttttag
agggttttag
ggtatttttt
gagttttttt
aggtagagag
agagagtgtt
ttatgataga
tatttggttt
gtagtttggg
ggttttttgg
ttgattttta
ttgttagtat
ttgtttttag
tgtttagttt
tatttggttt
taattatata
atatgtattt
tattattttt
ttttttttag
tagggttaag
tagaygatyg
gagggaatga
ttaggtttat
aggattgtat
taatygtttg
tatttggaaa
atatatatat

tggtggggag

ttttattttt
attgtagagt
ygtttttggt
ttaygtagag
agagaaataa
gggtaatttt
ygttttagaa
ggatttyggg
ttttataygt
ttttttttyg
agatgtataa
yggtygtygt
ttyggtttty
gttagtygtt
agagygtagg
agagygagag
tttgttttyg
ttaggtattt
tttttttaag
yggatattga
ggattyggtt
gtatttttgt
ggagggggtt
tgtgttttyg
gtttgygtgt
gtgtgtgtaa
tgtgtgtatg
tttttttagt
ygttgtggat
gatggtattt
aattttgtta
aaatgagayg
ttggagatat
tggggtttgg
ttttttyggt
gggaaaggag
aggaaatttt
taagatagat
ttaaatatgt
gtggagaggg
ttagtattga
atgtggtagt
taaaatattg
ttaaggtttt
ttattttggt
gttgtttttt
ggtttttaga
gtagggaggt
agtayggagg
aaaaaatgta
tatatatata
gtaggaattt
tgtttagagg
gaaatttatg
gaggagattt
aaattggaag
gaatttttta
taattagtta
attgttttta
ttttttttta
tatggttttg
atatatatat
aggattgaga

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
5000



<210> 22
<211> 5000
<212> DNA
<213> unknown

<220>
<223> bisulfite sequencing of PDE8B

<400> 22

ES 2638294 T3

26



agaataattt
tggttaattt
tataaatgtt
tttagaattt
tttattaaaa
ttaaaaaaag
ttttgtataa
ttgttttttg
taagaatgaa
ttaagttttt
gattatttaa
tagtgattga
gaatagtagt
atgttttatt
atagtagttg
taaggaagag
ttgttttgga
attttttggt
gggttattat
tatgaggttt
tttgggttgt
tgtgaaaatg
ggggygttgg
gaggagggga
gtygagtygy
aggggygtag
agggtgggag
ggtaggyggg
ggtygagttg
gagygtgttt
tgtatgygyg
ygygyggttt
tataggtygg
agygggtgyg
gagggatggg

attyggayga
ttttgttyqgg

ygggattttt
gygygggttt
gtagygtyga
ggtataygty
gyggagttgg
ttttttattt
gggttttgga
gaagtaggtg
aggaagaggg
agtattgagt
atagtgtttt
ggaatygagy
ggagtagagt
gatagaattg
yogtggttttt
tagagagtgg
atatttattt
tttaaagtat
ttttttttta

tgaagtatta
ttttttttgt
gattataaga
gtttttagga
aatatagtat
agagttaaat
ttgaatttgg
aagtttttat
aaaaaaataa
atgttattgt
tttatttttt
atgggtagtg
tattttttta
aaggagaatg
atatgggygg
gtgaaaatgg
ttttagggga
ataaattttt
ttaatttagt
ttttattatt
agggtttttg
tgttggtgaa
gggygaygty
gggygtygag
gggtaygttt
tggggttygg
ygagggaggg
taggygggyg
ggyggyggayg
ggggygtyagy
ttttttygtt
tyggaggtty
ggggygygta

ttgggtttyg
ttgygttttt

gtttagttyg
ttttttygtt
tagygtagtt
ygtagtttty
ggtygagatt
gtgggggtyg
gtgatygtga
gtggagatga
agygttttta
ggttggtttg
gtggggatta
tggatttgyg
atatttygat
gtagggattt
ggaatttgtt
agagaatygg
agtgtagtat
gattttgagg
tttaaagata
ygttaaattt
gtaaataaga
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ttttattttt
ttaagtttgt
gtatttttta
ggatttaatt
agattttttt
tgagaagaga
gattgggaat
ttagttatat
aaaataaatt
ttttgttygt
ygtgttattg
gtgtttygta
aaggtatttt
agggaaggtt
ttggayggga
gggagaaagt
aygtatgtgt
aaaygatgag
tttyggagta
tttygggtgt
ttatttyggg
aagygagagg
gggatgagtg
gygyggtgtt
tgttttgtyg
gyggttgygg
aggggayggg
ggygttttgg
ggggtygygt
ggyggggagg
yggggaggaa
ggyggggggt
gttygggygt

gyggtygygg
agtatttatg

tttygttaga
tagatygayg
ygygttygta

gtygygatta
tagatttgtt

ttygtttygt
ggyggttggt
tgggagttta
gttggttttg
tttttttttg
ttgagagtat
tgttttgtag
ttttatttgg
gtgaatgaat
gtttgttatt
gttatgagtt
agttgtttga
aagtggaaaa
gaagaaaaat
aagaggtttt
taataatggt

agaatttttt
ttttttttat
aaaagttttt
tgtgtagaaa
taggttagtt
agtaaaggta
gatattttgt
ttaagagtgg
ttaaaattgg
ataagtaatt
tgaaaatygg
gttgtaattt
tttttttttt
ttgttgattg
tagaaattag
taagaattat
ttaagggtgt
tagatatgga
ggyggtgggg
gttgagaggt
aggggttttt
tttatatagt
tagaagagay
agttgtygyg
ggagagttty
tygyggagty
ygtagatyga
tttagggtyg
ygagggagga
gtggyggtyg
gatggtttaa
atygyggtta
ygtygyggty
gygygggaygg
tttygtagag
ttattagygt
tygtygaygt
gggttygtat
ttagtagggg
atattagygt
yggyggggtt
ttggagaggt
ggaaatgtgg
ggggattggg
agggtaggaa
tyggtggtta
gtgattggtg
gattattagt
gagtgttygt
gtaaygtttt
yggagtgtta
ggatgatttt
aattgtttag
aattatttaa
ttattgtgta
atattttatt

27

ttgtagggat
tttttttttt
ttttgtttgt
ttttatgagt
ggagatggag
gaagaataag
ttttttatga
tttaggaaga
atattttttt
ttagataaaa
gtaggaatta
agagtttata
tagtatagtt
tttagtttag
tatgaatatt
tagatagttt
tttttttygt
atgggttttt
ttgggggaag
aagtaaatgy
tggtgtttag
tttttagggg
gaggtttttg
tataggggtt
g9g9agyggyg
ggggtatttg
aagtggggaa
ygggtgyggg
ggggaaggyg
ttggtgygyg
aagggaaagt
gttygaygga
gtttttttat
gygygygggg
yggygtgatt
gtygtagggt
tattttttyg
ygagttgggt
tyggaggygt
gaaggtaaat
ygtaygggta
tgttattaag
ttagaaaaag
yggggaaggg
ggttgtggtt
gttttgttga
tagttgtagt
taggttggag
gttttaagag
tttgggttgg
gtagagttat
gtatatataa
atggttaaag
atagtgtttt
aatttgggta
gtatagagag

gtttgaggtt
tatttttttt
taaatattat
aatttgtttg
tttttttgta
gttagatttt
aatttagaaa
aaaaggaaaa
gtgttttgta
ttttttttta
ttgygggaat
agggaaggat
tagtttgtgt
agtgtgagga
tagtgatatt
ttttttgttt
agggtttttt
tttgaagatt
aggayggaat
ggtgggtggg
ttttgggatg
aagaggggtt
gatagyggag
tygyggygga
ggaggggygyg
aggaggaagg
agaaggtgta
agttyggyga
gaggygyggg
yggggygttg
tggggtgayg
gyggyggata
tgtaggtggt
gagttyggty
tattgtyggg
tyggyggtat
agtygygygt
agyggtagta
tattgttgta
gtttygygtt
gggggtttyg
gaggagttta
gtttttggag
agygtagaag
tggtttatgt
atgaaatttg
attaggatag
ttttagtata
atgtgggaay
ttgtatttta
ygtgagggga
ttgatttttt
tagtygttaa
ttygtatgtt
ttgggttttt
aaaaaaatat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
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



ttttaatgtt
atggattatt
gatgaaggta
ggaagtttaa
atgaagtttg
ttattatagt
ttttaattat
aggatttatg
gttatatttt
ttttaggagt
attattagta
ttgtgatagt
tttgtttttt
tttgtttagt
ttaagaggtt
ttagtagttt
ttgatttggg
taatttattt
atattatttt
gagttattta
gtattttttt
tgttttgtgt
agattaagta
ttttattttt
tatagtggtg
atgaagtgta
gtttgatttt
tgaggtatta

<210> 23
<211> 5000
<212> DNA
<213> unknown

<220>

agatagaatt
tgttaaagat
gtttatagtg
aagtttttta
attgatgttt
aaaaatatyg
tgaatgttaa
atagtataaa
gtttttgtta
aatttttagg
aagattattt
ttatgaattt
agaatattta
agaagaaaga
gtttagagat
gtataaattt
taggagttta
taatttatta
gtattgtgtg
tgtaaatttt
aggtttgtga
ttttttgttg
tttttttttt
ttttaaagta
gaaggttgta
tttttattat
tttttttttt
tgatgttaaa
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atagttttta
atatttgtat
gaggagtgag
atgaatttat
gtttgtggtt
tttattgagt
tagtgtgatt
tttattagtt
agtttttttt
gatgaaaatg
ttttgtttga
tgtgatattt
taattttagt
atattgaatg
taaatgaagt
gtattaattt
atttattttg
ttgggaatgt
gattttagaa
atagaattat
ttyggtgttg
ttgagataat
gtygtaagag
tataggtgga
atagttttta
ttatttggtt
ttttttagta

<223> bisulfite sequencing of PTPRR

<400> 23

tttggttaat
ttttaatagt
gagaaggata
ttttttttta
gtagtgtttt
atttattatg
ttagtatagt
gtttattygt
tttttttttt
ttaaatttgg
yggttgaaga
tttttggttg
ttagtatttg
aatttatttt
aaaaattgaa
tattgttatt
ttttattaag
tggaaatgaa
agtatatatt
tattatagaa
tattgttttt
tttataaaaa
tttgagatag
aaaataaaat
tttttttttt
tttggtattt
ataatttatt
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aggttattaa
taaaaatttg
atatgttttg
atagtatttg
tttggtagta
tgttaggagt
atgtttgaag
tatagaggta
ttttgtttat
tgaaaatatt
tttgaagtag
ttttagagaa
gtaattttag
gtatattttt
gggataatga
tggtttaagt
aagattttta
atttttggtt
tgaagtgaaa
ttgttttaat
ttttaatygt
ttttatattt
ttgttaggta
ttttattatt
ttggttattt
tttagagtgt
ttattaagtt

gaattatttt
gtttttattg
gttttaattt
attgtttaat
attataatta
aagttttttt
attagagttt
tgtgttgaay
ataaagttag
aagttgggat
tagtttaaaa
attgtgaatt
ttattttatg
aatatttttt
gttttaatta
attaaaaggt
aataagagtt
tattgattta
tttgagatta
atatttaata
aaagtttata
atttttttgt
ygtggtggtg
tggttttgtt
tatattaatt
aaaaatgtgt
tttagaatga

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
5000



aagaaaaata
agtattttta
taaataaatt
gaattttgtt
ttgttttagg
aaattttgtt
attattttgg
aataggagaa
ggagtgtgtt
tatggagata
tattgttttt
tgatataaat
tatttaattt
atggagaaag
taattatttg
atggagattt
tatgaggtay
tagagttagg
ggtggtgtaa
gaaagggtag
gattagtagt
ggataaaaaa
ggatgagttt
taaagttaat
tattttatta
gaagaaagtt
aagttgtagg

gatttattgt
gtaatagatg
attttaaagg
aattattatt
gagttgggat
ttgygggggg
tttgttagaa
gaggttgtag
ataygtatgg
tgtttttatt
tttttttatt
tataaaagaa
aagttttggt
aaagtattga
gttaggataa
taatgtgttg
ggttaaataa
gttttttgga
gtggaggaaa
aggttttggg
aattagttat
ttatttaatg
aggtattgay
tatttttayg
gtttaaaagt
taaatatagt

aaggaygaag
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aagtgggata
ttagatgaga
ttgatttagt
tttatttatt
atattaataa
gagtagggaa
agtgataygg
tttagagtgg
gggagtaggg
tttagtagag
tgttggagtg
ataaatggta
ggatagttta
atgagatgtg
ttttatttaa
tagaataaat
gtgttgtgga
aaagtgagat
atgggaaaga
atagttaaaa
gattaataag
gtagattgtg
gtgatttatt
aaataaaaag
atttttttat
tattgagttg
ttatttttaa

taattatttt
agagttattt
aagaatttta
tatttttgag
agttattaaa
atagatatta
gaaaagtaaa
tttgggatga
ggtggagtay
aaggtttgtt
ttttttggtt
tygtttgggt
ttttttatta
tagtttaatt
gttaatggaa
tatagataaa
agagaaagat
taatattata
ggtaatagtg
gagaagttta
gttttttata
gtagtttttt
attttttatt
gtgttttttt
ttttttttgt
gaaagagtgg
gatatatggt
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tttttaattt
ttttaagttt
aagagttaat
tatttatttt
gttttttaat
aataatagat
ttggaggata
aatgatagtg
gttgttagag
aagatattaa
ttgtttttta
tttttgattt
gttgttttaa
taatgggtat
tataaaattt
tgaattgttt
tattgtaatt
ttttygaaaa
tttataaaga
gttgagggat
ttttaaagat
tagagatata
ttaaagagta
gtgttttaat
tattgtgagg
aaagagaagt
tattgtttat

ttagttttgt
tatagaatgt
tgttagtatt
gtatgaggta
attggagttt
tttataagta
gtgaattagg
ttatagaaat
aggggttaga
aagtatattt
gagttgaaga
tataaggttt
tttatagagg
ttgttagttt
agtagttttt
gaaagaataa
tagagttagt
ttagtgtggt
tatagaggta
tttttgattt
ttagatggag
gagttgggty
aaagggaaat
tatatggata
atttgagtta

aaagaggggg
attaagtaag

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



ttgttttggg
ttttgtaggy
tyggtttayg
gttattagtt
attttatttt
tygtattttt
ttattttgtt
ttgtttygtg
tgggttggyg
aggtatttgt
tttttttttt
attgttttgt
ggtttttttt
ttaatgtaaa
tttaygttgt
ttgtatatgt
gtaaaatagg
tgaggtygaa
gtgaatattt
tttttgtttt
tattttgtta
tttagygagy
aagatygaaa
ttgttattyg
gtttttttta
aaaaaaaaaa
atagatttga
ttgaggtatt
agatattata
gatttgttag
tagggagatt
ttagagayga
tttttaagta
gttttgaaat
gtgtataata
atgtattatg
atatgttaat
attttgagaa
tgaattattt
tattgggttg
tagaaaaatt
gtgtagttat
ttgagtaatt
tttattgtag
atttagaagt
gttaatttaa
attaattaat
ttgtaagata
atagtagatt
aattttaaat
tttaataata
gtttttatat
aagatattaa
tttagaatag
taattgtaaa
ttggtggaat
gtaagtgttt

<210> 24
<211> 5000

aaygtttttt
gagttttggg
tgtaaattaa
tttttttttg
yggatttgtg
ttttttttta
ttaagtygty
agggtyggyg
yvggagtttat
ygtttttgag
tttttaggga
aaattttagt
aatagtattt
tattatgygg
aggtaagggg
ttaaggattt
atagtatttg
aatttaattt
ttaatatgaa
tgtttttagg
gatgtaattt
gtttatagga
tatatggttt
aattttttaa
gtatygtggt
ataattatag
taaggtgtaa
agaattaata
tgtggtgttt
gttgaatttt
ttagaaattt
ggtatttttt
atatttgttg
tataattttt
gtaggagtga
aattttttga
tgttataatt
gtagaaaata
ygttattata
agttttattt
ttaattttta
ttttttaaaa
atattttaaa
atgaatatty
ttgtagtttt
tttattttta
taattttaat
ttatttattg
gtaagtttaa
agtaatttgt
ttgttagggt
atttggagat
tttttatttg
aggttgattt
gttaattgat
tgatgatatt
tttttagtta
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tygagtagtt
aagttggtta
gatttgggga
atttttgtgg
atggaygttg
tttttatttt
gttaagatty
ttgggtatgt
tttgtygttt
ygtttttgtt
ggttgaagtt
ygaggatttg
tatttgaagt
agagtagttt
ttgttaggtt
taggaaaagt
atagggaagg
aaaattagtt
tataggtttg
ttatgtattt
tttttattgt
aggtattggt
atattagtga
gttaataaga
tagygttygt
ttttaaagtt
ttaagagtaa
ttaagtttyg
ttgttttttg
ttattattgt
tattgtgata
ttgagtgtgt
agtgtatatt
gtagtatttt
aatatggtat
gtaaataatg
atgatgttat
gttatgattt
tataattttt
atagtattgt
ttaaggtagt
ttaatatata
agttataaat
gggatgagaa
agattttatt
ttttaatttt
ttaataagaa
tatttatatt
tattatagtt
gggttataag
tttttattag
taagaaaata
ttgaaggtgt
tataaagaag
ttattttggt
ttataatgtt

agaatgttta
atttgtaaat
aagagtaggg
tygtgttttt
ggtttttagt
tatttttaat
ggagaagygg
ttagtagtyg
tygttttggt
ttttttatty
ggtgttggtt
aatttyggag
ggggtygtgg
gtttttttgy
tagagtygga
ttgttttgyg
ggtgagggag
tttgattttt
tttttttttt
aattgttaat
agyggttatt
tgtaatttga
tgttgtatta
ggaagaaaagq
tggtatatta
gataattttg
tagtgagatt
tgaggaagta
tatatatagt
tatatatata
gtagttgttt
tttttattta
atgttttagg
ttttaaaaga
ttttttattt
tataggatta
attgtggagt
gattattaaa
taatgttgaa
ttaataatag
aatgatttag
aaaaagttta
aaattgaagt
aaatgaggat
tggagttttg
ttaatttgta
aatgtattta
taatatagta
tttttgttaa
ttgttattag
aattaaaata
agtggatggg
gagtttgtta
ggaaatgaat
taygtttagg
ttagagatgg
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gtagtggaag
gttaattttt
tgggtggtat
atttattttt
aattatagta
tattatttta
aattttattt
yggygttgtt
ttttgggygt
gtaatttttt
tttgtyggyg
attagaagat
tggagttttt
gttgtgtttg
gttgtgtatg
aagaaagttt
tygtgtattt
ttttatttta
ygtttttttt
tttttaggag
atatttataa
tggattatat
ggtttttttg
gttttaaata
aaaaaaaaaa
ggttaggtat
gtttttaaat
aattttggga
atttttattt
tgaattaaaa
atgtagtagt
attatatata
ggtaatgagt
gtgggtgaat
tagttaaygt
ttaaagttat
ttttaatagt
ttatttgtaa
atgtgggatg
attgatataa
ttggtttgtt
aagattatat
atgtgaaaaa
ttttgtttat
ttaaagggta
aaataaagat
aggatatttt
aaatatattg
ttttatttta
attaaaattt
aatatagttt
atgataaaga
tttttatgga
tttatatatt
gtattagtaa

gaggaatgtg

atatttttat
agtagtgagt
ggttgataat
atttagttat
agtgtttttt
gygatggagt
tgaaattttt
gttgggttgt
ttagaaggtt
attgtttttt
ttatagattg
ttttggyggt
tttttatttt
ttttttaatt
agatgggaaa
ttttaaaaag
gttggaaaat
taygaaaata
tygtttagat
agggataaga
ggttttttgg
tttygtttaa
gtttttgttt
gaattttttt
aaaaaaaaaa
tgtttttygg
ataaatagat
agtatttgag
aatgtagata
taaaatatgg
tttgtaataa
tttatttatt
aaaaataatt
tttatttttt
tattatttaa
tattaaatat
tttttggtat
atagttgtag
aaaatatata
atatttatta
aataatatta
ttgatatatt
tatgttttga
tagatgagaa
tattattaaa
aaaaagtaag
tatattttaa
gtgttttatt
aatgtatttt
attatagtta
tttggtttaa
ttaagaaatt
agattttttt
taggtttttt
ttgttttatg
ttaaygggat

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
5000
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<212> DNA
<213> unknown

<220>
<223> bisulfite sequencing of ZNF582
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<400> 24
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gaygattttg
tagatttata
ttagagttag
gtgagaaagt
gtttggtttt
tatttaatat
agaatatagg
gttttgaatt
tttataagtg
aataattaat
aagttgtaag
aatygagata
tttaatttta
tatttttttt
gtagaaagaa
ttttatatat
atttttaaat
agttttagag
aggtttgagg
ggataaattg
gttttgatyg
gtgtaaagtt
attaataatt
tttatatttt
atagatgtaa
tttttygaaa
taatttttta
taaygattta
tgayggtttt
gatagtatat
gtatttttty
attyggtttt
ttgyggygty
tyggttgygt
gygyggtygy
taggygtttt
agaaygtaga
ttygtyggtt
ttaggtgtat
tgttttgtat
tttatgaggt
aatttatatt
tgagtggatt
ttataaaagt
aattatttta
tattttttta
attgygaata
tgtgttagtg
ttttgtttgt
tgtgttaaaa
tttagttttt
tatggaagga
tttttattgt
gtatgtataa
gagttaggta
tttggaaagg
tggtttgagg
gtttttagta
ggggaaatgg
tttttggggt
gagggtaagt
tttttatgtt
gagaggaatt

aatgattttt
gttgattttg
aagtggttat
aaaaatggta
tttttttttt
agtgggatgt
aaagatgatg
ataaataaqgqg
tgaaatttaa
ttttgagttt
tttagtatta
ggtaygaaga
aaagtgtgtt
tgaagaatgt
agtattagtt
tagttatttt
gtggagatyg
atggttaagg
gaaataggat
ttttatttyg
gtatttggta
tagggttttt
atttayggyg
tataaygttt
tgtttaaaat
ttttttggta
tagtygtata
ygyggagtta
ttgtttatty
ttagtattat
gygtattgyg
aaggtygggt
ggttttatta
ayggygaatt
ggtggtattt
ggggtttagt
ygtttygttt
ttygyggygt
ggatttttta
ttattgttat
ttttagagag
tgggaatatt
ataggttatt
ggttataata
tttataygtt
tagagtattt
tttgggtgtt
agtttgattt
tagtttttga
atgatttaat
ttatttagta
tatatttatg
tttttttaat
agttttagtt
gatttttaaa
ttttatttta
gaagtttttt
tttttgtttt
gagggaaagg
tgggtgagga
aggtggggat
tgtttttttt

agaaggagga
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gttttttagt
tgattaagag
tttattattt
tagaagaaag
tttttttata
taaagggaaa
attttttgta
ttaagtagga
ttatttttgt
tgtttatatt
tatttttttt
aattaataaa
ttttattata
gtaaagaggt
ttagttatat
tttttaataa
aggtatattt
gtttatattt
taaattaaaa
gatagggaga
ttyggatttt
tatatttgat
gtttgatatt
ttattttgyg
tagttattag
aaattgttgt
tagttgtgta
gaagttatta
ggttattygt
agattttagg
taggtaygtt
tgttgttttt
tggygtagta
tatyggtaty
ggattygagg
aggagttggt
tatygtygtt
gygttttttg
ggtgggtgyg
gygtgttttt
ttataagatt
ttatatgttt
ttttgtaaat
aggaaaagtt
atttagaatt
tttgtttaat
ttttttttta
ttttttgttg
tagttatttt
tttttggtta
aatattattg
tgttgataat
tttattttat
tgggttgtag
ggtgttatat
ggttggggtt
ttgtttttga
agatttgtat
attattggtt
tttttttgtt
ttgtaatttg
ttttttagtt
tttattagtt

atttatattt
tataatggtg
tttaaatttt
ttagtttgag
agtaaatatt
ttagagttat
tttatttttt
taaatttata
tgaagttgtt
attaaattat
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REIVINDICACIONES

Método de deteccion de cancer, basado en detectar el indice de metilacion de un gen objetivo en una
muestra de prueba, y utilizar el indice de metilacién como el indice de deteccién para determinar el riesgo
de tener cancer, y dicho método comprende los pasos siguientes:

paso 1: proporcionar una muestra de prueba aislada;

paso 2: detectar el indice de metilacion de la secuencia CpG en al menos un gen objetivo de dicha
muestra de prueba, donde el gen objetivo comprende al menos uno del grupo que consiste en DBC1,
PTPRR y ZNF582 y

paso 3: determinar si hay cancer o no en la muestra basandose en el indice de metilacién en el gen
objetivo,

donde el cancer es seleccionado del grupo consistente en cancer de cuello de utero, cancer de colon y
cancer de ovario.

Método de deteccidon de cancer como se explica en la reivindicacion 1, donde la muestra de prueba es una
muestra aislada seleccionada del grupo que consiste en muestras de lesién cervical completa, incluidos el
carcinoma de célula escamosa y el adenocarcinoma.

Método de deteccidn de cancer como se explica en la reivindicacion 1, donde el método de analisis para el
estado de metilacion de la secuencia CpG del gen objetivo comprende la reaccidn en cadena de polimerasa
especifica de metilacion (MSP), la reaccién en cadena de polimerasa especifica de metilaciéon cuantitativa
(QMSP), la secuenciacion por bisulfito (BS), las micromatrices, la espectrometria de masas, la
cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento (DHPLC) y la pirosecuenciacion.

Método de deteccion de cancer como se explica en la reivindicacion 1, donde el gen objetivo DBC1 tiene la
secuencia de nucleodtidos como se representa en SEQ ID N.° 1, el gen objetivo PTPRR tiene la secuencia
de nucledtidos como se representa en SEQ ID N.° 3, y el gen objetivo ZNF582 tiene la secuencia de
nucleotidos como se representa en SEQ ID N.° 4.

Método de deteccidon de cancer como se explica en la reivindicacién 4, donde la secuenciacion por bisulfito
metilada del gen objetivo DBC1 se reconoce mediante cebadores como se representa en SEQ ID N.° 13,
14, el gen objetivo PTPRR tiene la secuencia de nucleétidos como se representa en SEQ ID N.° 17, 18, y el
gen objetivo ZNF582 tiene la secuencia de nucledtidos como se representa en SEQ ID N.° 19, 20.

Método de deteccion de cancer como se explica en la reivindicaciéon 1, donde el gen objetivo DBC1 se
reconoce mediante cebadores como se representa en SEQ ID N.° 5, 6, el gen objetivo PTPRR tiene la
secuencia de nucledtidos como se representa en SEQ ID N.° 9, 10, y el gen objetivo ZNF582 tiene la
secuencia de nucleotidos como se representa en SEQ ID N.° 11, 12.

Método de deteccion de cancer como se explica en la reivindicacion 1, donde en el caso de cancer de
cuello de utero la muestra de prueba es la muestra de célula de cuello de utero positiva en VPH (virus del
papiloma humano).

Método de deteccion de cancer como se explica en la reivindicacion 1, donde en el caso de cancer de
ovario la muestra de prueba es tejido canceroso de ovario.
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