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DESCRIPCION
Métodos para el andlisis de trastornos proliferativos de células colorrectales
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos que usan secuencias de ADN genémico que exhiben patrones de
metilacion alterados de CpG en estados de enfermedad con respecto a la normalidad. Realizaciones particulares de
estos métodos de divulgacion, acidos nucleicos, matrices de acidos nucleicos y kits Gtiles para detectar, o para
detectar y diferenciar entre dos 0 mas trastornos proliferativos de células colorrectales.

Antecedentes

Se sabe que la etiologia de estados patdgenos involucra patrones de metilacion modificados de genes individuales o
del genoma. La 5-metilcitosina, en el contexto de secuencias de dinucleétido CpG, es la base modificada
covalentemente mas frecuente en el ADN de las células eucariotas, y desempefia un papel en la regulacién de la
transcripcion, la impronta genética, y la tumorigénesis. La identificacion y cuantificacion de los sitios 5-metilcitosina
en un espécimen especifico, o entre dos o mas de una pluralidad de especimenes, es por tanto de considerable
interés, no soélo en la investigacion, sino en particular para los diagndsticos moleculares de diversas enfermedades.

Correlacién de la metilacién aberrante del ADN con el cancer. La metilacion aberrante del ADN dentro de 'islas' CpG
se caracteriza por hiper o hipometilaciéon de secuencias de dinucleétidos CpG que conduce a la anulacion o la
sobreexpresion de un amplio espectro de genes, y es una de las primeras y mas comunes alteraciones encontradas,
y correlacionadas con tumores malignos humanos. Ademas, se ha demostrado que la metilacién anormal se produce
en los elementos reguladores ricos en CpG en partes intronicas y codificantes de los genes para determinados
tumores. En el cancer de colon, por ejemplo, la metilaciéon aberrante del ADN constituye uno de las alteraciones mas
destacadas e inactiva muchos genes supresores de tumores tales como pl4ARF, p16INK4a, THBS1, MINT2 y
MINT31 y genes reparadores de la falta de correlacién del ADN como hMLH1.

En contraste con la hipermetilacion especifica de genes supresores de tumores, se puede observar una
hipometilacién total del ADN en las células tumorales. Esta disminucion en la metilacion global puede ser detectada
tempranamente, mucho antes del desarrollo de la formacién franca de tumores. Se ha determinado una correlacion
entre la hipometilacién y el aumento de la expresion génica para muchos oncogenes.

En los Estados Unidos, la incidencia anual de cancer colorrectal es de aproximadamente 150.000, con 56.600
individuos que mueren por cancer colorrectal cada afio. El riesgo de por vida de cancer colorrectal en la poblacion
general es de aproximadamente de 5 a 6 por ciento. A pesar de los intensos esfuerzos de los Ultimos afios en el
cribado y la deteccion temprana de cancer de colon, hasta hoy en dia la mayoria de los casos son diagnosticados en
una etapa avanzada con metastasis regional o distante. Aunque las opciones terapéuticas incluyen cirugia y
quimioterapia adyuvante o paliativa, la mayoria de los pacientes mueren a causa del avance de su cancer a los
pocos meses. ldentificar los cambios moleculares que subyacen en el desarrollo del cancer de colon pueden ayudar
a desarrollar nuevas opciones de control, deteccion, diagnostico y terapéuticas que podrian mejorar el mal
pronéstico global de estos pacientes.

Las directrices actuales para deteccion colorrectal de acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer utiliza una de
las cinco diferentes opciones para la deteccion en individuos de riesgo promedio de 50 afios de edad o mayores.
Estas opciones incluyen 1) pruebas de sangre oculta en las heces (FOBT) cada afio, 2) sigmoidoscopia flexible cada
cinco afios, 3) FPBT anual mas sigmoidoscopia flexible cada cinco afios, 4) el enema de bario de doble contraste
(DCBE) cada cinco afios o 5) colonoscopia cada diez afios. Aunque estos procedimientos de analisis son bien
aceptados por la comunidad médica, la implementacién de la deteccién generalizada del cancer colorrectal no se ha
realizado. La conformidad del paciente es un factor importante para un uso limitado debido a la incomodidad o
inconveniencia asociada con los procedimientos. La prueba FOBT, aunque no es un procedimiento invasivo,
requiere de una restriccion en la dieta y otras restricciones 3-5 dias antes de la prueba. Los niveles de sensibilidad
de este analisis también son muy bajos para el adenocarcinoma colorrectal con gran variabilidad dependiendo del
ensayo. Las mediciones de sensibilidad para la deteccién de adenomas es incluso menor ya que la mayoria de los
adenomas no sangran. En contraste, la sensibilidad para los procedimientos mas invasivos como la sigmoidoscopia
y la colonoscopia es bastante mas alta debido a la visualizacion directa del canal central del colon. Ninguno de los
ensayos aleatorios han evaluado la eficacia de estas técnicas, sin embargo, a partir de los datos de los estudios de
control de casos y datos del Estudio Nacional de Pdlipos (US) se ha demostrado que la eliminacién de pdlipos
adenomatosos resulta en una reduccién del 76-90% en la incidencia de CRC. La sigmoidoscopia tiene la limitacion
de visualizar solamente el lado izquierdo del colon dejando las lesiones en el colon derecho sin detectar. Ambos
procedimientos de deteccidon son costosos, requieren de una preparacion catartica y tienen mayor riesgo de
morbilidad y mortalidad. Se requieren claramente mejores pruebas con mayor sensibilidad, especificidad, facilidad de
uso y disminucion de los costes antes de que la deteccion amplia y generalizada del cancer colorrectal se convierta
en rutinaria.

La deteccion temprana del cancer colorrectal se basa generalmente en la prueba de sangre oculta en las heces
(FOBT) realizada anualmente en individuos asintomaticos. Las recomendaciones actuales adaptadas por varias
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organizaciones de salud, incluida la Sociedad Americana del Cancer, piden que las pruebas de sangre oculta en las
heces comiencen a los 50 afios, que se repite cada afio hasta que el paciente ya no se beneficie mas de este
sistema de deteccién. Una FOBT positiva conduce a un examen por colonoscopia del intestino, un procedimiento
costoso e invasivo, con una tasa de complicaciones serias de una por cada 5.000 examenes. Soélo el 12% de los
pacientes con heces positivas para sangre son diagnosticadas con cancer o p6lipos grandes en el momento de la
colonoscopia. Una cantidad de estudios muestran que la deteccion mediante FOBT no mejora la mortalidad
relacionada con el cancer o la supervivencia general. EI cumplimiento de la prueba de sangre oculta ha sido pobre;
menos del 20 por ciento de la poblacién se ofrece o cumple con FOBT como se recomienda. Si FOBT se hace
correctamente, el paciente recoge una muestra fecal de tres deposiciones consecutivas. Las muestras se obtienen
mientras el paciente se adhiere a las directrices dietéticas y evita medicamentos que se sabe que inducen sangrado
gastrointestinal oculto. En realidad, los médicos con frecuencia no instruyen a los pacientes adecuadamente, los
pacientes con frecuencia no logran cumplir con el protocolo, y algunos pacientes encuentran la tarea de recoger las
muestras fecales dificil o desagradable, por lo tanto, el cumplimiento con la prueba anual de sangre oculta es pobre.
Si la sensibilidad y especificidad de la prueba pueden ser mejorados respecto a los métodos actuales, se podria
reducir la frecuencia de las pruebas, se eliminaria la recoleccion de muestras consecutivas, se eliminarian las
modificaciones del programa de la dieta y la medicacion, y mejoraria el cumplimiento del paciente. Para agravar el
problema de la conformidad, la sensibilidad y la especificidad de FOBT para detectar el cancer de colon es pobre. La
pobre especificidad de la prueba conduce a una colonoscopia innecesaria, afiadiendo costos considerables para la
deteccion del cancer de colon.

Se ha calculado que la especificidad de la FOBT es en el mejor de los casos del 96%, con una sensibilidad del 43%
(adenomas) y del 50% (carcinoma colorrectal). La sensibilidad se puede mejorar usando un inmunoensayo FOBT tal
como aquel producido bajo el nombre comercial 'InSure™®, con una sensibilidad mejorada del 77% (adenomas) y
88,9% (carcinoma colorrectal).

Los marcadores moleculares de una enfermedad ofrecen varias ventajas sobre otros tipos de marcadores, siendo
una de las ventaja que incluso muestras de tamafios muy pequefios y/o muestras cuya arquitectura del tejido no se
ha mantenido pueden ser analizadas muy eficientemente. En la Gltima década se ha demostrado que una cantidad
de genes son expresados diferencialmente entre carcinomas normales y de colon. Sin embargo, ningln marcador
individual o combinacion de marcadores ha demostrado ser suficiente para el diagnostico de carcinomas de colon.
Enfoques basados en ARNm de alta dimensiéon han demostrado recientemente ser capaces de proporcionar un
mejor medio para distinguir entre diferentes tipos de tumores y lesiones benignas y malignas. Sin embargo, su
aplicaciéon como herramienta de diagnéstico de rutina en un entorno clinico se ve impedida por la extrema
inestabilidad del ARNm, los cambios de expresion que ocurren rapidamente después de ciertos desencadenantes
(por ejemplo, la recoleccién de la muestra), y, sobre todo, la gran cantidad de ARNm necesaria para el analisis
(Lipshutz, RJ y colaboradores, Nature Genetics 21: 20-24, 1999; Bowtell, DDL Nature genetics suppl. 21: 25-32,
1999), que a menudo no se puede obtener a partir de una biopsia de rutina.

Se ha sugerido el uso de marcadores biolégicos para mejorar ain mas la sensibilidad y especificidad de FOBT; los
ejemplos de tales pruebas incluyen el ensayo de andlisis de heces PreGen-Plus"? disponible a través de EXACT
Sciences, que tiene una sensibilidad del 20% (adenoma) y 52% (carcinoma colorrectal) y una especificidad del 95%
en ambos casos. Estos ensayos prueban la presencia de 23 mutaciones del ADN asociadas con el desarrollo de
neoplasias de colon. El uso de la metilaciéon del ADN como marcadores de cancer de colon es conocido. Por ejemplo
Sabbioni y colaboradores (Molecular Diagnosis 7: 201-207, 2003) detect6 hipermetilacion de un grupo de genes que
consiste de TPEF, HIC1, DAPK y MGMT en sangre periférica en el 98% de pacientes con carcinoma de colon. Sin
embargo, esto proporciona una base adecuada para una prueba que puede ser distribuida comercialmente ya que la
especificidad de tal prueba también debe ser suficientemente alta.

El modelo actual de patogénesis colorrectal favorece una progresion gradual de los adenomas, que incluye el
desarrollo de displasia y finalmente signos de cancer invasivo. Los cambios moleculares que subyacen a esta
secuencia de adenoma-carcinoma incluyen alteraciones genéticas y epigenéticas de genes supresores de tumores
(APC, p53, DCC), la activacion de oncogenes (K-ras) y la inactivacién de los genes que reparan la falta de
coincidencia del ADN. Recientemente, se han revelado mas cambios moleculares y defectos genéticos. Por lo tanto,
la activacion de la ruta de sefalizacion de Wnt no so6lo incluye mutaciones del gen APC, sino que también puede ser
el resultado de mutaciones de B-catenina. Por otra parte, las alteraciones en la ruta de sefalizacion de TGF- junto
con sus transductores de sefial SMAD4 y SMAD?2 se han relacionado con el desarrollo de cancer de colon.

A pesar de los recientes avances en la comprension de la patogénesis de los adenomas y carcinomas de colon y
sus cambios genéticos y moleculares, los cambios genéticos y epigenéticos subyacentes al desarrollo de metastasis
no son tan bien comprendidos. Sin embargo, generalmente es bien aceptado que el proceso de la invasion y la
protedlisis de la matriz extracelular, asi como la infiltracion de la membrana basal vascular implican proteinas
adhesivas, tales como los miembros de la familia de receptores de la integrina, las cadherinas, la superfamilia de las
inmunoglobulinas, la proteina de enlazamiento a laminina y el receptor CD44. Ademas de la adhesion, el proceso de
formacion de metastasis también incluye la induccién y regulacion de la angiogénesis (VEGF, bFGF), la induccién de
la proliferacién celular (EGF, HGF, IGF) y la activacion de enzimas proteoliticas (MMP, TIMP, uPAR), asi como la
inhibicion de la apoptosis (Bcl-2, Bcl-X). Mas recientemente otros grupos han comparado los cambios genéticos y
moleculares en las lesiones metastasicas con los cambios encontrados en los canceres colorrectales primarios. Por
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lo tanto, Kleeff y colaboradores reportaron la pérdida de DOC-2, un gen candidato supresor de tumores, tanto en
cancer colorrectal primario como metastasico. Ademas, Zauber y colaboradores reportaron que en su serie de 42
canceres colorrectales las mutaciones de Ki-ras en los canceres primarios fueron idénticas en todas las 42 lesiones
metastasicas primarias y sincronicas emparejadas. Del mismo modo, la pérdida de heterocigosidad en el locus APC
era idéntico para 39 carcinomas emparejados y metastasis sincrénica. Los autores concluyeron que para los ganes
Ki-ras y APC los cambios genéticos en la metastasis son idénticos para el cancer colorrectal primario. Sin embargo,
otros grupos han encontrado cambios genéticos y moleculares en los canceres de colon metastasicos, que no estan
presentes en los canceres primarios. Por lo tanto, se ha reportado del desarrollo de LOH del cromosoma 3p en
metastasis colorrectal. Ademas, usando hibridacién gendmica comparativa, se encontraron varias alteraciones en la
metastasis del higado que eran Unicas para las lesiones metastasicos (-9q, -11q, y -17q).

Ademas de las mutaciones, se ha demostrado que la metilacion aberrante de las islas CpG conduce al
silenciamiento transcripcional de ciertos genes que han sido previamente vinculados a la patogénesis de diversos
canceres. Las islas CpG son secuencias cortas que son ricas en dinucleétidos CpG y por lo general se pueden
encontrar en la region 5' de aproximadamente 50% de todos los genes humanos. La metilacion de las citosinas en
estas islas conduce a la pérdida de la expresion génica y ha sido reportada en la inactivacion del cromosoma X y la
impronta gendémica.

Recientemente, varios grupos también han analizado la metilacion de diversos genes en el cancer colorrectal y
reportaron el silenciamiento transcripcional mediante metilacion del promotor de p16INK4, pl4ARF, pl15INK4b,
MGMT, hMLH1, GSTP1, DAPK, CDH1, TIMP-3 y APC entre otros. Por lo tanto, aparte de la inactivacion mutacional
de ciertos genes, la hipermetilacién de estos genes también contribuye significativamente a la patogénesis de esta
enfermedad.

En los Ultimos afios se han identificado varios genes que estan metilados en el cancer de colon por MS-APPCR.
Este grupo de genes, entre otros, incluye TPEF/HPP1 que esta frecuentemente metilado en los canceres de colon y
que fue identificado independientemente por dos grupos diferentes utilizando el método MS-APPCR (véase, por
ejemplo, Young J, Biden KG, Simms LA, Huggard P, Karamatic R, Eyre HJ, Sutherland GR, Herath N, Barker M,
Anderson GJ, Fitzpatrick DR, Ramm GA, Jass JR, Leggett BA. HPP1l: un gen que codifica la proteina
transmembrana cominmente metilado en los pélipos colorrectales y canceres. Proc Natl Acad Sci EE.UU. 98: 265 -
270, 2001).

Enfoque multifactorial. El diagnéstico del cancer se ha basado tradicionalmente en la deteccion de marcadores
moleculares individuales (por ejemplo, mutaciones genéticas, niveles elevados de PSA). Desafortunadamente, el
cancer es un estado de enfermedad en el que los marcadores individuales han fallado tipicamente para detectar o
diferenciar muchas formas de la enfermedad. Por lo tanto, los ensayos que reconocen solamente un Unico marcador
han demostrado ser de valor predictivo limitado. Un aspecto fundamental de esta invencion es que el diagnéstico de
cancer basado en metilacion y la deteccion, el diagnéstico y el seguimiento terapéutico de este tipo de
enfermedades proporcionara mejoras significativas sobre el estado de la técnica que utiliza analisis con marcadores
individuales mediante el uso de una seleccion de marcadores multiples. El enfoque analitico mudltiple es
particularmente adecuado para el diagnostico del cancer ya que el cancer no es una enfermedad simple, este
enfoque de "panel" multifactorial es consistente con la naturaleza heterogénea del cancer, tanto citolégica como
clinicamente.

La clave para la implementacion exitosa de un enfoque de panel para las pruebas de diagnoéstico basadas en
metilacién es el disefio y el desarrollo de paneles optimizados de marcadores que pueden caracterizar y distinguir
estados de enfermedad.

Desarrollo de las pruebas médicas. Dos medidas evaluativas clave de cualquier deteccion médica o prueba de
diagndstico son su sensibilidad y especificidad, que miden qué tan bien se desempefia la prueba para detectar con
precisién a todos los individuos afectados sin excepcion, y sin incluir falsamente individuos que no tienen la
enfermedad objetivo (valor predictivo). Histéricamente, se han criticado muchas pruebas de diagndstico debido a la
escasa sensibilidad y especificidad.

Un verdadero resultado positivo (TP) es cuando la prueba es positiva y esta presente la condicion. Un falso
resultado positivo (FP) es cuando la prueba es positiva, pero no esta presente la condicion. Un verdadero resultado
negativo (TN) es cuando la prueba es negativa y no esta presente la condicion. Un resultado falso negativo (FN) es
cuando la prueba es negativa pero no esta presente la condicidon. En este contexto: Sensibilidad = TP/(TP + FN);
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 probando. Una prueba que tiene poca sensibilidad produce una alta tasa de falsos
negativos, es decir, individuos que tienen la enfermedad pero que son falsamente identificados como libres de esa
enfermedad particular. El peligro potencial de un falso negativo es que el individuo enfermo permanecera sin
diagnosticar y sin tratamiento durante algin periodo de tiempo, durante el cual la enfermedad puede progresar hasta
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 una prueba en sangre con base en una proteina para el VIH. Este tipo de prueba
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exhibe pobre sensibilidad, ya que no puede detectar la presencia del virus hasta que la enfermedad esta bien
establecida y el virus ha invadido el torrente sanguineo en cantidades sustanciales. En contraste, un ejemplo de una
prueba que tiene una alta sensibilidad es la deteccion de carga viral mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Se logra una alta sensibilidad porque este tipo de prueba puede detectar cantidades muy
pequefias del virus. La alta sensibilidad es particularmente importante cuando las consecuencias de la falta de
diagndstico son altas.

La especificidad, por otro lado, es una medida de la capacidad de una prueba para identificar con precision
pacientes que estan libres del estado de enfermedad. Una prueba de que tiene poca especificidad produce una alta
tasa de falsos positivos, es decir, los individuos que son falsamente identificados por tener la enfermedad. Un
inconveniente de los falsos positivos es que obligan a los pacientes a someterse a tratamientos de procedimientos
médicos innecesarios con sus consiguientes riesgos, tensiones emocionales y financieras, y que pueden tener
efectos adversos en la salud del paciente. Una caracteristica de las enfermedades que hace que sea dificil el
desarrollo de pruebas de diagnéstico con alta especificidad es que los mecanismos de enfermedad, particularmente
en el cancer, a menudo implican una pluralidad de genes y proteinas. Ademas, cierta proteinas pueden ser elevadas
por razones no relacionadas con un estado de enfermedad. Un ejemplo de una prueba que tiene alta especificidad
es una prueba con base en los genes que puede detectar una mutacion p53. La especificidad es importante cuando
el costo o riesgo asociados con procedimientos de diagnéstico adicionales o mayor intervencion médica son muy
altos.

Necesidad pronunciada en la técnica. Si se puede aumentar la especificidad de deteccién de cancer de colon, el
problema de resultados de una prueba como falsos positivos que conduce a un examen colonoscépico innecesario
se reduciria lo que llevaria a un ahorro de costes y a una mayor seguridad.

En vista de la incidencia de cancer de colon y las desventajas asociadas con los métodos actuales de deteccion de
un trastorno proliferativo de células colorrectales, existe una necesidad sustancial en la técnica por métodos
mejorados para la deteccion temprana de trastornos proliferativos de células del colon, en particular cancer de colon,
que se utilizan ademas de, o0 como un sustituto de las pruebas actualmente disponibles. Se sabe que el estado de
metilacién de ciertos genes es importante en el fenotipo de cancer de colon (Toyota et al. PNAS, vol. 96, 1999, p.
8681-8686; Rashid et al. American Journal of Pathology, vol. 159, no. 3 2011, p. 1129-1135; WO 02/24056; van
Rijnsoever et al. Gut, vol. 51, no. 6, 2002, p. 797-802; WO 03/014388), pero hasta ahora no se sabia que el NGFR
estuviera hipermetilado en los trastornos proliferativos del colon.

Resumen de la invencién

Varios aspectos de la presente divulgacion proporcionan paneles eficientes y Unicos de genes, por lo cual el andlisis
de metilacion NGFR permite la deteccion de trastornos proliferativos de células del colon con un valor
particularmente alto de sensibilidad, especificidad y/o predictivo. Los métodos de la invencién para la prueba de
cancer colorrectal tienen particular utilidad para la deteccion de las poblaciones en riesgo. Los métodos de la
invencién tienen ventajas sobre los métodos del estado del arte (incluyendo el estandar de la industria FOBT),
debido a la mejora de la sensibilidad, la especificidad y probablemente el cumplimiento por parte del paciente.

La presente invencidn proporciona nuevos métodos para detectar o distinguir entre trastornos proliferativos de
células colorrectales. Dichos métodos se utilizan mas preferiblemente para detectar o detectar y distinguir entre uno
o0 mas de los siguientes: carcinoma colorrectal, adenoma de colon, tejido inflamatorio del colon, adenomas de colon
de grado 2 de displasia menores a 1 cm, adenomas de colon de grado 3 de displasia de adenomas mayores a 1 cm,
tejido normal de colon, el tejido no normal de colon, fluidos corporales y tejido de cancer que no es de colon.

En una realizacion la invencién proporciona un método para deteccion y/o para detectar y distinguir entre dos 0 mas
trastornos proliferativos celulares colorrectales en un sujeto. Dicho método comprende las siguientes etapas: i) poner
en contacto el ADN gendmico del NGFR aislado a partir de plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera,
células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre obtenida del sujeto con al menos un reactivo, o serie de
reactivos que distinguen entre dinucledtidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una regién objetivo
del ADN gendmico, en donde la secuencia de nucleétidos de dicha regién objetivo comprende al menos una
secuencia de dinucledtido CpG; vy ii) detectar, o detectar y distinguir entre dos o mas trastornos proliferativos
celulares colorrectales proporcionados con una sensibilidad mayor o igual a 80% y una especificidad mayor o igual a
80%.

Preferiblemente, la sensibilidad es de aproximadamente 75% hasta aproximadamente 96%, o de aproximadamente
80% hasta aproximadamente 90%, o de aproximadamente 80% hasta aproximadamente 85%. Preferiblemente, la
especificidad es de aproximadamente 75% hasta aproximadamente 96%, o de aproximadamente 80% hasta
aproximadamente 90%, o de aproximadamente 80% hasta aproximadamente 85%.

Los métodos actuales usados para detectar y diagnosticar trastornos de proliferacion celular colorrectal incluyen
colonoscopia, sigmoidoscopia, y cancer de colon de sangre oculta en las heces. En comparacion con estos
métodos, la invencion divulgada es mucho menos invasiva que la colonoscopia, e igual si no mas sensible que la
sigmoidoscopia y FOBT. El desarrollo de un ensayo de fluido corporal representa una clara ventaja técnica sobre los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2659325 T3

métodos actuales conocidos en la técnica en que se anticipa que la conformidad del paciente para una prueba
basada en un solo fluido corporal sera mas alta que el analisis por triplicado de las heces actualmente recomendado
para FOBT.

Una realizacion particular del método divulgado comprende el uso del NGFR como marcador para la diferenciacion,
deteccion y distincién de los trastornos proliferativos de células colorrectales.

Dicho uso del gen puede ser posible por medio de cualquier andlisis de la expresion del gen, por medio de andlisis
de la expresion de ARNm o analisis de la expresion de proteinas. Sin embargo, en la realizacién mas preferida de la
invencion, la deteccidn, diferenciacién y distinciéon de los trastornos proliferativos de células colorrectales es posible
por medio de andlisis del estado de metilacion.

La divulgacién proporciona un método para el analisis de muestras biologicas para detectar las caracteristicas
asociadas con el desarrollo de trastornos proliferativos de células colorrectales, del método divulgado caracterizado
porque acidos nucleicos o un fragmentos del mismo, de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se pone en contacto con un
reactivo o serie de reactivos capaces de distinguir entre los dinucle6tidos CpG metilados y no metilados dentro de la
secuencia gendmica, o secuencias de interés.

El método tiene utilidad para el diagnéstico, tratamiento y seguimiento mejorado de trastornos proliferativos de
células colorrectales, mas concretamente, al permitir la mejor identificacion y diferenciacion divulgada entre las
subclases de dicho trastorno. EI método presenta mejoras con respecto al estado de la técnica ya que permite una
clasificacion muy especifica de trastornos proliferativos de células colorrectales, permitiendo de este modo un
tratamiento mejorado e informado de los pacientes.

Preferiblemente, se selecciona la fuente de la muestra de ensayo del grupo que consiste de células o lineas
celulares, portaobjetos histolégicos, biopsias, tejidos embebidos en parafina, fluidos corporales, eyaculado, heces,
orina, sangre, y sus combinaciones. Preferiblemente, se selecciona la fuente entre el grupo que consiste de heces,
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células aisladas de la sangre, células aisladas de la sangre
obtenida del sujeto.

Especificamente, la presente divulgacion proporciona un método para la detecciéon de trastornos proliferativos de
células colorrectales, que comprende: obtener una muestra bioldgica que comprende &acido(s) nucleico(s)
gendmico(s); poner en contacto el(los) acido(s) nucleico(s), o un fragmento de los mismos, con un reactivo o una
pluralidad de reactivos suficientes para distinguir entre las secuencia de dinucleétidos CpG metiladas y no metiladas
dentro de una secuencia objetivo del acido nucleico objetivo, en donde la secuencia objetivo comprende, o se hibrida
en condiciones rigurosas con, una secuencia que comprende al menos 16 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO:
7, comprendiendo dichos nucleétidos contiguos al menos una secuencia del dinucleétido CpG; y determinar,
basandose al menos en parte en dicha distincién, el estado de metilacién de al menos una secuencia de dinucleétido
CpG objetivo, o un promedio, o un valor que refleja un estado promedio de metilacion de una pluralidad de
secuencias de dinucleétidos CpG objetivo. Preferiblemente, la distincién entre las secuencias de dinucle6tido CpG
metiladas y no metiladas dentro de la secuencia objetivo comprende una conversion 0 no conversion que depende
del estado de metilacién de al menos una de tales secuencias del dinucledtido CpG a la correspondiente secuencia
del dinucledtido convertida o no convertida dentro de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de las
SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433, y las regiones contiguas de la misma correspondientes a la secuencia objetivo.

Las realizaciones adicionales proporcionan un método para la deteccién de trastornos proliferativos de células
colorrectales, que comprende: obtener una muestra biolégica con ADN gendmico del sujeto, extraer el ADN
genodmico; tratar el ADN gendémico, o un fragmento del mismo, con uno o mas reactivos para convertir las bases de
citosina no metilada de la posicién 5 en uracilo o en otra base que sea detectable en forma diferente a la citosina en
términos de las propiedades de hibridacién; poner en contacto el ADN gendmico tratado, o el fragmento tratado del
mismo, con una enzima de amplificacion y al menos dos cebadores que comprenden, en cada caso, una secuencia
contigua de al menos 9 nucleétidos de longitud que sea complementaria a, o que hibrida bajo condiciones
moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID NOS:
316, 317, 432 y 433 y complementos de las mismas, en donde el ADN tratado o el fragmento del mismo o bien se
amplifica para producir un amplificado, o no se amplifica; y determinar, con base en la presencia o ausencia, o en
una propiedad de NGFR dicho amplificado, del estado de metilacién divulgado de NGFR al menos una secuencia
del dinucleétido CpG en una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 o un promedio, o un valor que refleja un
estado de metilacion promedio de una pluralidad de secuencias del dinucledtido CpG de las mismas.
Preferiblemente, al menos una de tales moléculas de acido nucleico que hibridan o molécula de acido nucleico
peptidico esta unida a una fase soélida. Preferiblemente, la determinacion comprende el uso de al menos un método
seleccionado del grupo que consiste de: hibridar al menos una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia contigua de al menos 9 nucledtidos de longitud que es complementaria, o se hibrida en condiciones
moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID NOS:
316, 317, 432 y 433, y complementos de las mismas; hibridar al menos una molécula de acido nucleico, unida a una
fase sélida, que comprende una secuencia contigua de al menos 9 nucleétidos de longitud que es complementaria, o
se hibrida en condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433, y complementos de las mismas; la hibridaciéon de al menos una
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molécula de acido nucleico que comprende una secuencia contigua de al menos 9 nucleétidos de longitud que sea
complementaria, o se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas 0 rigurosas con una secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433, y complementos de las
mismas, y la extensién de al menos una de tales moléculas hibridadas de acido nucleico por al menos una base de
nucleétido; y la secuenciacion del amplificado.

Otras realizaciones proporcionan un método para el andlisis de trastornos proliferativos de células colorrectales, que
comprende: obtener una muestra que tiene ADN gendémico del sujeto; extraccion del ADN gendmico divulgado;
poner en contacto del ADN gendmico divulgado, o un fragmento del mismo, que comprende una secuencia de
acuerdo con la SEQ ID NO: 7 o una secuencia que hibrida en condiciones rigurosas con el mismo, con una 0 mas
enzimas de restriccion sensibles a la metilacién, en donde el ADN gendémico es o bien digerido por las mismas, para
producir fragmentos de digestién, o no es digerido por las mismas; y determinar, con base en la presencia o la
ausencia, o en una propiedad de al menos uno de tales fragmentos del estado de metilacion divulgado de al menos
una secuencia del dinucledtido CpG de dicha secuencia gendmica, o un promedio, o un valor que refleja un estado
de metilacion promedio de una pluralidad de secuencias del dinucleétido CpG de las mismas. Preferiblemente, el
ADN genoémico digerido o no digerido se amplifica antes de dicha determinacion.

Las realizaciones adicionales proporcionan el uso de un acido nucleico derivado de la SEQ ID NO: 7 en la deteccion
de trastornos proliferativos de células de colon.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1, 5, 9, 16, 20, muestran matrices ordenadas de los datos obtenidos de acuerdo a los Ejemplos 1, y de
acuerdo con las diferencias de metilacién de CpG entre las dos clases de tejidos, usando un algoritmo adecuado.
Las figuras se muestran en escala de grises, en donde las posiciones mas significativas de CpG estan en la parte
inferior de la matriz con disminucién decreciente hacia la parte superior. Negro indica metilacion total en un posicion
dada de CpG, blanco representa sin metilacién en la posicion particular, con grados de metilacion representados en
color gris, desde claro (baja proporcién de metilacién) hasta oscuro (alta proporcién de metilacion). Cada fila
representa una posicién especifica de CpG dentro de un gen y cada columna muestra el perfil de metilacion para los
diferentes CpG para una muestra. Los valores p para las posiciones individuales de CpG se muestran en el lado
derecho. Los valores p son las probabilidades de que la distribucion observada ocurra por casualidad en el conjunto
de datos.

Las Figuras 2, 6, 10, 17, 21, 25, 29 muestran los resultados de las pruebas LogReg no corregidas con multiples
variables para cada comparacion. Cada region genémica individual de interés se representa como un punto, la linea
punteada representa el punto de corte para la tasa de falso descubrimiento del 25%.

Las Figuras 3, 7, 11, 22, 26, muestran las matrices de datos ordenadas, obtenidas de acuerdo con los Ejemplos 1,
de la precision de la maquina de soporte lineal GeneWise a través de validaciones entre las dos clases de tejidos,
para los marcadores de mejor desempefio. Las figuras se muestran en escala de grises, en donde las posiciones
mas significativas de CpG estan en la parte inferior de la matriz con disminucién decreciente hacia la parte superior.
Negro indica metilacion total en un posicién dada de CpG, blanco representa sin metilacién en la posicion particular,
con grados de metilacion representados en color gris, desde claro (baja proporciéon de metilacion) hasta oscuro (alta
proporcion de metilacién). Cada fila representa una posicion especifica de CpG dentro de un gen y cada columna
muestra el perfil de metilacion para los diferentes CpG para una muestra. Los valores de precision para cada region
gendmica individual de interés se muestran en el lado derecho.

Las Figuras 4, 8, 12, 23, 27, 31 y 35 muestran la precision de las maquinas de vectores de soporte lineal GeneWise
a través de la validacion de todas las regiones genémicas de cada clasificacion. La precision de cada region
gendmica se representa como cuadrados negros, la especificidad como diamantes sin relleno, y la sensibilidad como
cuadrados sin relleno. La precision, medida en el eje X muestra la fraccion de muestras clasificadas correctamente.

La Figura 74 muestra la amplificacion por PCR divulgada de las muestras de acuerdo con el ensayo 3 del ejemplo
14, respectivamente. El eje X muestra el nimero de ciclo de la reaccién en cadena de la polimerasa, el eje Y
muestra la intensidad de fluorescencia sobre el fondo.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones:

El término "relacion Observada/Esperada” ("relacion O/E") se refiere a la frecuencia de dinucle6tidos CpG dentro de
una secuencia particular de ADN, y corresponde al [nUmero de sitios de CpG/(nimero de bases C x nimero de
bases G)] x la longitud de la banda para cada fragmento.

El término "isla CpG" se refiere a una region contigua de ADN gendmico que satisface los criterios (1) que tiene una
frecuencia de dinucledtidos CpG correspondientes a una "relacion observada/esperada” > 0,6, y (2) que tiene un
"contenido de GC" > 0.5. Las islas CpG estan tipicamente, pero no siempre, entre aproximadamente 0,2 hasta
aproximadamente 1 kb, o hasta aproximadamente 2 kb de longitud.
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El término "estado de metilacion" o "estatus de la metilacion" se refiere a la presencia o ausencia de 5-metilcitosina
("5-mCyt") en uno o en una pluralidad de dinucleétidos CpG dentro de una secuencia de ADN. El estado de
metilacion en uno o mas sitios particulares de metilacion de CpG (que tienen cada uno dos secuencias del
dinucleétido CpG CpG) dentro de una secuencia de ADN incluyen "no metilado", "totalmente metilado" y
"semimetilado.”

El término "semimetilacion” se refiere al estado de metilacién de un sitio de metilacion palindrémico de CpG, donde
sélo una Unica citosina estd metilada en una de las dos secuencias del dinucleétido CpG del sitio de metilacion
palindrémico de CpG (por ejemplo, 5-ccVGG-3 ‘(cadena superior): 3'-CCGG-5' (cadena inferior)).

El término 'AUC', como se usa en el presente documento es una abreviatura para el area bajo una curva. En
particular, se refiere al area bajo una curva caracteristica de funcionamiento del receptor (ROC). La curva ROC es
un gréafico de la tasa positiva verdadera contra la tasa de falsos positivos para los diferentes puntos de corte posibles
de una prueba diagndstica. Muestra el compromiso entre sensibilidad y especificidad dependiendo del punto de
corte seleccionado (cualquier aumento en la sensibilidad vendrd acompafiado por una disminuciéon en la
especificidad). El area bajo una curva ROC (AUC) es una medida de la precision de una prueba de diagndstico
(cuanto mayor sea el area mejor, el optimo es 1, una prueba al azar tendria una curva ROC recostada sobre la
diagonal con un area de 0,5 de NGFR; para la referencia: J. P. Egan. Signal Detection Theory and ROC Analysis,
Academic Press, Nueva York, 1975).

El término "hipermetilacion” se refiere al estado de metilacion promedio que corresponde a un aumento de la
presencia de 5-mCyt en uno o en una pluralidad de dinucleétidos CpG dentro de una secuencia de ADN de una
muestra de prueba de ADN, respecto a la cantidad de 5-mCyt encontrada en los dinucleétidos CpG
correspondientes dentro de una muestra normal de ADN de control.

El término "hipometilacion" se refiere al estado de metilacion promedio que corresponde a una disminucion de la
presencia de 5-mCyt en uno o en una pluralidad de dinucleétidos CpG dentro de una secuencia de ADN de una
muestra de prueba de ADN, respecto a la cantidad de 5-mCyt encontrada en los dinucledtidos CpG
correspondientes dentro de una muestra normal de ADN de control.

El término "microarreglos" se refiere en términos generales a ambos "microarreglos de ADN," y ‘chip(s) de ADN',
como se reconoce en la técnica, abarca 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 sobre lo mismos.

"Parametros genéticos" son mutaciones y polimorfismos de genes y secuencias requeridos adicionalmente para su
regulacion. Para ser designado como mutaciones son, en particular, inserciones, supresiones, mutaciones
puntuales, inversiones y polimorfismos y, particularmente preferidos, SNP (polimorfismos de un solo nucleétido).

"Parametros epigenéticos" son, en particular, metilaciones de citosina. Otros parametros epigenéticos incluyen, por
ejemplo, la acetilacion de histonas que, sin embargo, no se puede analizar directamente usando 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, hidrégeno sulfito o
combinaciones de los mismos, Util como se divulga aqui para distinguir entre secuencias de dinucledtidos CpG
metilados y no metilados.

El término "ensayo de metilacion" se refiere a cualquier ensayo para la determinacion del estado de metilacion de
una o mas secuencias de dinucledtidos CpG dentro de una secuencia de ADN.

El término "MS.AP-PCR" (reaccion en cadena de la polimerasa cebada arbitrariamente sensible a la metilacion) se
refiere a la tecnologia reconocida en la técnica que permite un barrido global del genoma usando cebadores ricos en
CG para enfocarse en las regiones que mas probablemente contienen dinucledtidos CpG, y descrito por Gonzalgo y
colaboradores, Cancer Research 57: 594-599, 1997.

El término "MethyLightMR" se refiere a la técnica de PCR en tiempo real basada en fluorescencia reconocida en la
técnica, descrita por Eads y colaboradores, Cancer Res. 59: 2302 - 2306 mil, 1999.

El término ensayo "HeavyMethyIMR", en la realizacién del mismo implementado en el presente documento, se refiere

a un ensayo, en el que sondas de bloqueo especificas de la metilacion (también denominadas aqui como
bloqueadoras) que cubren posiciones de CpG entre o cubiertas por los cebadores de amplificaciéon, permiten la
amplificacién selectiva especifica de la metilacién de una muestra de acido nucleico.

El término ensayo "HeavyMethy™® MethyLight""", en la realizacion del mismo implementada en el presente
documento, se refiere a un ensayo HeavyMethyl™® MethyLight®, que es una variacion del ensayo MethyLight"?, en
donde el ensayo MethyLightMR se combina con sondas de bloqueo especificas de la metilacién que cubren las
posiciones de CpG entre los cebadores de amplificacion.
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El término "Ms-SNUPE" (extensién del cebador de un solo nucleétido sensible a la metilacion) se refiere al ensayo
reconocido en el arte descrito por Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997.

El término "MSP" (PCR especifica de la metilacion) se refiere al ensayo de metilacién reconocido en la técnica
descrito por Herman y colaboradores Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93: 9821 - 9826, 1996, y en la patente de los
Estados Unidos No. 5.786.146.

El término "COBRA" (andlisis de restriccion combinada con bisulfito) se refiere al ensayo de metilacion reconocido
en la técnica descrito por Xiong y Laird, Nucleic Acids Res. 25: 2532 - 2534, 1997.

El término "MCA" (amplificacion de una isla CpG metilada) se refiere al ensayo de metilacion descrito por Toyota y
colaboradores, Cancer Res. 59: 2307 - 12, 1999, y en el documento WO 00/26401A1.

El término "hibridacion” se debe entender como un vinculo de un oligonucledétido con una secuencia complementaria
a lo largo de las lineas de los emparejamientos de bases de Watson-Crick en el ADN de la muestra, que forma una
estructura duplex.

"Condiciones de hibridacién rigurosas”, tal como se definen en el presente documento, implican la hibridacién a 68°C
en 5x SSC/solucién de Denhardt 5x/1,0% de SDS, y el lavado en 0,2x SSC/0,1% de SDS a temperatura ambiente, o
implicar el equivalente del mismo reconocido en la técnica (por ejemplo, condiciones en las que se lleva a cabo una
hibridacion a 60°C en regulador 2,5 x SSC, seguido por varias etapas de lavado a 37°C en una concentracion baja
de regulador, y se mantiene estable). Las condiciones moderadamente rigurosas, como se define aqui, involucrar la
inclusion del lavado en 3x SSC a 42°C, o su equivalente reconocido en la técnica. Los parametros de concentracion
de sal y de temperatura se pueden variar para lograr el nivel 6ptimo de identidad entre la sonda y el acido nucleico
objetivo. La orientacion con respecto a tales condiciones esta disponible en la técnica, por ejemplo, por Sambrook y
colaboradores, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Nueva York; y Ausubel y
colaboradores (eds.), 1995, Current Protocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons, Nueva York) en la Unidad
2.10.

Los términos "SEQ ID NO de la matriz", "SEQ ID NO de la matriz compuesta”, o "secuencia de la matriz compuesta"
se refieren a una secuencia, hipotética o no, que consiste en un compuesto lineal de cabeza a cola (5' a 3') de todas
las secuencias contiguas individuales de una matriz del sujeto (por ejemplo, un compuesto de cabeza a cola de las
SEQ ID NOS: 1 - 71, en ese orden).

Los términos "nodo de la SEQ ID NO de la matriz", "nodo de la SEQ ID NO de la matriz compuesta”, o "nodo de la
secuencia de la matriz compuesta” se refieran a una unién entre cualquiera dos secuencias contiguas individuales
de la "SEQ ID NO de la matriz", la "SEQ ID NO de la matriz compuesta”, o la "secuencia de la matriz compuesta".

En referencia a las secuencias de la matriz compuesta, la frase "nuclettidos contiguos" se refiere a una region de
secuencia contigua de cualquier secuencia contigua individual de la matriz compuesta, pero no incluye una region de
la secuencia de la matriz compuesta que incluye un "nodo", como se define aqui mas arriba.

Compendio:

Se describen aqui marcadores genéticos moleculares que tienen nueva utilidad para el andlisis de patrones de
metilacion asociados con el desarrollo de trastornos proliferativos de células colorrectales. Dichos marcadores
pueden ser utilizados para detectar o distinguir entre los trastornos proliferativos de células colorrectales,
proporcionando asi medios mejorados para la clasificacion y el tratamiento de dichos trastornos.

La modificacion del ADN con bisulfito es una herramienta reconocida en la técnica utilizada para evaluar el estado
de metilacion de CpG. La 5-metilcitosina es la modificacion mas frecuente de la base covalente en el ADN de las
células eucariotas. Desempefia un papel, por ejemplo, en la regulacién de la transcripcion, en la impronta genética, y
en la tumorigénesis. Por lo tanto, la identificacion de 5-metilcitosina como un componente de la informacién genética
es de considerable interés. Sin embargo, las posiciones de la 5-metilcitosina no se pueden identificar por
secuenciacion, porgue la 5-metilcitosina tiene el mismo comportamiento de apareamiento de bases que la citosina.
Por otra parte, la informacién epigenética transportada por la 5-metilcitosina se pierde completamente, por ejemplo,
durante la amplificacién por PCR.

El método mas frecuentemente utilizado para el andlisis del ADN por la presencia de 5-metilcitosina se basa en el
reaccion especifica del bisulfito con la citosina por medio de la cual, tras la subsiguiente hidrolisis alcalina, la citosina
se convierte en uracilo que corresponde a la timina en su comportamiento de apareamiento de bases.
Significativamente, sin embargo, la 5-metilcitosina permanece sin modificar bajo estas condiciones. Por
consiguiente, el ADN original se convierte de tal manera que la metilcitosina, que originalmente no podria
distinguirse de la citosina por su comportamiento de hibridacion, ahora puede ser detectada como la Unica citosina
restante utilizando técnicas estandar de biologia molecular reconocidas en la técnica, por ejemplo, por amplificacion
e hibridacion, o por secuenciacién. Todas estas técnicas se basan en las propiedades diferenciales de apareamiento
de bases, que ahora pueden ser totalmente explotadas.
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El estado del arte, en términos de sensibilidad, se define mediante un método que comprende encerrar el ADN que
se va a analizar en una matriz de agarosa, evitando asi la difusion y renaturalizacién del ADN (el bisulfito sélo
reacciona con ADN monocatenario), y la sustitucion de todas las etapas de precipitacion y purificacién con dialisis
rapida (Olek A, y colaboradores, A modified and improved method for bisulfite based cytosine methylation analysis,
Nucleic Acids Res. 24: 5064-6, 1996). Por lo tanto, es posible analizar las células individuales para el estado de
metilacion, ilustrando la utilidad y sensibilidad del método. Una vision general de los métodos reconocidos en el arte
para detectar 5-metilcitosina es proporcionada por Rein, T., y colaboradores, Nucleic Acids Res., 26: 2.255, 1998.

La técnica del bisulfito, salvo algunas excepciones (por ejemplo, Zeschnigk M, y colaboradores, Eur J Hum Genet. 5:
94 - 98, 1997), solo se usa actualmente en investigacién. En todos los casos, se amplifican fragmentos especificos
cortos de un gen conocido después del tratamiento con bisulfito, y, o bien secuenciados completamente (Olek y
Walter, Nat Genet. 1997 17: 275 - 6, 1997), sometidos a una o0 mas reacciones de extension del cebador (Gonzalgo
y Jones, Nucleic Acids Res, 25: 2529 - 31, 1997; el documento WO 95/00669, la patente de los Estados Unidos No.
6.251.594) para analizar las posiciones individuales de citosina, o tratado por digestion enzimatica (Xiong y Laird,
Nucleic Acids Res., 25: 2532 - 4, 1997). La deteccion por hibridacion también ha sido descrita en la técnica (Olek y
colaboradores, WO 99/28498). Ademas, se ha descrito el uso de la técnica del bisulfito para la deteccion de
metilacién con respecto a los genes individuales (Grigg y Clark, Bioessays, 16: 431 - 6, 1994; Zeschnigk M, y
colaboradores, Hum Mol Genet, 6: 387-95, 1997; Feil R, y colaboradores, Nucleic Acids Res, 22: 695 -, 1994; Martin
V, y colaboradores, Gene, 157: 261 - 4, 1995; los documentos WO 9746705 y WO 9515373).

La presente divulgacion proporciona el uso de la técnica del bisulfito, en combinacién con uno o mas ensayos de
metilacion, para la determinacion del estado de metilacion de secuencias del dinucledtido CpG dentro de una
secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 7. De acuerdo con la presente divulgacion esta determinacion tiene una
utilidad diagndstica y de prondstico.

Procedimientos del ensayo de metilacién. Se conocen en el arte varios procedimientos de ensayo de metilacion, y se
pueden utilizar junto 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. Tales
ensayos implican, entre otras técnicas, la secuenciacion de ADN del ADN tratado con bisulfito, PCR (para la
amplificacién especifica de la secuencia), analisis de transferencias tipo Southern, y el uso de enzimas de restriccion
sensibles a la metilacion.

Por ejemplo, se ha simplificado la secuenciacion genémica para el analisis de los patrones de metilacion del ADN y
la distribucién de la 5-metilcitosina mediante el uso del tratamiento con bisulfito (Frommer y colaboradores, Proc Natl
Acad Sci EE.UU. 89: 1827 - 1831, 1992). Ademas, se utiliza la digestion con enzimas de restriccion de los productos
de la PCR amplificados a partir del ADN convertido con bisulfito, por ejemplo, el método descrito por Sadri y Hornsby
(Nucl. Acids Res. 24: 5058 - 5059, 1996), 0 COBRA (andlisis de restricci6n combinado con bisulfito) (Xiong y Laird,
Nucleic Acids Res. 25: 2532 - 2534, 1997).

COBRA. El analisis COBRA™® es un ensayo de metilacion cuantitativo Gtil para determinar los niveles de metilacion
del ADN en los loci de genes especificos en cantidades pequefias de ADN gendmico (Xiong y Laird, Nucleic Acids
Res. 25: 2532 - 2534, 1997). En resumen, la digestion con enzimas de restriccion se utiliza para revelar las
diferencias de secuencia que dependen de la metilacién en los productos de la PCR de ADN tratado con bisulfito de
sodio. Se introducen primero las diferencias de la secuencia que dependen de la metilacion en el ADN gendmico
mediante tratamiento estandar con bisulfito de acuerdo con el procedimiento descrito por Frommer y colaboradores
(Proc Natl Acad Sci EE.UU. 89: 1827 - 1831, 1992). Se lleva a cabo luego la amplificacion por PCR del ADN
convertido con bisulfito utilizando cebadores especificos para las islas CpG de interés, seguido por la digestiéon con
endonucleasas de restriccién, electroforesis en gel, y la deteccion mediante sondas de hibridacion especificas
marcadas. Los niveles de metilacién en la muestra original de ADN estan representados por las cantidades relativas
del producto PCR digerido y no digerido de una forma linealmente cuantitativa a través de un amplio espectro de
niveles de metilacion del ADN. Ademas, esta técnica puede ser aplicada de forma confiable al ADN obtenido a partir
de muestras de tejido microseccionadas embebidas en parafina.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se pueden encontrar en un kit tipico basado en COBRAMR) para el andlisis
COBRAM™® pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para un gen especifico (o una secuencia de ADN
tratada con bisulfito o una isla CpG); una enzima de restriccion y regulador apropiado; oligo de hibridacién en el gen;
oligo de hibridaciéon de control; un kit de marcaciéon de quinasa para la sonda oligo; y nucle6tidos marcados.
Ademas, los reactivos de conversion con bisulfito pueden incluir: regulador de desnaturalizacién de ADN; regulador
de sulfonacion; reactivos o kits de recuperacién del ADN (por ejemplo, precipitacion, ultrafiltracion, columna de
afinidad); regulador de desulfonacién; y componentes de recuperacion del ADN.

Preferiblemente, ensayos tales como las reacciones "MethyLightMR" (técnica de PCR en tiempo real basada en
fluorescencia) (Eads y colaboradores, Cancer Res. 59: 2302 - 2306, 1999), Ms-SNUPE ™ (extension del cebador de
un solo nucledtido sensible a la metilacién) (Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res 25: 2529 - 2531, 1997), PCR
especifica para metilaciéon ("MSP"; Herman y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93: 9821 - 9826, 1996;
patente de los Estados Unidos No. 5.786.146), y amplificacién de la isla CpG metilada ("MCA"; Toyota y
colaboradores, Cancer Res. 59: 2307 - 12, 1999) se usan solos 0 en combinacion con otro de estos métodos.
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MethyLightMR. El ensayo MethyLightMR es un ensayo de metilaciéon cuantitativa de alto rendimiento que utiliza
tecnologia PCR en tiempo real con base en fluorescencia (TagMan ™) que no requiere manipulaciones adicionales
después de la etapa de PCR (Eads y colaboradores, Cancer Res. 59: 2302 - 2306, 1999). En resumen, el proceso
MethyLight'VIR comienza con una muestra mixta de ADN gendmico que se convierte, en una reaccion con bisulfito de
sodio, en una combinacién mixta de diferencias de secuencia que dependen de la metilacion de acuerdo con
procedimientos estandar (el proceso con bisulfito convierte los residuos de citosina no metilados en uracilo). La PCR
basada en fluorescencia se realiza a continuacién, ya sea en una reacciéon PCR "no sesgada" (con cebadores que
no se superpongan en los sitios de metilacién conocidos de CpG), o en una reaccién "sesgada" (con cebadores de
PCR que se superponen en los dinucleétidos CpG conocidos). La discriminacion de la secuencia puede ocurrir ya
sea a nivel del proceso de amplificacion o a nivel del proceso de deteccion por fluorescencia, o0 ambos.

El ensayo MethyLightMR puede ser usado como una prueba cuantitativa para los patrones de metilaciéon en la
muestra de ADN gendmico, en donde la discriminacion de la secuencia se presenta al nivel de la hibridacion de la
sonda. En esta version cuantitativa, la reaccion PCR proporciona la amplificacién no sesgada en presencia de una
sonda fluorescente que se superpone a un sitio particular de metilacién putativa. Se proporciona un control no
sesgado para la cantidad de ADN de entrada mediante una reaccién en la que ni los cebadores, ni la sonda
recubren ninguno de los dinucledtidos CpG. Alternativamente, se logra una prueba cualitativa para la metilacién
gendmica mediante sondeo de la combinacién PCR sesgada, ya sea con oligonucleétidos de control que no "cubren”
sitios de metilacion conocidos (una version con base en fluorescencia de la técnica "MSP"), o con los sitios de
metilacién potenciales que cubren los oligonucledétidos.

El proceso MethyLight'VIR puede ser utilizado con una sonda "TagMan®" en el proceso de amplificacion. Por ejemplo,
se trata ADN gendémico bicatenario con bisulfito de sodio y se sometié a uno de los dos conjuntos de reacciones
PCR usando sondas TagMan®; por ejemplo, ya sea con cebadores sesgados y la sonda TagMan® o cebadores no
sesgados y la sonda TagMan®. Los sonda TagMan® esta doblemente marcada con moléculas "reporteras" e
"inactivadoras" fluorescentes, y se disefia para ser especifica para una regién con contenido relativamente alto de
GC de manera que se funde aproximadamente a una temperatura 10°C mas alta en el ciclo de PCR que los
cebadores directos o inversos. Esto permite que la sonda TagMan® permanezca hibridada completamente durante
la etapa de hibridacién/extension de la PCR. A medida que la Tag polimerasa sintetiza enzimaticamente una nueva
cadena durante la PCR, eventualmente alcanza la sonda TagMan® hibridada. La actividad 5' a 3' endonucleasa de
la Taqg polimerasa desplazara entonces la sonda TagMan® digiriéndola para liberar la molécula reportera
fluorescente para deteccidon cuantitativa de su sefial ahora no inactivada utilizando un sistema de deteccion
fluorescente en tiempo real.

Los reactivos tipicos (por egﬂemplo, como los que se pueden encontrar en un kit tipico con base en MethyLight“"™)
para el anlisis MethyLight"® pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para un gen especifico (0
secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG); sondas TagMan®; reguladores optimizados para PCR y
desoxinucledtidos; y Taq polimerasa.

Ms-SNUPE. La técnica Ms-SNuPE™® es un método cuantitativo para evaluar diferencias de metilacion en sitios
especificos CpG con base en el tratamiento con bisulfito del ADN, seguido por la extension del cebador de un solo
nucleétido (Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529 - 2531, 1997). En resumen, se hace reaccionar el ADN
gendémico con bisulfito de sodio para convertir la citosina no metilada en uracilo, dejando la 5-metilcitosina sin
cambios. La amplificacion de la secuencia objetivo deseada es luego realizada usando cebadores de PCR
especificos para el ADN convertido con bisulfito, y se aisla el producto resultante y se utiliza como plantilla para el
analisis de metilacion en el(los) sitio(s) CpG de interés. Se pueden analizar pequefas cantidades de ADN (por
ejemplo, secciones de patologia microseccionadas), y se evita la utilizacion de enzimas de restriccion para
determinar el estado de metilacién en los sitios CpG.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se pueden encontrar en un kit tipico con base en Ms-SNuPEMR) para el
analisis con 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 optimizadosFPara PCR y desoxinucleotidos; kit de
extraccion en gel; cebadores de control positivo; cebadores para Ms-SNuPE™ para el gen especifico; regulador de
reaccion (para la reaccion Ms-SNUPE); y nucleétidos marcados. Ademas, los reactivos de conversion con bisulfito
pueden incluir: regulador de desnaturalizacién de ADN; regulador de sulfonacion; reactivos o kit de recuperacion de
ADN (por ejemplo, precipitacion, ultrafiltracién, columna de afinidad); regulador de desulfonacién; y componentes de
recuperacion de ADN.

MSP. La MSP (PCR especifica para metilacion) permite evaluar el estado de metilacion de practicamente cualquier
grupo de sitios CpG dentro de una isla CpG, independientemente del uso de enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion (Herman y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93: 9821 - 9826, 1996; patente de los Estados
Unidos No. 5.786.146). En resumen, el ADN se modifica mediante la conversién con bisulfito de sodio de todas las
citosinas no metiladas, pero no las citosinas metiladas en uracilo, y posteriormente amplificadas con cebadores
especificos para ADN metilado versus no metilado. MSP requiere solamente pequefias cantidades de ADN, es
sensible a 0,1% de alelos metilados de un locus dado de una isla CpG, y se puede realizar en ADN extraido de
muestras incluidas en parafina. Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se pueden encontrar en un kit tipico basado
en MSP) para el analisis con MSP pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR metilados y no metilados
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para un gen especifico (o secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG), reguladores optimizados de PCR y
desoxinucleétidos, y sondas especificas.

MCA. La técnica de MCA es un método que se puede utilizar para la deteccion de patrones de metilacién alterados
en ADN gendmico, y para aislar secuencias especificas asociadas con estos cambios (Toyota y colaboradores,
Cancer Res. 59: 2307 - 12, 1999). En resumen, las enzimas de restriccion con diferentes sensibilidades a la
metilacion de citosina en sus sitios de reconocimiento se usan para digerir los ADN gendémicos de los tumores
primarios, lineas celulares, y tejidos normales antes de la amplificacion por PCR cebada arbitrariamente. Los
fragmentos que muestran metilacion diferencial se clonan y secuencian después de la resolucién de los productos
de la PCR en geles de poliacrilamida de alta resolucion. Los fragmentos clonados se utilizan luego como sondas
para el analisis Southern para confirmar la metilacion diferencial de estas regiones. Los reactivos tipicos (por
ejemplo, como se pueden encontrar en un kit tipico con base en MCA) para el andlisis MCA puede incluir, pero no se
limitan a: cebadores de PCR para el ADN gendémico de cebado arbitrario; reguladores de PCR y nucleétidos,
enzimas de restriccion y reguladores apropiados; oligos o sondas de hibridacién de genes; oligos o sondas de
hibridacién de control.

Se determind que las secuencias genémicas de acuerdo con la SEQ ID NO: 7, y las variantes tratadas de los
mismos de origen no natural de acuerdo con las SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433 tienen nueva utilidad para la
deteccién, clasificacion y/o el tratamiento divulgados de trastornos proliferativos de células colorrectales.

La divulgacion proporciona un método para detectar y/o para detectar y distinguir entre dos o mas trastornos
proliferativos de células de colon en un sujeto. Dicho método comprende las siguientes etapas: i) poner en contacto
el ADN gendmico aislado de fluidos corporales obtenidos del sujeto con al menos un reactivo, o serie de reactivos
gue distinguen entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una regién objetivo del ADN
gendmico, en donde dichos nucleétidos contiguos comprenden al menos una secuencia del dinucleétido CpG; v ii)
detectar, o detectar y distinguir entre dos 0 mas trastornos proliferativos de células del colon que proporciona una
sensibilidad mayor o igual al 80% y una especificidad mayor o igual al 80%.

Preferiblemente, la sensibilidad es de aproximadamente 75% hasta aproximadamente 96%, o de aproximadamente
80% hasta aproximadamente 90%, o de aproximadamente 80% hasta aproximadamente 85%. Preferiblemente, la
especificidad es de aproximadamente 75% hasta aproximadamente 96%, o de aproximadamente 80% hasta
aproximadamente 90%, o de aproximadamente 80% hasta aproximadamente 85%.

El ADN gendmico puede ser aislado por cualquier medio estandar en la técnica, incluyendo el uso de kits
comercialmente disponibles. En resumen, en donde el ADN de interés esta encapsulado por una membrana celular,
la muestra bioldgica debe ser rota y lisada por medios enzimaticos, quimicos o mecanicos. La solucién de ADN
puede ser luego limpiada de proteinas y otros contaminantes, por ejemplo, mediante digestion con proteinasa K. A
continuacién se recupera el ADN gendmico de la solucién. Esto puede llevarse a cabo por medio de una variedad de
métodos que incluyen precipitacién por saturacion salina, extraccién organica o enlazamiento del ADN a un soporte
en fase solida. La eleccion del método se vera afectada por varios factores incluyendo tiempo, costo y la cantidad
requerida de ADN. Los fluidos corporales son la fuente preferida de ADN; se prefieren particularmente el plasma
sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas aisladas y células aisladas de la sangre.

La muestra de ADN gendmico se trata entonces de tal manera que las bases de citosina no metiladas en la posicion
5' se convierten en uracilo, timina, u otra base que sea muy diferente a la citosina en términos de comportamiento de
hibridacion. Esto se entiende como "tratamiento” en el presente documento.

El tratamiento descrito anteriormente del ADN gendmico se lleva a cabo preferiblemente con bisulfito (sulfito de
hidrégeno, disulfito) y la posterior hidrélisis alcalina que da como resultado una conversion de nucleobases de
citosina no metiladas en uracilo u otra base que es diferente a la citosina en términos del comportamiento de
apareamiento de bases.

Se analiza a continuacion el ADN tratado con el fin de determinar el estado de metilacién de una o mas secuencias
del gen objetivo (antes del tratamiento) asociadas con el desarrollo de carcinoma colorrectal. Se prefiere
particularmente que la regiéon objetivo comprenda, o se hibride en condiciones rigurosas con al menos 16
nucleétidos contiguos del gen NGFR. Se prefiere ademas, que se analicen las secuencias de dichos genes en la
Tabla 3 como se describe en el listado de secuencia acompafiante. El método de andlisis se puede seleccionar a
partir de aquellos conocidos en la técnica, incluyendo los que se enumeran en este documento. Se prefieren
particularmente MethyLight, MSP y el uso de oligonucleétidos de bloqueo como se describira en el presente
documento. Se prefiere ademas que cualquiera de los oligonucleétidos utilizados en este tipo de analisis (incluyendo
cebadores, oligonucleétidos de bloqueo y sondas de deteccién) deben ser complementarios inversos, idénticos, o
hibridar en condiciones rigurosas o altamente rigurosas con al menos un segmento de 16 pares de bases de largo
de las secuencias de bases de una o mas de las SEQ ID NO: (IDBISEQFIRST) hasta la SEQ ID NO: y
(IDBISEQLAST) y secuencias complementarias de las mismas.

La metilacion aberrante, mas preferiblemente hipermetilacion de DUX4 se asocian con la presencia del carcinoma
colorrectal.
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El andlisis de una o la pluralidad de las secuencias permite por primera vez detectar, o detectar y distinguir entre dos
0 mas trastornos proliferativos de células del colon con una sensibilidad mayor que o igual a 80% y una especificidad
mayor que o igual a 80%. La sensibilidad se calcula como: {neoplasia de colon detectada/neoplasia de colon total); y
la especificidad se calcula como (negativos no detectados/negativos totales).

Preferiblemente, la sensibilidad es de aproximadamente 75% hasta aproximadamente 96%, o de aproximadamente
80% hasta aproximadamente 90%, o de aproximadamente 80% hasta aproximadamente 85%. Preferiblemente, la
especificidad es de aproximadamente 75% hasta aproximadamente 96%, o de aproximadamente 80% hasta
aproximadamente 90%, o de aproximadamente 80% hasta aproximadamente 85%.

La neoplasia de colon se puede definir como todos los tumores malignos de colon o tumores malignos de colon y
grandes (adenomas > 1 cm), o subconjuntos de los mismos. Negativos pueden definirse como cualquier enfermedad
distinta de tumores malignos de colon y adenomas, o individuos saludables.

Se divulga el uso de NGFR 4 como marcadores para la diferenciacion, detecciéon y distincion de trastornos
proliferativos de células de colon.

Dicho uso del gen puede ser posible por medio de cualquier andlisis de la expresion del gen, por medio de andlisis
de la expresion de ARNm o andlisis de la expresién de proteinas. Sin embargo, como se divulga particularmente en
este documento, la deteccién, diferenciacion y distincién de los trastornos proliferativos de células de colon es
posible por medio del andlisis del estado de metilacion de y sus elementos promotores o reguladores. En el presente
documento se describen los métodos para el analisis de metilacién de genes.

Los niveles aberrantes de NGFR de la expresién de ARNm se asocian con carcinoma colorrectal.

En consecuencia, se pueden asociar un aumento o disminucion de los niveles de expresion de dichos genes o
secuencias con el desarrollo de carcinoma colorrectal y otros trastornos proliferativos de células colorrectales.

Para detectar la presencia de ARNm que codifica un gen o secuencia genémica en un sistema de deteccion para el
cancer de colon, se obtiene una muestra de un paciente. La muestra puede ser una muestra de biopsia de tejido o
una muestra de sangre, plasma, suero o similares. La muestra puede ser tratada para extraer los acidos nucleicos
contenidos en la misma. El acido nucleico resultante de la muestra se somete a electroforesis en gel u otras técnicas
de separacion. La deteccién implica poner en contacto los acidos nucleicos y, en particular, el ARNm de la muestra
con una secuencia de ADN que sirve como sonda para formar duplex hibridos. La rigurosidad de la hibridacion se
determina por una cantidad de factores durante la hibridacion y durante el procedimiento de lavado, incluyendo la
temperatura, fuerza ionica, duracion y concentracion de formamida. Estos factores se describen, por ejemplo, en
Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., 1989). La deteccion del duplex
resultante se logra por lo general mediante el uso de sondas marcadas. Alternativamente, la sonda puede estar sin
marcar, pero puede ser detectable por el enlazamiento especifico con un ligando que esta marcado, ya sea directa o
indirectamente. Las etiquetas y los métodos adecuados para marcacion de las sondas y ligandos son conocidos en
la técnica, e incluyen, por ejemplo, marcadores radiactivos que pueden ser incorporados por métodos conocidos (por
ejemplo, traduccién de la muesca o tratamiento con quinasa), biotina, grupos fluorescentes, grupos
quimioluminiscentes (por ejemplo, dioxetanos, particularmente dioxetanos activados), enzimas, anticuerpos, Yy
similares.

Con el fin de aumentar la sensibilidad de la deteccion en una muestra de ARNm transcrita a partir del gen o la
secuencia genémica, se puede usar la técnica de transcripcion inversa/reaccién en cadena de polimerizaciéon para
amplificar ADNc transcrito a partir del ARNm. El método de transcripcion inversa/PCR es bien conocido en la técnica
(por ejemplo, véase Watson y Fleming, mas arriba).

El método de transcripcién inversa/PCR se puede llevar a cabo de la siguiente manera. Se aisla el ARN celular total,
por ejemplo, por el método estandar de isotiocianato de guanidinio y se transcribe en forma inversa el ARN total. El
método de transcripcién inversa implica la sintesis de ADN en una plantilla de ARN utilizando una enzima
transcriptasa inversa y un cebador terminal 3'. Normalmente, el cebador contiene una secuencia de oligo(dT). El
ADNCc asi producido se amplifica luego usando el método de la PCR y cebadores especificos EYA4. (Belyavsky y
colaboradores, Nucl Acid Res 17: 2919 - 2932, 1989; Krug y Berger, Methods in Enzymology, Academic Press, NY,
Vol.152, paginas 316 - 325, 1987).

La presente invencion también se puede describir en ciertas realizaciones como el uso de un kit para su uso en la
deteccién de un estado de enfermedad de cancer de colon a través de pruebas de una muestra biolégica. Un kit
representativo puede comprender uno 0 mas segmentos de acido nucleico que se hibridan selectivamente con el
ARNmM y una contenedor para cada uno de los uno 0 mas segmentos de acido nucleico. En ciertas realizaciones, los
segmentos de acido nucleico pueden combinarse en un solo tubo. En realizaciones adicionales, los segmentos de
acido nucleico también pueden incluir un par de cebadores para amplificar el ARNm objetivo. Tales kits también
pueden incluir cualquiera de los reguladores, soluciones, disolventes, enzimas, nucleétidos, u otros componentes
para las reacciones de hibridacién, amplificacién o deteccion. Los componentes preferidos del kit incluyen reactivos
para PCR de transcripcion inversa, hibridacion in situ, andlisis de Northern y/o RPA.
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La presente invencién proporciona ademas métodos para detectar la presencia del polipéptido codificado por NGFR
en una muestra obtenida de un paciente.

Los niveles aberrantes de expresion del polipéptido de los polipéptidos codificados de acuerdo con la Tabla 3 estan
asociados con carcinoma colorrectal.

Por consiguiente, la sobreexpresion o subexpresion de dichos polipéptidos puede ser asociada con el desarrollo de
carcinoma colorrectal y otros trastornos proliferativos de células colorrectales.

Cualquier método conocido en la técnica para la deteccidn de proteinas puede ser utilizado. Tales métodos incluyen,
pero no se limitan a, inmunodifusion, inmunoelectroforesis, métodos inmunoquimicos, ensayos ligando-aglutinante,
técnicas de inmunohistoquimica, ensayos de aglutinacion y de complemento (por ejemplo, véase Basic and Clinical
Immunology, Sites and Terr, eds., Appleton & Lange, Norwalk, Conn. paginas 217 - 262, 1991). Se prefieren los
métodos de inmunoensayo aglutinante - ligando que incluyen hacer reaccionar anticuerpos con un epitopo o
epitopos y desplazar en forma constitutiva una proteina marcada o un derivado de la misma.

Ciertas realizaciones de la presente divulgacion comprenden el uso de anticuerpos especificos para el polipéptido
codificado por NGFR.

Tales anticuerpos pueden ser Utiles para aplicaciones de diagnéstico y prondstico en la deteccion del estado de
enfermedad, mediante la comparacién de los niveles de expresion de los marcadores de la enfermedad de colon de
un paciente para expresion de los mismos marcadores en individuos normales. En ciertas realizaciones, la
produccién de anticuerpos monoclonales o policlonales puede ser inducida por el uso del polipéptido codificado
como antigeno. Tales anticuerpos pueden a su vez ser usados para detectar las proteinas expresadas como
marcadores para estados de enfermedad humana. Los niveles de tales proteinas presentes en la sangre periférica o
muestra de tejido de un paciente pueden ser cuantificados por métodos convencionales. El enlazamiento anticuerpo-
proteina puede detectarse y cuantificarse mediante una variedad de medios conocidos en la técnica, tales como la
marcacion con ligandos fluorescentes o radiactivos. La invencion comprende ademas el uso de kits para llevar a
cabo los procedimientos antes mencionados, en los que dichos kits contienen anticuerpos especificos para los
polipéptidos investigados.

Numerosos inmunoensayos competitivos y no competitivos de enlazamiento de proteina son bien conocidos en la
técnica. Los anticuerpos empleados en tales ensayos pueden estar sin marcar, por ejemplo tal como se utiliza en
pruebas de aglutinacion, o etiquetados para uso en una amplia variedad de métodos de ensayo. Las etiquetas que
pueden usarse incluyen radionlclidos, enzimas, compuestos fluorescentes, quimioluminiscentes, sustratos o
cofactores enzimaticos, inhibidores de enzimas, particulas, colorantes y similares para uso en radioinmunoensayos
(RIA), inmunoensayos enzimaticos, por ejemplo, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
inmunoensayos fluorescentes y similares. Los anticuerpos monoclonales o policlonales o epitopos de los mismos
pueden elaborarse para uso en inmunoensayos mediante cualquiera de una serie de métodos conocidos en la
técnica.

Un enfoque para preparar anticuerpos para una proteina es la seleccién y preparacion de una secuencia de
aminoacidos de la totalidad o parte de la proteina, sintetizando quimicamente la secuencia e inyectarla en un animal
apropiado, normalmente un conejo o un ratén (Milstein y Kohler, Nature 256: 495 - 497, 1975; Gulfre y Milstein,
Methods in Enzymology: Immunochemical Techniques 73: 1 - 46, Langone y Banatis eds, Academic Press, 1981).
Los métodos para la preparacion de los polipéptidos o epitopos de los mismos incluyen, pero no se limitan a
técnicas de sintesis quimica, de ADN recombinante o aislamiento de muestras biolégicas.

Las realizaciones particulares de la presente invencion proporcionan una nueva aplicacion del andlisis de los niveles
de metilacién y/o los patrones dentro de dichas secuencias que permite una deteccion precisa, caracterizacién y/o el
tratamiento de trastornos proliferativos de células colorrectales. La deteccién temprana de trastornos de proliferacion
de células colorrectales esta directamente relacionada con el pronéstico de la enfermedad y el método divulgado le
permite por lo tanto al médico y al paciente tomar decisiones de tratamientos mejores y mas informadas.

Mejoras adicionales

La presente divulgacion proporciona nuevos usos para secuencias genémicas de acuerdo con la SEQ ID NO: 7.
Realizaciones adicionales proporcionan oligonucleétidos y/o oligdmeros de PNA para el andlisis de los patrones de
metilacién de citosina dentro de la SEQ ID NO: 7.

La divulgacion proporciona acidos nucleicos tratados, derivados de la SEQ ID NO 7 gendémica, en donde el
tratamiento es adecuado para convertir al menos una base de citosina no metilada de la secuencia de ADN
gendmico en uracilo u otra base que sea diferente en forma detectable a la citosina en términos de hibridacién. Las
secuencias genémicas en cuestion pueden comprender uno, o mas, posiciones de CpG metiladas consecutivas o
aleatorias. Dicho tratamiento comprende preferiblemente el uso de un reactivo seleccionado del grupo que consiste
de bisulfito, sulfito de hidrégeno, disulfito, y combinaciones de los mismos. En un aspecto preferido, el objetivo
comprende el analisis de un acido nucleico no natural modificado que comprende una secuencia de al menos 16
bases de nucleétidos contiguos de longitud de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID
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NOS: 316, 317, 432 y 433, en donde dicha secuencia comprende al menos un dinucleétido CpG, TpA o CpAy las
secuencias complementarias de los mismos. Las secuencias de las SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433 proporcionan
versiones modificadas de origen natural del acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7, en donde la
modificacién de cada secuencia genémica resulta en la sintesis de un acido nucleico que tiene una secuencia que
es Unica y distinta de dicha secuencia gendmica de la siguiente manera. Para cada ADN gendmico de cadena
sentido, por ejemplo, la SEQ ID NO: 1, se divulgan cuatro versiones convertidas. Una primera versién en donde "C"
— "T", pero "CpG" sigue siendo "CpG" (es decir, corresponde al caso en el que, para la secuencia genémica, todos
los residuos "C" de las secuencias de dinucleétidos CpG estan metilados y por lo tanto no se convierten); una
segunda version divulga el complemento de la secuencia de ADN gendmico divulgada (es decir, la cadena
antisentido), en donde "C" — "T", pero "CpG" sigue siendo "CpG" (es decir, corresponde al caso donde, para todos
los residuos "C" de las secuencias de dinucledtidos CpG estan metilados y por tanto no se convierten). Las
secuencias convertidas sobremetiladas de la SEQ ID NO: 7 corresponden a las SEQ ID NOS: 316 y 317. Se
proporciona una tercera version convertida quimicamente de cada una de las secuencias genémicas, en donde "C"
— "T" para todos los residuos "C", incluidas aquellas de las secuencias de dinucledtidos "CpG" (es decir,
corresponde al caso en que, para las secuencias genomicas, todos los residuos "C" de las secuencias de
dinucleétidos CpG estan no metilados); una version final convertida quimicamente de cada secuencia, divulga el
complemento de la secuencia divulgada de ADN gendmico (es decir, cadena antisentido), en donde "C" — "T" para
todos los residuos "C", incluidos aquellos de las secuencias del dinucleétido "CpG" (es decir, corresponde al caso en
el que, para el complemento (cadena antisentido) de cada secuencia genémica, todos los residuos "C" de las
secuencias de dinucleétidos CpG estan no metilados). Las secuencias convertidas ‘sobremetiladas’ de la SEQ ID
NO: 7 corresponden a las SEQ ID NOS: 432 y 433.

En una realizacion alternativa preferida, dicho andlisis comprende el uso de un oligonucleétido u oligbmero para la
deteccion del estado de metilacién de la citosina dentro del ADN gendmico o tratado (modificado quimicamente), de
acuerdo con las SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433. Dichos oligonucleétido u oligbmero que comprende una
secuencia de acido nucleico que tiene una longitud de por lo menos nueve (9) nucleétidos que se hibrida, bajo
condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas (como se define aqui mas arriba), con una secuencia de acido
nucleico tratada de acuerdo con las SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433 y/o secuencias complementarias a las
mismas, 0 con una secuencia genémica de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 y/o secuencias complementarias a la
misma.

Por lo tanto, la presente divulgacion incluye moléculas de acido nucleico (por ejemplo, oligonucleétidos y moléculas
de &cido nucleico peptidico (PNA) (PNA-oligbmeros)) que se hibridan bajo condiciones de hibridacién
moderadamente rigurosas y/o rigurosas con la totalidad o una porcién de las secuencias SEQ ID NOS: 316, 317,
432 y 433, o con los complementos de las mismas. La porcién que hibrida de los acidos nucleicos de hibridacion es
tipicamente de al menos 9, 15, 20, 25, 30 o 35 nucledtidos de longitud. Sin embargo, moléculas mas largas tienen
utilidad.

Preferiblemente, la porcién de hibridacion de los acidos nucleicos de hibridacion de la invencion es al menos 95%, o
al menos 98%, o 100% idéntica a la secuencia, 0 a una porcién de la misma de las SEQ ID NOS: 7 o 316, 317, 432
y 433, o los complementos de las mismas.

Los acidos nucleicos que hibridan del tipo descrito en el presente documento se puede utilizar, por ejemplo, como un
cebador (por ejemplo, un cebador para PCR), o una sonda o cebador de diagnostico y/o de prondstico.
Preferiblemente, la hibridacion de la sonda de oligonucleétido con una muestra de acido nucleico se lleva a cabo
bajo condiciones rigurosas y la sonda es 100% idéntica a la secuencia objetivo. El duplex de acido nucleico o la
estabilidad del hibrido se expresa como la temperatura de fusion o Tm, que es la temperatura a la cual se disocia
una sonda de un ADN objetivo. Esta temperatura de fusién se utiliza para definir las condiciones de rigurosidad
requeridas.

Para las secuencias objetivo que estan relacionadas y son sustancialmente idénticas a la secuencia correspondiente
de la SEQ ID NO: 7 (tal como las variantes alélicas y SNP), en lugar de idénticas, es Util establecer primero la
temperatura mas baja a la cual solamente se produce la hibridacion homéloga con una concentracién particular de
sal (por ejemplo, SSC o0 SSPE). Luego, asumiendo que 1% de falta de correspondencia resulta en una disminucion
de 1°C en la Tm, la temperatura del lavado final en la reaccion de hibridacion se reducido en consecuencia (por
ejemplo, si se buscan secuencias que tengan > 95% de identidad con la sonda, la temperatura final de lavado se
reduce en 5°C). En la practica, el cambio en la Tm puede estar de entre 0,5°C y 1,5°C por 1% de falta de
correspondencia.

Preferiblemente, el conjunto se limita a aquellos oligémeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG, TPG o
CPA.

Se describen para cada una de las SEQ ID NOS: 7, 316, 317, 432 y 433 (sentido y antisentido), multiples conjuntos
que se superponen consecutivamente de oligonucledtidos u oligonucleétidos modificados de longitud X, donde, por
ejemplo, X =9, 10, 17, 20, 22, 23, 25, 27, 30 o0 35 nucledtidos.
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Los oligonucleétidos u oligémeros constituyen herramientas eficaces (tiles para averiguar los paradmetros genéticos
y epigenéticos de la secuencia gendémica correspondiente a la SEQ ID NO: 7. Los conjuntos preferidos de tales
oligonucledtidos u oligonucleétidos modificados de longitud X son aquellos conjuntos que se superponen
consecutivamente de oligdmeros correspondientes a las SEQ ID NOS: 7, 316, 317, 432 y 433 (y los complementos
de los mismos). Preferiblemente, dichos oligdmeros comprenden al menos un dinucleétido CpG, TpG o CPA.

Los oligonucleétidos u oligémeros particularmente preferidos son aquellos en los que la citosina de las secuencias
de dinucleétido CpG (o del correspondiente dinucleétido TPG o CPA convertido) esta dentro del tercio medio del
oligonucledétido; es decir, donde el oligonucleétido tiene, por ejemplo, 13 bases de longitud, el dinucledtido CpG, TpG
0 CPA esta posicionado dentro del quinto al noveno nucleétido desde el extremo 5'.

Los oligonucleétidos también pueden ser modificados mediante el enlazamiento quimico del oligonucleétido con una
0 mas fracciones o conjugados para mejorar la actividad, estabilidad o detecciéon del oligonucleétido. Tales
fracciones o conjugados incluyen croméforos, fluoréforos, lipidos tales como colesterol, acido célico, tioéter, cadenas
alifaticas, fosfolipidos, poliaminas, polietilenglicol (PEG), fracciones palmitilo, y otros como se divulga, por ejemplo,
en las patentes de los Estados Unidos Nos. 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 pueden también existir en la forma de un PNA (acido nucleico peptidico) que
tenga propiedades de apareamiento particularmente preferidas. Por lo tanto, el oligonucleétido puede incluir otros
grupos anexos tales como péptidos, y puede incluir agentes de escisién activados por hibridacion (Krol y
colaboradores, BioTechniques 6: 958 - 976, 1988) o agentes de intercalamiento (Zon, Pharm. Res. 5: 539 - 549,
1988). Para tal fin, se puede conjugar el oligonucleétido con otra molécula, por ejemplo, un cromoéforo, fluoréforo,
péptido, agente de entrecruzamiento activado por hibridacion, agente de transporte, agente de escision activado por
hibridacion, etc.

El oligonucledtido puede comprender también al menos una fraccion base y/o un azicar modificado reconocido en la
técnica, o pueden comprender un esqueleto principal modificado o enlace internucleosidico no natural.

Los oligonucledtidos u oligémeros se utilizan tipicamente en ‘conjuntos’, que contienen al menos un oligémero para
el andlisis de cada uno de los dinucleétidos CpG de secuencias genomicas SEQ ID NO: 7 y secuencias
complementarias de los mismos, o al correspondiente dinucleétido CpG, TpG o CPA dentro de una secuencia de los
acidos nucleicos tratados de acuerdo con las SEQ ID NOS: 304 a SEQ ID NO: 535 y las secuencias
complementarias de las mismas. Sin embargo, se prevé que por factores econémicos u otros factores, puede ser
preferible analizar una seleccién limitada de los dinucleétidos CpG dentro de dichas secuencias, y el contenido del
conjunto de oligonucleétidos se altera en consecuencia.

Por lo tanto, en realizaciones particulares, la presente divulgaciéon proporciona un conjunto de al menos dos (2)
(oligonucledtidos y/o PNA-oligdmeros) Utiles para detectar el estado de metilacion de la citosina en el ADN genémico
tratado (SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433, o en ADN gendmico (SEQ ID NO: 7 y las secuencias complementarias
de la misma). Estas sondas permiten el diagnéstico, la clasificacion y/o terapia de los parametros genéticos y
epigenéticos de los trastornos proliferativos de células colorrectales. El conjunto de oligdmeros puede ser utilizado
también para detectar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en el ADN genémico tratado (SEQ ID NOS: 316,
317,432 y 433 0 en el ADN gendmico (SEQ ID NO: 7 y secuencias complementarias de las mismas).

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

En realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona un conjunto de al menos dos (2) oligonucleétidos
que se utilizan como oligonucledtidos ‘cebadores’ para amplificar secuencias de ADN de una de las SEQ ID NOS: 7,
316, 317, 432 y 433 y secuencias complementarias de las mismas, o segmentos de las mismas.

Se prevé que los oligonucleétidos pueden constituir todo o parte de una "matriz" o "chip de ADN" (es decir, un
arreglo de diferentes oligonucledétidos y/u oligémeros de PNA unidos a una fase sdlida). Tal matriz de diferentes
secuencias de oligonucledtidos y/o PNA-oligbmeros se pueden caracterizar, por ejemplo, porque estan dispuestas
sobre la fase solida en la forma de un reticulo rectangular o hexagonal. La superficie de fase soélida puede estar
compuesta de silicio, vidrio, poliestireno, aluminio, acero, hierro, cobre, niquel, plata, u oro. También se pueden
utilizar nitrocelulosa asi como plasticos tales como nailon, que puede existir en la forma de pellas o también como
matrices de resina. Una visidn general del estado de la técnica en la fabricacion de matrices de oligdmeros puede
obtenerse a partir de una edicidn especial de la revista Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, volumen 21,
enero de 1999, y de la literatura citada alli). Las sondas marcadas en forma fluorescente se utilizan frecuentemente
para la exploracion de matrices de ADN inmovilizadas. La simple union de colorantes Cy3 y Cy5 al extremo 5'-OH de
la sonda especifica son particularmente adecuados para etiquetas 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
Cy3y Cyb5, ademas de muchos otros, estan comercialmente disponibles.

También se anticipa que los oligonucledétidos, o secuencias particulares de los mismos, pueden constituir la totalidad
o parte de una "matriz virtual" en donde se utilizan los oligonucle6tidos, o secuencias particulares de los mismaos, por
ejemplo, como ‘especificadores’ como parte de, o en combinacién con una poblacién diversa de sondas marcadas
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Unicas para analizar una mezcla compleja de analitos. Tal método, se describe por ejemplo en la solicitud de patente
de los Estados Unidos No. 2003/0013091. En tales métodos, se generan suficientes etiquetas para que cada acido
nucleico en la mezcla compleja (es decir, cada analito) se puede unir de forma Unica por medio de una etiqueta
Unica y por lo tanto detectado (se hace recuento directo de cada etiqueta, dando como resultado una lectura digital
de cada especie molecular en la mezcla).

Se prefiere particularmente que los oligdmeros de acuerdo con la invencién se utilicen para al menos uno de:
deteccién de; la deteccion y diferenciacion entre dos 0 mas subclases de; diagnéstico de; prondstico de; tratamiento
de; seguimiento de; y tratamiento y seguimiento de trastornos proliferativos de células colorrectales. Esto es posible
mediante el uso de dichos conjuntos para la deteccion o la deteccion y diferenciacién de una o mas de las siguientes
clases de tejidos: carcinoma colorrectal, adenoma de colon, tejido inflamatorio del colon, adenomas de colon con
displasia grado 2 menores de 1 cm, adenomas de colon con displasia grado 3 mayores de 1 cm, tejido normal de
colon, tejido sano que no es de colon y tejido canceroso que no es de colon.

Se prefieren particularmente aquellos conjuntos de oligémeros relacionados con la SEQ ID NO: 7 ( véase Tabla 2)
qgque comprenden al menos dos oligonucledtidos seleccionados de uno de los siguientes conjuntos de
oligonucledtidos:

SEQ ID NOS: 770-777; y

Al menos uno entre el tejido de carcinoma colorrectal o adenomas de colon se puede distinguir de al menos un tejido
seleccionado del grupo que consiste de tejido inflamatorio de colon y tejido normal de colon. Esto se logra mediante
el analisis del estado de metilacion de al menos una secuencia objetivo que comprende, o que hibrida bajo
condiciones rigurosas con al menos 16 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO: 7 o un complemento de la misma.
Esto se logra preferiblemente mediante el uso de un conjunto que consta de al menos un oligonucleétido, y mas
preferiblemente al menos dos seleccionados de uno de los grupos que consiste en, o mediante el uso de un
conjunto que comprende al menos dos oligonucleétidos seleccionados de uno de los grupos que consisten en:

SEQ ID NOS: 770-777

El carcinoma colorrectal se puede distinguir de al menos un tejido seleccionado a partir del grupo que consiste en
tejido sano que no es de colon, linfocitos de sangre periférica y el cancer que no es de colon. En una forma de
realizacién esto se logra mediante el andlisis del estado de metilacion de al menos una secuencia objetivo que
comprende, o que hibrida bajo condiciones rigurosas con al menos 16 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO: 7.
Esto se logra preferiblemente mediante el uso de un conjunto que consta de al menos un oligonucleétido, y mas
preferiblemente al menos dos oligonucleétidos seleccionados de uno de los grupos que consisten en:

SEQ ID NOS: 770-777

El carcinoma colorrectal se puede distinguir de al menos un tejido seleccionado a partir del grupo que consiste de
tejido inflamatorio colon, tejido normal de colon, tejido sano que no es de colon, linfocitos de sangre periférica,
adenomas de colon y tejido canceroso que no es de colon. Esto se logra mediante el analisis del estado de
metilacién de al menos una secuencia objetivo que comprende, o se hibrida bajo condiciones rigurosas con al
menos 16 nucledtidos contiguos de una SEQ ID NO: 7 o un complemento de la misma. Esto se logra preferiblemente
mediante el uso de un conjunto que consta de al menos un oligonucleétido, y mas preferiblemente al menos dos
mediante el uso de un conjunto de oligdmeros que comprende al menos dos oligonucledtidos seleccionados de uno
de los grupos que consisten en:

SEQ ID NOS: 770-777

Al menos uno del tejido de carcinoma colorrectal o adenomas de colon se distingue de al menos un tejido
seleccionado del grupo que consiste de tejido inflamatorio de colon y el tejido normal de colon. Esta se logra
mediante el analisis del estado de metilacion de al menos una secuencia objetivo que comprende, o que hibrida bajo
condiciones rigurosas con al menos 16 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO: 7 o un complemento de la misma.
Esto se logra preferiblemente mediante el uso de un conjunto que consta de al menos un oligonucleétido, y mas
preferiblemente al menos dos oligdmeros que comprenden al menos dos oligonucleétidos seleccionados de uno de
los grupos que consisten en:

SEQ ID NOS: 770-777

El tejido de carcinoma colorrectal se puede distinguir de al menos uno de tejido inflamatorio de colon y tejido normal
de colon. Esto se logra mediante el analisis del estado de metilacién de al menos una secuencia objetivo que
comprende, o que hibrida bajo condiciones rigurosas con al menos 16 nucleétidos contiguos de la SEQ ID NO: 7 o
un complemento de la misma. Esto se logra preferiblemente mediante el uso de un conjunto que consiste de al
menos un oligonucleétido, y mas preferiblemente al menos dos oligémeros que comprende al menos dos
oligonucledtidos seleccionados de uno de los grupos que consisten en:

SEQ ID NOS: 770-777
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Al menos uno de tejido de carcinoma colorrectal, o adenomas de colon se distingue de al menos un tejido
seleccionado del grupo que consiste de tejido inflamatorio del colon, tejido normal de colon, tejido sano que no es de
colon, linfocitos de sangre periférica, y tejido de cancer que no es de colon. Esto se logra mediante el andlisis del
estado de metilacion de al menos una secuencia objetivo que comprende, o que hibrida bajo condiciones rigurosas
con al menos 16 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO: 7 o un complemento de la misma. Esto se logra
preferiblemente mediante el uso de un conjunto que consiste de al menos un oligonucleétido, y mas preferiblemente
al menos dos oligémeros que comprende al menos dos oligonucleétidos seleccionados de uno de los grupos que
consisten en:

SEQ IDNOS: 770-777

Los tejidos procedentes del colon se pueden distinguir de los tejidos que no se originan en el colon mediante el uso
de un conjunto de oligbmeros que comprende al menos dos oligonucleétidos seleccionados de uno de los grupos
que consiste en:

SEQ ID NOS: 770-777

Se describe un método para averiguar los parametros genéticos y/o epigenéticos de las secuencias genémicas de
acuerdo con la SEQ ID NO: 7 dentro de un sujeto mediante el analisis de la metilacién de citosina y polimorfismos de
un solo nucleétido. Dicho método comprende poner en contacto un acido nucleico que comprende una o mas de la
SEQ ID NO: 7 en una muestra hiolégica obtenida a partir de dicho sujeto con al menos un reactivo o0 una serie de
reactivos, en donde dicho reactivo o serie de reactivos, distingue entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados
dentro del &cido nucleico objetivo.

Preferiblemente, dicho método comprende las siguientes etapas: En la primera etapa, se obtiene una muestra del
tejido a analizar. La fuente puede ser cualquier fuente adecuada, tal como lineas celulares, cortes histolégicos,
biopsias, tejidos incluidos en parafina, fluidos corporales, heces, efluente colénico, 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 las heces o fluidos corporales seleccionados
del grupo que consiste de efluente colbnico, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células
sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre.

El ADN gendmico se aisla luego a partir de la muestra. EI ADN genémico puede ser aislado por cualquier medio
estandar en la técnica, incluyendo el uso de kits disponibles comercialmente. En resumen, cuando el ADN de interés
esta encapsulado en una membrana celular, la muestra biolégica debe ser rota y lisada por un medio enzimatico,
guimico o mecanico. La solucion de ADN puede ser luego limpiada de proteinas y otros contaminantes, por ejemplo,
por digestion con proteinasa K. El ADN genémico se recupera luego de la solucion. Esto puede llevarse a cabo por
medio de una variedad de métodos, incluyendo precipitacion por saturacion salina, extracciébn organica o
enlazamiento del ADN a un soporte de fase sélida. La eleccidon del método se vera afectada por varios factores,
incluyendo el tiempo, el costo y cantidad necesaria de ADN.

Una vez se han extraido los acidos nucleicos, se usa el ADN gendémico bicatenario en el analisis.

En la segunda etapa del método, se trata la muestra de ADN genémico de una manera tal que las bases de citosina
gue no estan metiladas en la posicion 5' se convierten en uracilo, timina, u otra base que sea diferente a la citosina
en términos de comportamiento de hibridacion. Esto se entiende aqui como "pretratamiento” o "tratamiento".

El tratamiento descrito anteriormente del ADN genomico se lleva a cabo preferiblemente con bisulfito (sulfito de
hidrégeno, disulfito) y posterior hidrdlisis alcalina que da como resultado la conversién de nucleobases de citosina no
metiladas en uracilo o en otra base que sea diferente a la citosina en términos del comportamiento de apareamiento
de bases.

En la tercera etapa del método, se amplifican fragmentos del ADN tratado, usando conjuntos de oligonucleétidos
cebadores divulgados aqui, y una enzima de amplificacién. La amplificacion de varios segmentos de ADN puede
llevarse a cabo simultaneamente en uno y el mismo recipiente de reaccién. Tipicamente, la amplificacion se lleva a
cabo utilizando una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El conjunto de oligonucleétidos cebadores incluye
al menos dos oligonucledtidos cuyas secuencias son cada una complementarias inversas, idénticas, o hibridan bajo
condiciones rigurosas o altamente rigurosas con un segmento de al menos de 16 pares de bases de largo de las
secuencias de bases de una de las SEQ ID NO: 316, 317, 432 y 433y secuencias complementarias de las mismas.

Alternativamernte el estado de metilacion de las posiciones preseleccionadas de CpG dentro de las secuencias de
acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 7 se pueden detectar mediante el uso de oligonucleétidos del cebador
especifico de metilacion. Esta técnica (MSP) ha sido descrita en la patente de los Estados Unidos No. 6.265.171 de
Herman. El uso de cebadores especificos del estado de metilacion para la amplificacion del ADN tratado con bisulfito
permite la diferenciacion entre acidos nucleicos metilados y no metilados. Los pares cebadores para 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 dinucleétido CpG. Los cebadores para MSP especificos para el ADN no
metilado contienen una "T" en la posicion de la posicion C en el CpG. Preferiblemente, por lo tanto, se requiere que
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la secuencia de bases de dichos cebadores contenga una secuencia que tenga una longitud de al menos 9
nucleétidos que se hibrida con una secuencia de acido nucleico tratada de acuerdo con una de las SEQ ID NOS:
316, 317, 432 y 433 y las secuencias complementarias de las mismas, en donde la secuencia de bases de dichos
oligdbmeros comprende al menos un dinucleétido CpG.

Una realizacion adicional preferida del método comprende el uso de oligonucleétidos bloqueadores. El uso de tales
oligonucledtidos bloqueadores ha sido descrito por Yu y colaboradores, BioTechniques 23: 714 - 720, 1997. Los
oligonucleétidos de la sonda de bloqueo se hibridan con el &cido nucleico tratado con bisulfito al mismo tiempo con
los cebadores de PCR. La amplificacion por PCR del acido nucleico se termina en la posicion 5' de la sonda de
bloqueo, de tal 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 de una manera especifica del estado de metilacién. Por ejemplo, para la deteccion de &cidos nucleicos
metilados dentro de una poblacion de acidos nucleicos no metilados, la supresion de la amplificacion de acidos
nucleicos que no estan metilados en la posiciéon en cuestion se llevaria a cabo mediante el uso de sondas de
bloqueo que comprenden un 'CpA’ o ‘TpA’ en la posicidn en cuestion, en oposicion a un ‘CpG’ si se desea la
supresion de la amplificacion de acidos nucleicos metilados.

Para los métodos de PCR utilizando oligonucleétidos bloqueantes, la ruptura eficiente de la amplificacion mediada
por polimerasa requiere que los oligonucleétidos bloqueadores no sean alargados por la polimerasa.
Preferiblemente, esto se logra a través del uso de los bloqueadores que son 3'-desoxioligonucledtidos, u
oligonucleétidos que forman derivados en la posicién 3' con un grupo diferente a un grupo hidroxilo “libre”. Por
ejemplo, los oligonucledtidos 3'-O-acetilo son representativos de una clase preferida de molécula bloqueadora.

Adicionalmente, la descomposicion mediada por polimerasa de los oligonucledtidos bloqueadores debe ser
impedida. Preferiblemente, tal impedimento comprende o bien el uso de una polimerasa que carece de actividad
exonucleasa 5' - 3', o el uso de oligonucledtidos bloqueadores modificados que tienen, por ejemplo, puentes tioato
en los terminales 5’ de los mismos que vuelven a la molécula bloqueadora resistente a la nucleasa. Aplicaciones
particulares pueden no requerir de tales modificaciones en 5' del bloqueador. Por ejemplo, si los sitios de
enlazamiento del cebador y del bloqueador se superponen, impidiendo asi el enlazamiento del cebador (por ejemplo,
con exceso de bloqueador), se impedira sustancialmente la degradacion del oligonucleétido bloqueador. Esto es
debido a que la polimerasa no extendera el cebador hacia, y a través (en la direccién 5'-3) de un proceso bloqueador
gue da lugar normalmente a la degradacion del oligonucleétido bloqueador hibridado.

Una realizacion particularmente preferida de bloqueador/PCR, para los propésitos de la presente invencion y tal
como se implementa en la presente invencion, comprende el uso de oligdmeros de acido nucleico peptidico (PNA)
como oligonucledtidos de bloqueo. Tales oligdmeros bloqueadores de PNA son idealmente adecuados, ya que ni se
descomponen ni tampoco se extienden por la polimerasa.

Preferiblemente, por lo tanto, se requiere que la secuencia de bases de dichos oligonucleétidos de bloqueo contenga
una secuencia que tenga una longitud de al menos 9 nucleétidos que hibride con una secuencia de acido nucleico
tratada de acuerdo con una de las SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433 y las secuencias complementarias de las
mismas, en donde la secuencia de bases de dichos oligonucleétidos comprende al menos un dinucleétido CpG, TpG
o CPA.

Los fragmentos obtenidos por medio de la amplificacion pueden portar un marcador directa o indirectamente
detectable. Se prefieren las etiquetas en forma de marcadores de fluorescencia, radionucleidos o fragmentos
separables de moléculas que tienen una masa tipica que puede ser detectada en un espectrometro de masas.
Donde dichos marcadores son marcadores de masa, se prefiere que los amplificados marcados tengan una sola
carga neta positiva 0 negativa, permitiendo ser detectados mejor en el espectrémetro de masas. La deteccién puede
llevarse a cabo y ser visualizada, por ejemplo, por medio de desorcién de la matriz asistida por laser/espectrometria
de masas por ionizacion (MALDI) o usando espectrometria de masas por electroaspersion (ESI).

La espectrometria de masas por desorcién/ionizacion laser asistida de la matriz (MALDI-TOF) es un desarrollo muy
eficiente para el analisis de biomoléculas (Karas y Hillenkamp, Anal Chem., 60: 2299 - 301, 1988). Un analito esta
incluido en una matriz absorbente de luz. La matriz es evaporada por un pulso de laser corto transportando asi la
molécula de analito a la fase de vapor de una manera no fragmentada. El analito se ioniza por colisiones con
moléculas de la 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 alcanzan el detector
antes que los mas grandes. La espectrometria MALDI-TOF es muy adecuada para el andlisis de péptidos y
proteinas. El andlisis de acidos nucleicos es algo mas dificil (Gut & Beck, Current Innovations and Future Trends, 1:
147 - 57, 1995). La sensibilidad con respecto al andlisis de acido nucleico es aproximadamente 100 veces menor
gue para los péptidos, y disminuye desproporcionadamente al aumentar el tamafio del fragmento. Por otra parte,
para los acidos nucleicos que tienen una estructura principal con mdltiples cargas negativas, el proceso de
ionizacion a través de la matriz es considerablemente menos eficiente. En espectrometria MALDI-TOF, la seleccién
de la matriz desempefia un papel eminentemente importante. Para la desorcion de péptidos, se han encontrado
varias matrices muy eficaces que producen una cristalizacion muy fina. En la actualidad existen varias matrices
sensibles para ADN, sin embargo, la diferencia de sensibilidad entre los péptidos y los acidos nucleicos no se ha
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reducido. Esta diferencia en la sensibilidad puede reducirse, sin embargo, modificando quimicamente el ADN de tal
manera que se haga mas similar a un péptido. Por ejemplo, los acidos nucleicos de fosforotioato, en los que se
sustituyen los fosfatos habituales de la estructura principal con tiofosfatos, se puede convertir en un ADN de carga
neutra usando quimica de alquilacion sencilla (Gut & Beck, Nucleic Acids Res. 23: 1367 - 73, 1995). El acoplamiento
de una etiqueta de carga con este ADN modificado produce como resultado un aumento de la sensibilidad de
MALDI-TOF al mismo nivel que el encontrado para los péptidos. Una ventaja adicional de etiquetado con carga es la
mayor estabilidad del andlisis contra las impurezas, que hace que la detecciéon de sustratos no modificados sea
considerablemente mas dificil.

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

En realizaciones en las que los amplificados fueron obtenidos por medio de la amplificacién por MSP, la presencia o
ausencia de un amplificado es en si misma indicativa del estado de metilacion de las posiciones de CpG cubiertas
por el cebador, segun las secuencias de bases de dicho cebador.

Los amplificados obtenidos tanto a través de PCR estandar como especifica de metilacion pueden analizarse
ademas por medio de métodos basados en la hibridacion tales como, pero sin limitarse a, tecnologia de matriz y
tecnologias con base en una sonda asi como por medio de técnicas tales como secuenciacion y extension dirigida al
molde.

En una realizacion del método, los amplificados sintetizados en la etapa tres se hibridan posteriormente con una
matriz 0 un conjunto de oligonucle6tidos y/o sondas de PNA. En este contexto, la hibridacion tiene lugar de la
siguiente manera: el conjunto de sondas usadas durante la hibridacién esta compuesto preferiblemente por al menos
2 oligonucleodtidos u oligomeros de PNA; en el proceso, los amplificados sirven como sondas que se hibridan con
oligonucledtidos previamente enlazados a una fase sélida; los fragmentos no hibridados se eliminan posteriormente;
dichos oligonuclettidos 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.

En una realizacion preferida, dicho dinucleétido esta presente en el tercio central del oligbmero. Por ejemplo, en
donde el oligémero comprende un dinucleétido CpG, dicho dinucledtido es preferiblemente el quinto a noveno
nucleétido del extremo 5' final de 13 mer. Existe un oligonucleoétido para el analisis de cada dinucleétido CpG dentro
de la secuencia de acuerdo a las SEQ ID NOS: 7, y las posiciones equivalentes dentro de las SEQ ID NOS: 316,
317, 432 y 433. Dichos oligonucledtidos también pueden estar presentes en forma de acidos nucleicos peptidicos.
Los amplificados no hibridado son entonces eliminados. Se detectan luego los amplificados hibridados. En este
contexto, se prefiere que las etiquetas asociadas a los amplificados sean identificables en cada posicion de la fase
sélida en la que se localiza una secuencia de oligonucleétidos.

En otra forma de realizacion adicional del método, el estado de metilacion gendémica de las posiciones de CpG
puede ser comprobado por medio de sondas de oligonucleétidos que se hibridan con el ADN tratado con bisulfito
concurrentemente con los cebadores de amplificacion de PCR (en donde dichos cebadores pueden ser o bien
especificos de la metilacion o estandar).

Una realizacion particularmente preferida de este método es el uso de PCR cuantitativa en tiempo real basada en
fluorescencia (Heid y colaboradores, Genome Res. 6: 986 - 994, 1996; véase también la patente de los Estados
Unidos No 6.331.393) empleando una sonda de oligonucleétidos fluorescente doblemente marcada (PCR con
TaqMan , utilizando un sistema de deteccién de secuenuas ABI Prism 7700, Perkin Elmer Applied Biosystems,
Foster City, California). La reaccién PCR con TaqMan emplea el uso de un oligonucleétido de interrogacion no
extendible, llamado sonda TaqMan , que, en realizaciones preferidas, esta disefiado para hibridar con una
secuencia rica en GpC localizada entre los cebadores de amplificacion directo e inverso. La sonda TaqManMR
comprende ademas una "fracciéon reportera” fluorescente y una "fracciéon inactivadora” unidas covalentemente a
fracciones enlazadoras (por ejemplo, fosforamiditas) unidas a los nucleétidos del oligonucleétido TaqMan . Para el
andlisis de metilacién dentro de los acidos nucleicos después del tratamiento con bisulfito, se requiere que Ia sonda
sea especifica para metilacion, tal como se describe en la patente de los Estados Unidos No. 6. 331 393, también
conocido como el ensayo MethyIL|ght . Las variaciones sobre la metodologia de deteccion TaqMan que tamblen
son adecuadas para uso con la invencién descrita incluyen el uso de tecnologia de doble sonda (nghtcycler ) o]
cebadores de amplificacién fluorescentes (tecnologia Sunrise™ ) Estas dos técnicas se puede adaptar de una
manera adecuada para uso con ADN tratado con bisulfito, y por otra parte para el andlisis de metilacién dentro de
dinucledtidos CpG.

Otro método adecuado para el uso de oligonuclettidos de sonda para la evaluacion de la metilacion mediante el
andlisis de acidos nucleicos tratados con bisulfito. En una realizacion adicional preferida del método, la quinta etapa
del método comprende el uso de la extension del oligonucledtido dirigida al molde, tal como MS-SNuPE segun lo
descrito por Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529 - 2531, 1997.
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En adn una realizacion adicional del método, la quinta etapa del método comprende la secuenciacién y posterior
analisis de la secuencia del amplificado generado en la tercera etapa del método (Sanger F., y colaboradores, Proc
Natl Acad Sci EE.UU. 74: 5463 - 5467, 1977).

Mejor modo

En la realizacion mas preferida del método, los acidos nucleicos genémicos se aislan y se tratan de acuerdo con las
tres primeras etapas del método descrito anteriormente, a saber:

a) obtener, de un sujeto, una muestra biol6gica que tiene ADN gendmico del sujeto;
b) extraer o bien aislar el ADN gendémico;

c) tratar el ADN gendmico de b), o un fragmento del mismo, con uno 0 mas reactivos para convertir las bases de
citosina que no estan metiladas en la posicién 5 del mismo en uracilo o en otra base que sea detectablemente en
forma distinta a la citosina en términos de propiedades de hibridacién; y en donde

d) la amplificacién posterior al tratamiento en c) se lleva a cabo de una manera especifica para la metilacion, es
decir, mediante el uso de cebadores especificos para metilacion u oligonucleoétidos de bloqueo, y ademas en donde

e) la deteccion de los amplificados se lleva a cabo por medio de una sonda de deteccién en tiempo real, como se
describe mas arriba.

Preferiblemente, cuando la amplificacién posterior de d) se lleva a cabo por medio de cebadores especificos de
metilacién, como se ha descrito anteriormente, dichos cebadores especificos de metilacion comprenden una
secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucledtidos que se hibrida con una secuencia de acido nucleico
tratado de acuerdo con una de las SEQ ID NOS: 316, 317, 432 y 433 y secuencias complementarias de las mismas,
en donde la secuencia de bases de dichos oligdmeros comprende al menos un dinucleétido CpG.

La etapa e) del método, a saber, la deteccion de los amplificados especificos indicativos del estado de metilacion de
una o0 mas posiciones de CpG de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se lleva a cabo por medio de métodos de deteccion
en tiempo real como se ha descrito anteriormente, y en donde la secuencia de dichas sondas de hibridacion se
selecciona de las secuencias especificadas a continuacion para la deteccién de SEQ ID NO: 7, se pueden usar los
siguientes oligonucle6tidos como se detalla en el listado de secuencias para un analisis combinado MSP en tiempo
real:

Ensayos de deteccién con una Unica sonda Tagman en tiempo real:
SEQ ID NO: 7

Cebador izquierdo: 4649, 4652, 4655, 4659, 4661, 4663, 4664, 4665, 4668, 4671, 4674, 4675, 4676, 4678, 4680,
4683, 4686, 4690, 4696, 4700, 4703, 4704, 4706, 4709, 4711, 4714, 4715, 4717, 4718, 4719, 4720, 4721, 4726,
4727, 4730, 4732, 4738, 4742, 4745, 4749, 4750, 4753, 4755, 4759, 4763, 4768, 4769, 4772, 4773, 4776, 4778,
4779, 4782, 4784, 4789, 4790, 4794, 4797, 4801, 4805, 4807, 4813, 4814, 4819, 4821, 4822, 4827, 4829, 4833,
4834, 4835, 4837, 4838, 4841, 4842, 4843, 4844, 4847, 4849, 4850, 4852, 4853, 4859, 4860, 4861, 4865, 4867,
4868, 4869, 4870, 4873, 4876, 4877, 4878, 4879, 4883, 4885, 4889, 4891, 4892, 4894, 4895, 4897, 4898, 4903,
4906, 4911, 4912, 4918, 4919, 4920, 4924, 4927, 4929, 4932, 4934, 4941, 4942, 4945, 4948, 4949, 4950,

Cebador derecho: 4650, 4653, 4656, 4658, 4660, 4662, 4666, 4667, 4669, 4670, 4672, 4677, 4681, 4684, 4685,
4687, 4688, 4689, 4691, 4693, 4694, 4695, 4697, 4699, 4701, 4702, 4705, 4707, 4708, 4716, 4722, 4724, 4728,
4731, 4733, 4735, 4736, 4737, 4739, 4741, 4744, 4746, 4748, 4751, 4754, 4756, 4758, 4760, 4761, 4764, 4766,
4767, 4770, 4771, 4774, 4777, 4780, 4783, 4785, 4786, 4787, 4788, 4791, 4792, 4793, 4795, 4798, 4800, 4802,
4804, 4806, 4808, 4810, 4811, 4812, 4815, 4816, 4817, 4818, 4820, 4823, 4824, 4825, 4828, 4830, 4832, 4836,
4839, 4840, 4845, 4846, 4848, 4851, 4854, 4855, 4856, 4857, 4858, 4862, 4864, 4871, 4872, 4874, 4875, 4881
4882, 4884, 4886, 4887, 4890, 4893, 4896, 4899, 4900, 4901, 4902, 4904, 4905, 4907, 4908, 4909, 4910, 4913,
4915, 4917, 4921, 4922, 4923, 4925, 4926, 4328, 4930, 4935, 4936, 4937, 4938, 4940, 4943, 4944, 4946, 4947,
4951, 4952,

Deteccion: 4651, 4654,4657, 4673, 4679, 4682, 4692, 4698, 4710, 4712, 4713, 4723, 4725, 4729, 4734, 4740, 4743,
4747, 4752, 4757, 4762, 4765., 4775, 4781, 4796, 4799, 4803, 4809, 4826, 4831, 4863, 4866, 4880, 4888, 4914,
4916, 4931, 4933, 4939,

SEQ ID NO: 7

Cebador izquierdo: 12006, 12011, 12015, 12016, 12017, 12021, 12022, 12023, 12024, 12025, 12026, 12027, 12031,
12034, 12042, 12043, 12045, 12049, 12050, 12051, 12054, 12062, 12063, 12064, 12066, 12067, 12068, 12070,
12072, 12076, 12082, 12085, 12086, 12089, 12090, 12093, 12094, 12095, 12096, 12097, 12098, 12101, 12103,
12107, 12108, 12111, 12112, 12114, 12118, 12119, 12120, 12128,
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Cebador derecho: 12007, 12010, 12012, 12020, 12028, 12032, 12033, 12035, 12038, 12039, 12044, 12046, 12052,
12055, 12056, 12057, 12058, 12059, 12060, 12061, 12065, 12069, 12071, 12073, 120T7, 12080, 12081, 12084,
12087, 12088, 12091, 12099, 12100, 12102, 12104, 12109, 12110, 12113, 12115, 12121, 12122, 12123, 12124,
12125, 12127, 12129,

Deteccion: 12008, 12013, 12018, 12029, 12036, 12040, 12047, 12074, 12078, 12083, 12105, 121186,

Anchor: 12009, 12014, 12019, 12030, 12037, 12041, 12048, 12053, 12075, 12079, 12036, 12092, 12106, 12117,
12126,

En una realizacién mas preferida alternativa del método, la amplificacion posterior de d) se lleva a cabo en presencia
de oligonucleétidos de bloqueo, como se describe mas arriba. Dichos oligonucle6tidos de bloqueo que comprenden
una secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucleétidos que hibrida con una secuencia tratada de acido
nucleico de acuerdo con una de las SEQ ID NOS: 316, 317, 432 o 433 y las secuencias complementarias de las
mismas, en donde la secuencia de bases de dichos oligdmeros comprende al menos un dinucleétido CpG, TpG o
CPA. Etapa €) del método, a saber, la deteccion de los amplificados especificos indicativos del estado de metilacién
de una o mas posiciones de CpG de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se lleva a cabo por medio de métodos de
deteccion en tiempo real como se describi6é anteriormente.

La etapa e) del método, a saber, la deteccion de los amplificados especificos indicativos del estado de metilacion de
una o mas posiciones de CpG de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se lleva a cabo por medio de métodos de deteccion
en tiempo real como se describié anteriormente, y en el que la secuencia de dichas sondas de hibridacion se
selecciona del grupo que consiste en las SEC ID NOS: 1308 y 1309. los siguientes oligonucleétidos como se detalla
en la lista de secuencias pueden usarse para un analisis combinado de Bloqueo de oligonucledtido-tiempo real:
Ensayos de deteccién de sonda doble Lightcycler:

SEQID NO: 7
Cebador izquierdo: 1307, 1311,

Cebador derecho: 1306, 1312, 1313, 1314, 1323, 1326, 1329, 1331, 1333, 1335, 1336, Blocker: 1310, 1315, 1316,
1317, 1318, 1319, 1320, 1321, 1322, 1324, 1325, 1327, 1328, 1330, 1332, 1334, 1337, 1338,

Deteccion: 1308,
Ancla: 1309,

Las realizaciones adicionales de la invencién proporcionan un método para el andlisis del estado de metilacion de
ADN gendmico como se describe en el presente documento (SEQ ID NO: 7, y complementos de la misma) sin la
necesidad de tratamiento previo.

En la primera etapa de tales realizaciones adicionales, la muestra de ADN gendmico se aisla del tejido o de fuentes
celulares. Preferiblemente, tales fuentes incluyen lineas celulares, cortes histolégicos, fluidos corporales, o tejido
embebido en parafina. En la segunda etapa, se extrae el ADN genoémico. La extraccion puede ser por medios que
son estandar para un experto en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse al uso de lisados con detergente,
sonicacion y agitacion tipo vértice con perlas de vidrio.

Una vez que se han extraido los acidos nucleicos, se usa el ADN bicatenario genémico en el analisis.

El ADN puede escindirse antes del tratamiento, y esto puede hacerse por cualquier medio estandar en el estado de
la técnica, en particular, con endonucleasas de restriccion sensibles a la metilacion.

En la tercera etapa, se digiere luego el ADN con una 0 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 metilacién de un dinucleétido CpG especifico.

En la cuarta etapa, que es opcional, pero realizacion, se amplifican los fragmentos de restriccion. Esto se lleva a
cabo preferiblemente utilizando una reaccion en cadena de la polimerasa, y dichos amplificados pueden portar
marcadores detectables adecuados como se discutioé anteriormente, a saber, etiquetas de fluor6foro, radionucleidos
y marcadores de masa.

En la quinta etapa se detectan los amplificados. La deteccién puede ser por cualquier medio estandar en la técnica,
por ejemplo, pero sin limitarse a, analisis por electroforesis en gel, analisis de hibridacion, incorporacién de etiquetas
detectables dentro de los productos de PCR, analisis de una matriz de ADN, analisis MALDI o ESI.

Después de la determinacion del estado de metilacion de los acidos nucleicos genémicos, se deduce la presencia,
ausencia o subclase del trastorno proliferativo de células colorrectales con base en el estado de metilacion de al
menos una secuencia del dinucledtido CpG de la SEQ ID NO: 7, o un promedio, o un valor que refleja un estado de
metilacién promedio de una pluralidad de secuencias del dinucleétido CpG de la SEQ ID NO: 7.
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Ensayos de diagnostico para los trastornos proliferativos de células colorrectales

Se describe un diagnostico de los eventos que son desfavorables para pacientes o individuos en los que se pueden
usar como marcadores parametros genéticos y/o epigenéticos importantes dentro de la SEQ ID NO: 7. Dichos
parametros obtenidos como se describe en el presente documento se pueden comparar con otro conjunto de
parametros genéticos y/o epigenéticos, sirviendo las diferencias como base para un diagnoéstico y/o prondstico de
eventos que son desfavorables para los pacientes o individuos.

Mas especificamente, se describe la deteccion de las poblaciones en riesgo para la deteccion temprana de
carcinomas colorrectales. Otras realizaciones del método pueden usarse también como alternativas para la
deteccién citolégica para la diferenciacion de los carcinomas colorrectales de otros trastornos proliferativos de
células del colon, por ejemplo, pélipos del colon.

Especificamente, se describen ensayos diagnésticos de cancer basados en la mediciéon de metilacion diferencial de
una o mas secuencias de dinucleétidos CpG de la SEQ ID NO: 7, o de las subregiones de los mismos que
comprenden tal secuencia del dinucledtido CpG. Tipicamente, tales ensayos implican la obtencion de una muestra
de tejido de un tejido de prueba, realizar un ensayo para medir el estado de metilacion de al menos una o mas
secuencias del dinucleétido CpG de la SEQ ID NO: 7 derivado de la muestra de tejido, en relacion con una muestra
de control, o un estandar conocido y hacer un diagndstico o prondstico basado en ella.

En realizaciones preferidas particulares, se usan oligobmeros para evaluar el estado de metilacion del dinucle6tido
CpG, tal como aquellos basados en las SEQ ID NOS: 7, 316, 317, 432 y 433, o las matrices de los mismos, asi
como en kits basados en ellos y Utiles para el diagnéstico y/o el pronéstico de los trastornos proliferativos de células
colorrectales.

Kits

Por otra parte, un aspecto adicional de la presente invencion es el uso de un kit que comprende, por ejemplo: un
reactivo que contiene bisulfito; un conjunto de oligonucledtidos cebadores que contiene al menos dos
oligonucleétidos cuyas secuencias corresponden en cada caso, son complementarias, o se hibridan en condiciones
rigurosas o altamente rigurosas con un segmento de 16 bases de largo de la secuencias SEQ ID NOS: 7, 316, 317,
432 y 433; oligonucleétidos y/o oligémeros de PNA; asi como instrucciones para llevar a cabo y evaluar el método
descrito. En una realizcion preferida adicional, dicho kit puede comprender ademas reactivos estandar para realizar
un andlisis de metilacion especifico de la posicion de CpG, en donde dicho andlisis comprende una o mas de las
siguientes técnicas: MS-SNUPE, MSP, MethyLight"?, HeavyMethyl™?, COBRA, y secuenciacién de acido nucleico.
Sin embargo, un kit segin las lineas de la presente invencion también puede contener so6lo una parte de los
componentes antes mencionados.

Aungue la presente invencion ha sido descrita con especificidad de acuerdo con ciertas de sus formas preferidas de
realizacién, los siguientes ejemplos sirven solamente para ilustrar la invencién y no estan destinados a limitar la
invencioén, que se define por las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Se recibieron las muestras de tejido, ya sea como ADN gendmico extraido o de tejido congelado. Se extrajeron las
muestras de ADN utilizando regulador de lisis de Qiagen y el kit de separacion magnética de Roche para el
aislamiento del ADN gendémico. Las muestras de ADN fueron también extraidas usando columnas Tip-100 de
Qiagen Genomic, asi como el dispositivo MagnaPure y reactivos de Roche. Todas las muestras se cuantificaron
utilizando técnicas espectrofotométricas o fluorométricas y en geles de agarosa para un subconjunto de muestras.

Tratamiento con bisulfito y mPCR

El ADN genomico total de todas las muestras fue tratado con bisulfito para la conversion de citosinas no metiladas
en uracilo. Las citosinas metiladas permanecieron conservadas. El tratamiento con bisulfito se realizé con
modificaciones menores segun el protocolo descrito en Olek y colaboradores (1996). Con el fin de evitar el
procesamiento de todas las muestras con el mismo fondo bioldgico todas lo que resulta en una desviacion potencial
del proceso en los datos mas adelante, las muestras se agruparon al azar en lotes de procesamiento. Para el
tratamiento con bisulfito se crearon lotes de 50 muestras al azar para el sexo, el diagndstico y el tejido. Por muestra
de ADN se realizaron dos reacciones independientes con bisulfito. Después de la bisulfitacion se usaron 10 ng de
cada muestra de ADN en posteriores reacciones mPCR que contienen 6-8 pares de cebadores.

Cada reaccion contenia lo siguiente:
0,4 mM de cada dNTP
1 Unidad de Taq polimerasa

2,5 pl de regulador para PCR
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MgClz 3,5 mM

Conjunto de cebadores 80 nM (12 - 16 cebadores)

11,25 ng de ADN (tratado con bisulfito)

Més detalles de los cebadores se muestran en la Tabla 1.

Se llevaron a cabo cuarenta ciclos de la siguiente manera: desnaturalizacion a 95°C durante 15 min, seguido de
hibridaciéon a 55°C durante 45 s, alargamiento del cebador a 65°C durante 2 min. Se llevo a cabo un alargamiento
final a 65°C durante 10 min.

1.1.2 Hibridacién

Todos los productos PCR de cada muestra individual fueron luego hibridados en portaobjetos de vidrio que portan
un par de oligonucledtidos inmovilizados para cada posicion de CpG bajo andlisis. Cada uno de estos
oligonucledtidos de deteccion fue disefiado para hibridarse con la secuencia convertida con bisulfito alrededor de un
sitio de CpG que era o bien originalmente no metilada (TG) o metilada (CG). Véase la Tabla 2 para mas detalles de
todos los oligonucledtidos de hibridacién utilizados (tanto informativos como no informativos). Se seleccionaron las
condiciones de hibridacion para permitir la deteccion de las diferencias de un solo nucleétido entre las variantes de
TGy CG.

Se diluy6é un volumen de 5 pl de cada producto de la PCR multiplex en regulador 10 x SSARC (10 x SSARC: 230 mi
20 x SSC, 180 ml de solucién de lauroil sarcosinato de sodio al 20%, diluir hasta 1000 ml con dH;O). Se hibridé
luego la mezcla de reaccion con los oligonucleétidos de deteccidn de la siguiente manera. Desnaturalizacion a 95°C,
enfriar a 10°C, hibridacion a 42°C durante la noche seguido de lavado con 10 x SSARC y dH,0 a 42°C.

Mas detalles de los oligonucleétidos de hibridacién se muestran en la Tabla 2.

Las sefiales fluorescentes de cada oligonucle6tido hibridado se detectaron utilizando el escaner y software GenePix.
Las razones para las dos sefiales (del oligonucleétido CG vy el oligonucleétido TG utilizados para analizar cada
posicion de CpG) se calcularon con base en la comparacion de la intensidad de las sefiales fluorescentes.

Las muestras fueron procesadas en lotes de 80 muestras al azar para la determinacién de sexo, diagndstico, tejido,
y el lote de bisulfito. Para cada muestra de ADN tratada con bisulfito se realizaron 2 hibridaciones. Esto significa que
para cada muestra se procesaron un total de 4 chips.

Métodos de anlisis de datos
Analisis de los datos del chip:
A partir de las relaciones de metilacion con respecto a las intensidades de hibridacién sin procesar;

Se determina la relacion del logaritmo de la metilaciéon (log (CG/TG)) en cada posicion de CpG de acuerdo con una
fuente de informacién de procesamiento previo estandarizado que incluye las siguientes etapas:

Para cada punto se resta la meobjetivo de la intensidad del pixel de fondo de la meobjetivo de la intensidad del pixel
en primer plano (esta da una buena estimacién de las intensidades de hibridacion corregidas por el fondo):

Tanto para los oligonucleétidos de deteccion de CG como de TG de cada posicion de CpG se toma la meobjetivo
corregida del fondo de la 4 intensidades redundantes del punto;

Para cada chip y cada posicion de CpG se calcula la relacion log(CG/TG);

Para cada muestra se toma la meobjetivo de las intensidades del log(CG/TG) sobre las repeticiones redundantes del
chip.

Esta relacion tiene la propiedad de que el ruido de hibridacién tiene una varianza aproximadamente constante en
todo el intervalo de posibles tasas de metilacion (Huber y colaboradores, 2002).

Andlisis del componente principal

El andlisis del componente principal (PCA) proyecta vectores de medicién (por ejemplo, datos del chip, perfiles de
metilacién en varios CpG, etc.) sobre un nuevo sistema de coordenadas. Los nuevos ejes de coordenadas se
conocen como componentes principales. El primer componente principal abarca la direccion de la mayor varianza de
los datos. Posteriormente, se ordenan los componentes por la disminucién de la varianza y son ortogonales entre si.
Diferentes posiciones de CpG contribuyen con diferentes pesos a la extension de la nube de datos a lo largo de los
diferentes componentes. PCA es una técnica no supervisada, es decir, que no tiene en cuenta las etiquetas de los
puntos de datos (para mas detalles, véase por ejemplo, Ripley (1996)).
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PCA se usa tipicamente para proyectar los datos de alta dimensién (en nuestro caso los datos de la matriz de
metilacién) en subespacios dimensionales menores con el fin de visualizar o extraer caracteristicas con alta varianza
de los datos. En el presente informe se utilizan 2 proyecciones dimensionales para el control estadistico de calidad
de los datos. Se investigo el efecto de diferentes parametros del proceso sobre los datos del chip y se excluy6 que el
cambio de los parametros del proceso causen grandes alteraciones en los valores de la medicion.

Se utiliza una version robusta de PCA para detectar los chips atipicos individuales y excluirlos de otros analisis
(Model y colaboradores, 2002).

Prueba de la hipotesis

La tarea principal es identificar los marcadores que muestran diferencias significativas en el grado promedio de
metilacién entre dos clases. Se detecta una diferencia significativa cuando la hip6tesis nula de que la metilacion
promedio de las dos clases es idéntica puede ser rechazada con p <0,05. Debido a que se aplica esta prueba a todo
un conjunto de marcadores potenciales, se tienen que corregir los valores p para mdltiples pruebas. Esto se hizo
mediante la aplicacion del método de tasa de falso descubrimiento (FDR) (Dudoit y colaboradores, 2002).

Para probar la hip6tesis nula de que los niveles de metilacion en las dos clases son idénticos se utilizo la prueba de
relacién de probabilidad para los modelos de regresion logistica (Venables y Ripley, 2002). El modelo de regresion
logistica para un solo marcador es una combinacion lineal de las mediciones de metilacion de todas las posiciones
de CpG en la respectiva regién gendémica de interés (ROI). Un valor p significativo para un marcador significa que
esta ROI tiene cierta correlacion sistematica con la cuestién de interés dada por las dos clases. Sin embargo, al
menos formalmente no hace ninguna declaracién sobre el poder predictivo real del marcador.

Prediccion de la clase por aprendizaje supervisado

Con el fin de dar una estimacién confiable de lo bien que el conjunto de CpG de un marcador seleccionado puede
diferenciar entre diferentes clases de tejidos, se puede determinar su precision en la prediccién por la clasificacion.
Para ello se calcula una funcién de prediccion con base en el perfil de metilacion usando un determinado conjunto
de muestras de tejido con etiqueta de clase. Esta etapa es llamada entrenamiento y explota el conocimiento previo
representado por las etiquetas de datos. La precisién de la prediccion de esa funcion es luego probada mediante
validacién cruzada o en un conjunto de muestras independientes. Como método de eleccién, se utiliza el algoritmo
de maquina del vector de soporte (SVM) (Duda (2001), Christiannini (2000)) para aprender la funcién de prediccion.
Si no se indica lo contrario, para este reporte, se establece que el riesgo asociado con clasificaciones de falsos
positivos o falsos negativos es igual en relacion con los tamafios de la clase respectiva. De ello se desprende que el
algoritmo de aprendizaje obtiene una funcion de prediccion de la clase con el objetivo de optimizar la precision sobre
un conjunto independiente de muestras de pruebas. Por lo tanto, se puede esperar que la sensibilidad y
especificidad del clasificador resultante sea aproximadamente igual.

Estimacion del desempefio de la prediccion de la clase de tejido: validacion cruzada

Con un tamafio limitado de la muestra, el método de validacidon cruzada proporciona una estimacion eficaz y
confiable para la precision de la prediccién de una funcién discriminadora y por lo tanto, ademas de la importancia
de los marcadores, se proporcionan estimaciones de la precision, sensibilidad y especificidad de la validacién
cruzada. Para cada tarea de clasificacion, se dividieron las muestras en 5 grupos de aproximadamente igual tamario.
A continuacion, se entrend el algoritmo de aprendizaje sobre 4 de estos 5 grupos de muestras. El predictor obtenido
por este método fue luego probado en el grupo restante de muestras de prueba independientes. EI nimero de
clasificaciones correctas positivas y negativas se cont6 sobre 5 corridas para el algoritmo de aprendizaje para todas
las opciones posibles del grupo de prueba independiente sin necesidad de utilizar ningdn conocimiento obtenido de
las corridas anteriores. Este procedimiento se repiti6 hasta en 10 permutaciones aleatorias de la muestra
establecida. Tenga en cuenta que el procedimiento de validacion cruzada anteriormente descrito evalla la precision,
sensibilidad y especificidad utilizando practicamente todas las combinaciones posibles de entrenamiento y grupos de
prueba independientes. Esto proporciona por lo tanto, una mejor estimacion del desempefio de la prediccion que
simplemente divide las muestras en un conjunto de muestras de entrenamiento y un conjunto de pruebas
independientes.

Resultados

Para los resultados mostrados en las Figuras 1-12, 16, 17, 19-27, 29, 31 y 35, véase la descripcion de las figuras
mas arriba.

Colon normal versus cancer colorrectal

En la primera comparacion, se compararon 102 muestras de carcinoma colorrectal con 73 muestras de colon
normal, incluyendo los pdlipos de colon y trastornos inflamatorias del colon.

La Figura 1 muestra los resultados de las pruebas multivariadas de los 12 marcadores de mejor desempefio
utilizando la prueba LogReg conservadora corregida de Bonferroni.
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La Figura 2 muestra los resultados de la prueba LogReg multivariados no corregidos para cada comparacion. Cada
regién gendmica individual de interés se representa como un punto, la linea de puntos representa el punto de corte
para la tasa de falso descubrimiento del 25%.

La Figura 3 muestra la precision de los 12 marcadores de mejor desempefio.

La Figura 4 muestra la precision de la validacion cruzada de maquina del vector de soporte lineal GeneWise para
todas las regiones genémicas de cada clasificacion.

Inter alia, el marcador genémico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se evalué como significativo:
Otros tejidos versus cancer colorrectal

En esta clasificacion se compararon 73 muestras de carcinoma colorrectal con otra ‘clase de tejido' que consiste en
140 muestras de carcinomas no colorrectales, linfocitos de sangre periférica y otros tejidos normales de origen no
colorrectal. Por tanto, estos marcadores permiten la deteccion de células de carcinoma colorrectal, por ejemplo, en
fluidos corporales tales como suero.

La Figura 5 muestra los resultados de las pruebas multivariadas de los 12 marcadores de mejor desempefio
utilizando la prueba LogReg conservadora corregida de Bonferroni.

La Figura 6 muestra los resultados de la prueba LogReg multivariada no corregida para cada comparacion. Cada
regién gendmica individual de interés se representa como un punto, la linea de puntos representa el punto de corte
para la tasa de falso descubrimiento del 25%.

La Figura 7 muestra la precisién de los 12 marcadores de mejor desempefio.

La Figura 8 muestra la precision de la validacion cruzada de maquina del vector de soporte lineal GeneWise para
todas las regiones genémicas de cada clasificacion.

Inter alia, el marcador genémico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se evalu6 como significativo:
Colon normal y otros tejidos versus cancer de colon

En esta clasificacién se compararon 73 muestras de carcinoma colorrectal con 242 muestras de colon normal y de
‘otro tejido’. La clase de colon normal consistia en colon sano, poélipos de colon y muestras de tejido de colon de
trastorno inflamatorio, los ‘otros tejidos' consistian de muestras de carcinomas no colorrectales, linfocitos de sangre
periférica y otros tejidos normales de origen no colorrectal.

La Figura 9 muestra los resultados de las prueba multivariada de los 12 marcadores de mejor desempefio utilizando
la prueba LogReg conservadora corregida de Bonferroni.

La Figura 10 muestra los resultados de la prueba LogReg multivariada no corregida para cada comparacion. Cada
region genomica individual de interés se representa como un punto, la linea de puntos representa el punto de corte
para la tasa de falso descubrimiento del 25%.

La Figura 11 muestra la precisién de los 12 marcadores de mejor desempefio.

La Figura 12 muestra la precision de la validacion cruzada de maquina del vector de soporte lineal GeneWise para
todas las regiones gendmicas de cada clasificacion.

Inter alia, el marcador genémico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se evalué como significativo.
Inter alia, el marcador genémico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se evalud como significativo.
Colon normal versus trastorno proliferativo de células colorrectales

En esta clasificacion se compararon 124 muestras de trastorno proliferativo de células colorrectales (que consta de
polipos de colon y carcinoma colorrectal) con 51 muestras de ‘colon normal' que consisten tanto de muestras de
colon sano como de tejido de colon de trastornos inflamatorios.

La Figura 16 muestra los resultados de la prueba multivariada de los 12 marcadores de mejor desempefio utilizando
la prueba LogReg conservadora corregida de Bonferroni.

La Figura 17 muestra los resultados de la prueba LogReg multivariada no corregida para cada comparacién. Cada
region genomica individual de interés se representa como un punto, la linea de puntos representa el punto de corte
para la tasa de falso descubrimiento del 25%.

La Figura 19 muestra la precisiéon de la validacion cruzada de maquina del vector de soporte lineal GeneWise para
todas las regiones genémicas de cada clasificacion.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2659325 T3

Inter alia, el marcador genémico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se evalu6 como significativo.
Colon normal versus céncer colorrectal

En esta clasificacion se compararon 73 muestras de carcinoma colorrectal con 51 muestras de 'colon normal' que
consisten tanto de muestras de colon sano como de tejido de colon de trastornos inflamatorios.

La Figura 20 muestra los resultados de la prueba multivariada de los 12 marcadores de mejor desempefio utilizando
la prueba LogReg conservadora corregida de Bonferroni.

La Figura 21 muestra los resultados de la prueba LogReg multivariada no corregida para cada comparacién. Cada
regién gendmica individual de interés se representa como un punto, la linea de puntos representa el punto de corte
para la tasa de falso descubrimiento del 25%.

La Figura 22 muestra la precisién de los 12 marcadores de mejor desempefio.

La Figura 23 muestra la precisiéon de la validacion cruzada de maquina del vector de soporte lineal GeneWise para
todas las regiones genémicas de cada clasificacion.

Inter alia, el marcador genémico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se evalud como significativo.
Colon normal y otros tejidos versus trastorno proliferativo de células colorrectales

En esta clasificacion se compararon 124 muestras de trastorno proliferativo de células colorrectales (que consiste de
poélipos de colon y carcinoma colorrectal) con una clase que consiste de muestras de ‘colon normal’ y de 'otro tejido'.
Las muestras de colon normal consistian tanto de muestras de colon sano como de tejido de colon de trastornos
inflamatorios, las muestras de ‘otros tejidos' consistian de muestras de carcinomas no colorrectales, linfocitos de
sangre periférica y otros tejidos normales de origen no colorrectal.

La Figura 24 muestra los resultados de las prueba multivariada de los 12 marcadores de mejor desempefio
utilizando la prueba LogReg conservadora corregida de Bonferroni.

La Figura 25 muestra los resultados de la prueba LogReg multivariada no corregida para cada comparacion. Cada
region genomica individual de interés se representa como un punto, la linea de puntos representa el punto de corte
para la tasa de falso descubrimiento del 25%.

La Figura 26 muestra la precisién de los 12 marcadores de mejor desempefio.

La Figura 27 muestra la precision de la validacion cruzada de maquina del vector de soporte lineal GeneWise para
todas las regiones gendmicas de cada clasificacion.

Inter alia, el marcador genémico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se evalu6 como significativo.
Otro tejido versus tejido del colon

La siguiente comparacion se llevo a cabo con el fin de identificar marcadores capaces de discernir niveles elevados
de ADN de colon flotante libre, especialmente en fluidos corporales como un marcador del progreso del tumor. En
esta clasificacion la clase ‘tejido de colon' consistié en muestras de carcinoma colorrectal, pdlipos de colon, tejido de
colon de trastornos inflamatorios y tejido de colon sano. La clase 'otro tejido’ consistidé en muestras de carcinomas no
colorrectales, linfocitos de sangre periférica y otros tejidos normales de origen no colorrectal.

La Figura 29 muestra los resultados de la prueba LogReg multivariada no corregida para cada comparacién. Cada
region genomica individual de interés se representa como un punto, la linea de puntos representa el punto de corte
para la tasa de falso descubrimiento del 25%.

La Figura 31 muestra la precisiéon de la validacion cruzada de maquina del vector de soporte lineal GeneWise para
todas las regiones genémicas de cada clasificacion.

Inter alia, el marcador genémico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se evalué como significativo.
Tejido normal versus tejido de trastorno proliferativo celular

En esta clasificacion se evalud el panel de genes por su capacidad para discriminar con precision muestras de
trastorno proliferativo celular tanto de carcinoma colorrectal, pélipos de colon y canceres de origen que no es de
colon de 'tejidos normales’, a saber, muestras sanas de colon, tejido de colon de trastornos inflamatorios, linfocitos
de sangre periférica, otros tejidos normales de origen no colorrectal.

La Figura 33 muestra los resultados de la prueba LogReg multivariada no corregida para cada comparacion. Cada
region genomica individual de interés se representa como un punto, la linea de puntos representa el punto de corte
para la tasa de falso descubrimiento del 25%.
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La Figura 35 muestra la precision de la validacion cruzada de maquina del vector de soporte lineal GeneWise para
todas las regiones gendmicas de cada clasificacion.

Inter alia, el marcador genémico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 se evalud como significativo.
Ejemplo 14:

14

Analisis por MSP de los genes de acuerdo con la Tabla 6 (a continuacion).

En el siguiente analisis, se analizaron el estado de metilacion de una seleccién de los genes de acuerdo con la Tabla
3 por medio de la amplificacion especifica de la metilacién utilizando los cebadores de acuerdo con la Tabla 6 (a
continuacion).

El estudio se realiz6 en aproximadamente 140 muestras de carcinoma de colon, mama e higado, tejido normal
(linfocitos de sangre periférica, colon sano y tejido sano adyacente a carcinoma de colon), polipos de colon y otras
enfermedades de colon. La clase positiva consistia de cancer de colon y pélipos de colon. La clase negativa era PBL
(linfocitos de sangre periférica), colon normal, colon-NAT y colon inflamatorio. Para el AUC se incluyeron también
valores entre paréntesis de cancer de mama y cancer de higado (véase la tabla 7, a continuacion) en la clase
negativa.

Se analiz6 el ADN gendmico utilizando la técnica de MSP después de la conversion con bisulfito. EI ADN genémico
total de todos las muestras fue tratado con bisulfito convirtiendo citosinas no metiladas en uracilo. Las citosinas
metiladas permanecieron conservadas. Se realizd el tratamiento con bisulfito con modificaciones menores de
acuerdo con el protocolo descrito en Olek y colaboradores (1996).

Se amplificé luego la secuencia de interés, por medio de cebadores especificos de metilacion, se detectd luego el
amplificado por medio de las sondas Tagman especificas para metilacion.

Tabla 6: Oligonucleétidos para MSP Tagman

11 NuUmero del ensayo

PRECURSOR DEL MIEMBRO 16 DE LA Gen/Ubicacién genémica
SUPERFAMILIA DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE
NECROSIS TUMORAL

agggcgttttgttggcg | Secuencia del cebador directo

atcggcgttttagcgtgcggg Sonda

ctacaacctaaacgacgcgct | Secuencia del cebador inverso

Figura 74 Curva de amplificacién

Condiciones de reaccion para el programa de PCR Tagman:

Desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos.

50 ciclos: desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos.

Hibridacién a 62°C durante 1 minuto. Excepto el Ensayo 15, que tiene una temperatura de hibridacion de 60°C.
Las curvas de amplificacion para cada ensayo se muestran en las figuras 72 a 86 (de acuerdo con la Tabla 6).

El desempefio técnico de una serie de ensayos alternativos fue validado mediante pruebas de cada uno de los
siguientes utilizando ADN de esperma como plantilla:

SEQ ID NO: 7 del gen (ensayo HeavyMethyl™®)

Cebador:

Tgagagagagagggttgaaa (SEQ ID NO: 14554)

Tctaaataacaaaatacctccatt (SEQ ID NO: 14555)
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sondas:

CGaccCGccaacCGac-fluo (SEQ ID NO: 14556)

LCred640-CGcCGaaaCGCGctc-p (SEQ ID NO: 14557)

bloqueador:

ccattaccaacacaacccaccaaccaa-p (SEQ ID NO: 14558)

Programa LightCycler:

activacion; 95°C | 10min

55 ciclos: 95°C | 10 seg | (20°Cls)

56°C | 30 seg | (20°C/s) | deteccion

72°C | 10 seg | (20°Cls)

Curva de fundicion: 95°C | 10 seg 20
40°C | 10 seg 20
70°C 0 seg 0,1
enfriamiento: 40°C | 5 seg
Resultados

La sensibilidad y la especificidad se calcularon con SVM y validaciéon cruzada 10 veces

Tabla 7
Gen/Ubicacién genémica AUC Sensibilidad Especificidad
PRECURSOR DEL MIEMBRO 16 DE LA SUPERFAMILIA
DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE NECROSIS 0.82 (0.82) 0,74 0,90
TUMORAL
Ejemplo 15

Analisis HeavyMethyl.

A continuacién, se analizé la metilacion de las secuencias de genes/gendmicas, entre otros, de acuerdo con Gene
SEQ ID Nos: 7, en 15 muestras de cancer colorrectal (denominadas "colon" en la Tabla 7) y ocho muestras de
linfocitos de sangre periférica denominadas "PBL" en la Tabla 7).

El ADN gendmico total de todas las muestras fue tratado con bisulfito convirtiendo citosinas no metiladas en uracilo.
Las citosinas metiladas permanecieron conservadas. El tratamiento con bisulfito se realizé con modificaciones
menores de acuerdo con el protocolo descrito en Olek et al. (1996).

La secuencia de interés se amplific6 entonces por medio de cebadores especificos para ADN tratado con bisulfito y
un oligonucledtido bloqueante (para suprimir la amplificacion del ADN no metilado). El terminal 3'OH del
oligonucledtido blogueante se "protegié" mediante un grupo fosfato para evitar que la polimerasa extendiera el
cebador durante la reaccion de PCR. El amplificado luego se detecta por medio de sondas LightCycler™ especificas
de metilacién, en donde una sonda se marc6 con 5'red640 y tenia un terminal 3'OH protegido y el otro se marcé con
3'Fluoresceina.

29



SEQ ID NO:7 genémica

ES 2659325 T3

Cebadores: ggtttgggatggttgt(SEQ ID NO: 14615) & tctaaataacaaaatacctccatt (SEQ ID NO: 14616)

Oligonucledtidos de bloqueo: ccattaccaacacaacccaccaaccaa (SEQ ID NO: 14617)

Cebadores: ggtcgcggtgagagagagag (Fluorescein) & (SEQ ID NO: 14618)

tgaaattagagcgcgtttcgg (red640) (SEQ ID NO: 14619)

Las reacciones se realizaron en un volumen total de 20 pl utilizando un dispositivo LightCycler (Roche Diagnostics).
La mezcla de reaccién de PCR en tiempo real contenia 10 pyl de ADN molde, 2 yl de mezcla de reaccién FastStart
LightCycler para sondas de hibridacion (Roche Diagnostics, Penzberg),

Tabla 7: Resultados de ensayos HeavyMethyl

Tejido Puntos de cruce Puntos de cruce Concentracion de ADN calculada sin
diluir (pg/10ml)
SEQ ID NOJSEQ ID NOISEQ ID NO:SEQ ID NO: Gen6mico
Genomico Genomico Genomico
(sin diluir) (diluida)
Colon 36,73 38,22 39,58 5,855
Colon 33,1 >51 386,9
Colon 39,8 42,84 57,5
Colon 39,74 38,75 32,54 33,89 1482,6
Colon >51 132,55
Colon 38,82 29,955
Colon 32,08 33,9 33,43 35,43 816
Colon 37,03 36,91 284,35
Colon 38,07 46,54 0
Colon 35,22 37,81 36,8 37,03 [298,35
Colon 33,66 36,19 33,23 34,01 |1355
Colon 36,78 37,46 40,71 879
Colon 37,23 57,5
Colon 1669
Colon 34,88 34,71 34,21 34,49 |880,5
PBL 716,5
PBL 796
PBL 584,5
PBL 38,55 1813
PBL 5470
PBL 49,04 761
PBL 625
PBL 39,75 9835
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M 100pg (36,34 37,29 34,95 34,51 |583,5
M 100pg (36,06 37,86 34,64 34,09 1428,3
uMRoche 100ng 34,48

uMPhi 100ng

agua

Las cifras en negrita indican aquellas clasificadas como positivas porque las curvas de amplificacion eran planas.

Ejemplo 16

Analisis en suero de los genes de acuerdo con la SEQ ID No. 7.

Los ensayos descritos anteriormente en el Ejemplo 14 (MSP) se aplicaron luego a un conjunto de muestras de suero
que consiste en 32 muestras de suero de carcinoma colorrectal y se compararon con un conjunto que constaba de
54 muestras de suero normales, 11 muestras de suero de lesiones de colon benignas y 6 suero muestras de
enfermedad inflamatoria del colon. Se usaron 130 ul de suero por ensayo y los resultados se informaron

cuantitativamente como positivos 0 negativos.

The assays as described above in Ejemplo 14 (MSP) & were then applied to a set of serum samples consisting 32
colorectal carcinoma serum samples, and compared to a set consisting of 54 normal serum samples, 11 serum
samples from benign colon lesions and 6 serum samples from inflammatory colon disease. 130 ul of serum was used

per assay and the results were quantitatively reported as positive or negative.

Tabla 6

Marcador o combinacién de marcadores Sensibilidad

SEQ ID NO: 7 (MSP)

Tablas adicionales

No:

99

100

101

102

103

104

105

106

Gen

(SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO: 7)
(SEQ ID NO:7)

(SEQ ID NO: 7)

15.6

TABLA 1.

Oligo:

TTCGTCGGCGGTAGAG (SEQ ID NO: 770)
TAGAGTTTGTTGGTGG (SEQ ID NO: 771)
GATCGCGGGTACGTTT (SEQ ID NO: 772)
ATTGTGGGTATGTTTGT (SEQ ID NO: 773)
TTAACGTCGTTGGTTA (SEQ ID NO: 774)
TGATTAATGTTGTTGGT (SEQ ID NO: 775)
TTCGCGCGAAGATTTA (SEQ ID NO: 776)

GTTTTTGTGTGAAGATT (SEQ ID NO: 777)
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Tabla 3: Genes o locus gendémico asociados con secuencias genémicas de acuerdo con SEQ ID NO .7

SEQ ID
NO:
genomico

7

Listado de secuencias

SEQ

Nos: con |ID No:/céntigo

bisulfito

316, 317, |NM_002507

432
433

ID |Genbank Ref. | Descripcion

&

PRECURSOR DEL MIEMBRO 16 DE LA
SUPERFAMILIA DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE
NECROSIS TUMORAL (RECEPTOR DEL FACTOR
DE CRECIMIENTO NERVIOSO DE BAJA AFINIDAD)
(RECEPTOR NGF) (GP80-LNGFR) (P75 ICD)
(RECEPTOR DE NEUROTROFINA DE BAJA
AFINIDAD P75NTR). NGFR

<110> Epigenomics AG; Lofton-Day, Cathy; Model, Fabian; Sledziewski,

Andrew; Rujan, Tamas; Lewin, Jorn; Distler, Juergen

<120> Métodos y acidos nucleicos para el andlisis de trastornos proliferativos de células de colon

<160> 14624
<210>1 a<210> 6
000

<210>7

<211> 3952

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400>7

32



ggccgcagcec
catccgggac
agaggctcta
ccctttgect
ggcgggctgg
cgcagccaga
agcgcagcge
gggaggcggg
ctgttgctge
agaactccga
agatactgag
agggttcccg
ggatgccggt
gggggcatgg
cccgaaggga
cgagagaagg
cggggagccc
gggacccggce
gaggttgggg
ggcgagggcg
gaagtggtcg
gcttggacat
attggggctg
ccecggggtte
agcgcagegg
gtctcggggt
tctggctacg
ccgeegetge
cgagcgecge
tgagcctcte
acgcctecgga
ctccgggtgg
cctggaaggt
agcactgcge
cgacttggcce
attcccaget
acggctgegt
tagagcctgce
tcagccccag
ccgecgggeac
cgagcgtaga
ctcecgggtet
ggcgtggagg
ccctgegget
gtccgagttt

gcgggtcggce
ccagagccgce
gtgcgtgage
acgggcccect
gggaccgcgt
ttcecetggta
gttattccca
gctccececcag
gttctettte
agtcgtggcet
gagcccecctte
tgggtaatta
gccagtgcct
ctcccatccce
tggaatggcc
ttcgectgttt
ctaaggatcc
caagcgttct
acatacaaat
ttttggagca

ctgcctgggg

ggagaggaac
ggacgcgcag
agggacaagg
ctgcttccca
gcggggcgga
gcgagccgag
agccccatca
cgatgggggc
ttctgggggt
gaagagccgyg
ggtgggtggt
gagcgcagag
cctcaggtac
ggctctccga
ctttcceccte
agggggaact
gggacgacgg
aaggacaatg
agcgggagag
gcagagagat
gggtcccgec
ttccagcgece
cggatctaag
ccccacggcece
atcgcgaggg
gcagagcgcc
caggcgggag
ctgcctgcecga
gcccaccgcg
ctggctctcg
ttctgtagceg
tccgacgaga
ctggcaacgg
cccaaattcc
aagatctcac
cggtactccc
ttcccagcag
gggtgaggtg
ttccectggag
gtctgctgac
ccaggagagc
gggcaagagce
acctgggcgc
cccgcectecg
cttcctggge

tggcgggecg
cgggctggct
ggccgggcetg
accgcactgt
ggggaggcgg
gtttctcttg
cttcgcagtt
tgagtcagtg
ctacatatgc
ctgagagatt
tccacacgca
gctcctttcece
cccectgggtt
atggcggtga
agggctgatt
ctctectttte
ttccacctta
taaaaatgag
ttcagggaaa
attagcctga
tctccttaag

<210> 8 a <210> 315

aggaaccgca
tagcgcggge
cagggagaag
ccccgaggcg
ggcggggccyg
ccgcggccag
gtccgcaaag
aggtgccacc
gagtgttagc
gcgeccgecac
gggaaaggac
gcgactctcc
cgcagggggc
tgcccaggtt
agcatctcgg
ggacggggac
gatggaacaa
gggaccggcece
aggttgagaa
ggaagcagaa
tgcccgetga
tgtcccegeg
gctgggaggg
ggcgggcetce
acggagcggyg
ggggcgcact
gcggcaggca
gtctggggcet
ctccgtggge
gtgcaagccg
cggtatcccg
ttgtcagatg
aggaggcgtc
ggctttacag
agcaagttgg
ccaccttttc
ggcggggggyg
ggcagagatt
ctgtcaggac
taacgccgcet
ggggaggagyg
gagggtcccc
ttgggaaggt
cctcggcegeg
cgcggtgaga

cgccggtaat
aatgcgccta
agctgggtgg
tccagcccag
gaataatcga
aattatttaa
gaggaaacag
gtggcgtctt
caggctccect
aaatcgtgcc
gaggccctge
tcccaactcc
tgcatcgacc
ccacggcccc
atactgaaac
tctaattaaa
gttccttgta
atgaaatcat
tttatctgtc
atgttagtca
atgagatgct
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gtggggacgc
cgggaactgg
cgcagcggygg
gcagggcggg
cagcactggc
ctccggeggg
cggaccgagc
ggccgcgcca
¢ggagggggc
caaggaaaca
ctctgatgcecce
agggtggaga
ggtgggggag
cttcggaaga
tctctggaga
tagagatgag
tggaggaggt
agacaatggg
gtgggttagg
ggaaaggaga
gggacagtga
ctcctgeteg
gagtgcccac
tccgacgcegce
tgtgcceccta
aggcggggac
gggggcgctg
gcgcgcecgcet
tccecgegect
ctgggcacct
ggccaccgac
tggcctgcett
ttcactctcc
atacggagac
gccagagtcg
agggggcagce
gttgacactg
ctgtccgggt
ctgtggctge
ggttagagac
gaccggatcc
gcgcgaagac
gtaccccgac
cggctgecteg
gagagagggc

ggaggcactt
atagggatgg
atggtggatg
tctggctcaa
tgtgctgagt
tccttataag
aaccttctag
tgttggaacc
ccecgececcect
ctatgccecttt
cccctcetceaa
tccectatcece
tcaaaaggcc
attcacttaa
attcgtatgg
aaaaatgaaa
agccttgaaa
tctgtcaaat
atccctataa
ccecctececta
tctttgataa

cctggtecce
gtaccagggc
tgcggggaac
cgggcgceggt
ttcacccagce
cagggggggc
tggaagtcga
tggacgggcc
ccgctcecectt
gaacagagca
gggaccacga
tgagggcaag
ctgggagggg
ggacactcga
gtcgtgggac
aggggcgage
cggagggact
ggggaggggc
gagggcagaa
cagagcgggyg
gacgagaaga
cggcctetcee
ttcgcegggyg
gtgttctcac
ccecgggetgg
ccttecctgge
cggggcgagyg
ccccacctag
cgaagggtcg
aacgagacgg
tcggcaaagg
tatggccatg
ccgccagcecat
tgaggctctg
tggctagact
cgctgtceccca
tccecagagt
gcgggcccca
gtccggggat
gctgctcaga
cagaggggca
ccaaggaagg
aggaacctgce
gtctgggatg
tgaaaccaga

tgtcattcag
aacgagggca
gggaggcagce
gcgccteget
tcctactaag
gtcctagcaa
actttcaggc
caggatgctt
accttctaga
ggccccacac
gtctctatgce
aaagggagtg
ctccaggtgt
gagctctttg
tttcaaatac
attcttaaaa
tggccaaaac
gtgaaatgac
attaatcctt
cttggctaaa
ctaacattta
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gggcccacag
gggatgggtg
cgcacgccect
tccgggggtyg
ctctececgee
gctggagcgce
gcgctgcececge
gcgcctgetg
tccecgggatce
ttggggtccc
aggagggtct
accggagcac
tctttcaaga
atgccgggat
agaaccaagg
tgggctgggg
ggaggcagag
gtcggaggga
gaggggcgac
cgcggaccct
gagagcagag
cagtcccgga
cgaacccgct
ggcttgaagc
cggtggctac
cgcgcgcagce
caagtgcagt
ctgcgecgacc
ggatccggtc
gggcgcecegyg
tcggegggte
aaccgaatgc

ctttcatcag
agagtttaaa
ccccgacctg
gctcggggte
ccgtcggegg
gcccgaaagce
ttgggagcga
cgcgggtggg
acgacttggg
aggggagctg
cgtctgcage
gctgtgegeg
gcgcgtcececeg

acgtctgtaa
gcaaatgggc
tcecgeggggyg
tcttceectgg
tgccttgcac
ggtgaattta
ccgagaccag
ggcctgggat
tcatggaagg
atttagatct
tacattatct
aggggtatgt
ttgaaaatct
ctgaagctgt
tttcaactgt
gtcaattcat
aaaaagatta
taagtgtaac
ttggatctga
ctctecececte
tt

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
3840
3900
3952
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<210> 316
<211> 3952

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 316

ggtcgtagtc
tattcgggac
agaggtttta
ttttttgttt
ggcgggttgg
cgtagttaga
agcgtagcegt
gggaggcggg
ttgttgttgt
agaatttcga
agatattgag
agggttttcg
ggatgtcggt
gggggtatgg
ttcgaaggga
cgagagaagg
cggggagttc
gggattcggt
gaggttgggg
ggcgagggcg
gaagtggtcg
gtttggatat
attggggttg
ttcggggttt
agcgtagcgg
gtttcggggt
tttggttacg
tcgtcgttgt
cgagcgtecge
tgagtttttt
acgtttcgga

ggagaggaat
ggacgcgtag
agggataagg
ttgtttttta
gcggggcgga
gcgagtcgag
agttttatta
cgatgggggt
ttttgggggt
gaagagtcgg
ggtgggtggt
gagcgtagag
ttttaggtat
ggtttttcga
tttttttttt
agggggaatt
gggacgacgg
aaggataatg
agcgggagag
gtagagagat
gggtttcgtt
ttttagcgtt
cggatttaag
ttttacggtc
atcgcgaggg
gtagagcgtc
taggcgggag
ttgtttgcga
gtttatcgcg
ttggttttcg
ttttgtagcecg

aggaatcgta
tagcgegggt
tagggagaag
tttcgaggcg
ggcggggtcg
tcgcggttag
gttcgtaaag
aggtgttatc
gagtgttagt
gcgtcgttat
gggaaaggat
gcgatttttt
cgtagggggc
tgtttaggtt
agtatttcgg
ggacggggat
gatggaataa
gggatcggtt
aggttgagaa
ggaagtagaa
tgttcgttga
tgttttcgeg
gttgggaggg
ggcgggtttt
acggagcggg
ggggcgtatt
gcggtaggta
gtttggggtt
tttcgtgggt
gtgtaagtcg
cggtatttcg

gtggggacgt
cgggaattgg
cgtagcgggg
gtagggcggg
tagtattggt
tttcggceggg
cggatcgagt
ggtcgcgtta
cggagggggt
taaggaaata
ttttgatgtc
agggtggaga
ggtgggggag
tttcggaaga
tttttggaga
tagagatgag
tggaggaggt
agataatggg
gtgggttagg
ggaaaggaga
gggatagtga
tttttgttcg
gagtgtttat
ttcgacgcgce
tgtgttttta
aggcggggat
gggggcgttyg
gcgcgtegtt
tttcgegttt
ttgggtattt
ggttatcgat

tttggttttc
gtattagggc
tgcggggaat
cgggcgcggt
tttatttagt
tagggggggc
tggaagtcga
tggacgggtc
tcgttttttt
gaatagagta
gggattacga
tgagggtaag
ttgggagggg
ggatattcga
gtcgtgggat
aggggcgagt
cggagggatt
ggggaggggc
gagggtagaa
tagagcgggg
gacgagaaga
cggttttttt
ttcgtcgggg
gtgtttttac
ttcgggttgg
tttttttggt
¢ggggcgagg
ttttatttag
cgaagggtcg
aacgagacgg
tcggtaaagg

34

gggtttatag
gggatgggtg
cgtacgtttt
ttcgggggtg
ttttttcgtt
gttggagcgt
gcgttgtcge
gcgtttgttg
tttcgggatt
ttggggtttt
aggagggttt
atcggagtac
ttttttaaga
atgtcgggat
agaattaagg
tgggttgggg
ggaggtagag
gtcggaggga
gaggggcgac
cgcggatttt
gagagtagag
tagtttcgga
cgaattcgtt
ggtttgaagt
cggtggttac
cgcgcecgtagt
taagtgtagt
ttgcgcgatt
ggattcggtt
gggcgttcgg
tcggegggtt

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



tttcgggtgg
tttggaaggt
agtattgcgt
cgatttggtt
atttttagtt
acggttgegt
tagagtttgc
ttagttttag
tcgcgggtac
cgagcgtaga
tttcgggttt
ggcgtggagyg
ttttgcggtt
gttcgagttt
gcgggtcggt
ttagagtcgt
gtgcgtgage
acgggttttt
gggatcgegt
ttttttggta
gttattttta
gtttttttag
gttttttttt
agtcgtggtt
gagttttttt
tgggtaatta
gttagtgttt
tttttatttt
tggaatggtt
ttcgttgttt
ttaaggattt
taagcgtttt
atatataaat
ttttggagta
ttgtttgggg

<210> 317
<211> 3952

<212> ADN

ttcgacgaga
ttggtaacgg
tttaaatttc
aagattttat
cggtattttt
tttttagtag
gggtgaggtg
ttttttggag
gtttgttgat
ttaggagagc
gggtaagagc
atttgggegt
ttcgttttcg
ttttttgggt
tggcgggtcg
cgggttggtt
ggtcgggttyg
atcgtattgt
ggggaggcgyg
gttttttttg
tttcgtagtt
tgagttagtg
ttatatatgt
ttgagagatt
tttatacgta
gttttttttt
tttttgggtt
atggcggtga
agggttgatt
tttttttttt
ttttatttta
taaaaatgag
tttagggaaa
attagtttga
tttttttaag

<213> Secuencia Artificial

<220>

ttgttagatg
aggaggcgtt
ggttttatag
agtaagttgg
ttattttttt
gg9cggg9g9ggg
ggtagagatt
ttgttaggat
taacgtcgtt
ggggaggagg
gagggttttc
ttgggaaggt
tttcggcgeg
cgcggtgaga
cgtcggtaat
aatgcgttta
agttgggtgg
tttagtttag
gaataatcga
aattatttaa
gaggaaatag
gtggcgtttt
taggtttttt
aaatcgtgtt
gaggttttgt
ttttaatttt
tgtatcgatt
ttacggtttt
atattgaaat
tttaattaaa
gttttttgta
atgaaattat
tttatttgtt
atgttagtta
atgagatgtt
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tggtttgttt
tttatttttt
atacggagat
gttagagtcg
agggggtagt
gttgatattg
ttgttcgggt
ttgtggttgc
ggttagagac
gatcggattt
gcgcgaagat
gtatttcgat
cggttgttcg
gagagagggt
ggaggtattt
atagggatgg
atggtggatg
tttggtttaa
tgtgttgagt
tttttataag
aattttttag
tgttggaatt
ttcgtttttt
ttatgttttt
ttttttttaa
ttttttattt
ttaaaaggtt
atttatttaa
attcgtatgg
aaaaatgaaa
agttttgaaa
tttgttaaat
atttttataa
ttttttttta
tttttgataa

tatggttatg
tcgttagtat
tgaggttttg
tggttagatt
cgttgtttta
tttttagagt
gcgggtttta
gttcggggat
gttgtttaga
tagaggggta
ttaaggaagg
aggaatttgt
gtttgggatg
tgaaattaga
tgttatttag
aacgagggta
gggaggtagt
gcgtttegtt
ttttattaag
gttttagtaa
atttttaggt
taggatgttt
attttttaga
ggttttatat
gtttttatgt
aaagggagtg
ttttaggtgt
gagttttttg
ttttaaatat
atttttaaaa
tggttaaaat
gtgaaatgat
attaattttt
tttggttaaa
ttaatattta

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 317

aataaatgtt
agtttagtta
aaaaggatta
tagttatttt
ttgttttggt
atttttaaga
aagtatttga
agtaaagagt
aaatatttgg
tttatttttt
tagtatagag
atgtgtgggg
gatttagaag
ttaagtattt
gggtttgaaa
ttttgttagg
tatttagtag
gaagcgaggce
gagttgtttt
gttgttttcg

agttattaaa
agtagggagg
atttataggg
atatttgata
tattttaagg
atttttattt
aattatacga
ttttaagtga
agggtttttt
ttggataggg
atttgagagg
ttaaaggtat
gtagggggcg
tgggttttaa
gtttagaagg
attttataag
gaatttagta
gtttgagtta
tttatttatt
ttttattttt

gaagtatttt
ggtgattaat
atgatagata
gaatgatttt
tttataagga
tttttaatta
atgttttagt
atggggtcgt
gaggtcgatg
gaggagttgg
gggtagggtt
agggtacgat
ggagggagtt
taaagacgtt
ttttgttttt
gattaaataa
tatcgattat
gattgggttg
atttatttag
attaggcgta

attttaagga
atttaggtta
aatttttttg
attttatttt
attaaggtgg
gagaaaagag
ataattagtt
ggttatcgtt
taaatttagg
gaggaaagga
tttgcgtgtg
ttaatttttt
tggtatatgt
attattgatt
ttaattgcga
tttaagagaa
tttcgttttt
gaatagtgcg
tttagttcgg
ttagttagtt

gattttaggt
attgttttaa
aaatttgtat
taagaacgtt
aaggattttt
agaaatagcg
ttggttattt
atgggatggg
ggaggtattg
gttaattatt
gagaaggggt
agagttacga
aggaaagaga
tattggggga
agtgggaata
attattaggg
ttacgcggtt
gtaggggttc
tcgtttacgt
cggcggtttt

35

aatcgaatgt
tttttattag
agagtttaaa
tttcgatttg
gttcggggtt
tcgtcggegg
gttcgaaagt
ttgggagcga
cgcgggtggg
acgatttggg
aggggagttg
cgtttgtagt
gttgtgcgceg
gcgcgtttceg
acgtttgtaa
gtaaatgggc
ttcgecggggag
ttttttttgg
tgttttgtat
ggtgaattta
tcgagattag
ggtttgggat
ttatggaagg
atttagattt
tatattattt
aggggtatgt
ttgaaaattt
ttgaagttgt
ttttaattgt
gttaatttat
aaaaagatta
taagtgtaat
ttggatttga
tttttttttt
tt

aggaggggag
aattagattt
gtgttatatt
tgtaattttt
agatgaattg
aaatagttga
taatagtttt
agagattttt
gtatatattt
taagataatg
ttagatttaa
ttttttttat
atattttagg
gtttggtttc
attaaattta
aagtgtaagg
ttttagggaa
gtttttcgeg
acgtttattt
ggttatagac

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
3952

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

1020
1080
1140
1200



10

gtttgaatga
gttttggttt
gttattttag
cggtaggttt
tttttttttt
gttgtttttt
cgtttgagta
aaattttcgg
gttggggttc
ggattttggg
gttgggatag
ggagtttagt
tttagagttt
agatgttggce
tttatggtta
gatttttgtc
tttcgttteg
ttcgattttt
agttaggtgg
tgtttcgttt
cggttaggaa
cgttagttcg
tcgtgagaat
cgtttcggceg
tgggagaggt
tttttttteg
cgtttcgttt
ttttttogttt
acgttttttt
ttagtttttt
tagttcgttt
ttgttttacg
attcgagtgt
gatttttttt
gttttgtttt
tttcgtggtt
aatgttttgt
gaaagggagc
gcggttegtt
gttcgatttt
gcgttttttt
aggttgggtg
gaatcgecgtt
cggtttttceg
tcgttttggt
tcggggatta

taaagtgttt
tagttttttt
atcgagtagt
ttgtcggggt
gggttttcge
tgggattcgg
gcgtttttaa
acgtagttat
gtattcggat
gatagtgtta
cggttgtttt
tacgattttg
tagttttcgt
ggggagagtg
taaagtaggt
gagtcggtgg
ttaggtgttt
cgaggcgcgg
ggagcggcege
cgtagcgttt
gggttttcgt
ggtaggggta
acgcgegtceg
aagtgggtat
cgcgagtagg
ttttattgtt
tgtttttttt
tttttaattt
tttttattgt
cgattttttt
tttttatttt
attttttaga
tttttttcga
agttttttta
tatttttatt
tcggtattag
tttgtttttt
gggttttttt
tatggcgcgg
tagttcggtt
tgttcgtcgg
aagttagtgt
cgttcgtttt
tatttcgttg
atttagtttt
gggcgttttt

<210> 318 a <210> 431

000

<210> 432
<211> 3952
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ttattatcgg
ttttttatcg
cgcgcgtcga
atattttttt
gcggggattt
tttttttttt
ttagcggcgt
aggttttgat
agaatttttg
atttttttcg
ttgaaaaggt
gtttaatttg
atttgtaaag
aagacgtttt
tatatttgat
ttcgggatat
agcggtttgt
gagtttacgg
gtagttttag
tttgtttgtc
ttagtgcgtt
tattcgtttc
gaggagttcg
ttttttttta
agcgcgggga
ttttagcggg
ttttttgttt
attttttaat
ttggtcggtt
tattgtttta
tagttttcgt
gatcgagatg
agaatttggg
tcgttttttg
ttggagagtc
aggttttttt
tggtggcggce
cggttaatat
tcggtggtat
cgttttgcgg
agttggtcgce
tgcggtttcg
gtcgtttcgg
cgtttttttt
cggttcgegt
attgcggttt

ES 2659325 T3

cgcggttecgt
cggtttagga
ggcggaggcyg
aagcgtttag
tcgtttttgt
tcgttttttt
tagttagtag
agttttaggg
tttattttat
ttttgttggg
gggggagtat
ttgtgagatt
tcggaatttg
tttcgttgtt
aatttcgtcg
cgcgttatag
atcgagagtt
agcgcggtgg
attcgtaggt
gtttttcgtt
tcggcgtttt
gtttttcgeg
tcggtcgtgg
gttttagatt
taggcgttgg
taggcgggat
ttattttttt
tttttttteg
tttattgttt
tttcgtcgtt
ttagtttttt
ttgaggggaa
tatcggagag
cggtatttga
gtttttgcgt
ttattattta
gttcggtttt
ttatttttag
ttgtttttat
attgatgggg
ggttcggttc
ttttcgtttc
ggtgggaagt
tgttttgttt
tattgcgegt
ttgttttttt

tagtcgattc
agaaattcgg
ggagtcgtag
gttttttacg
ttagattcgg
ggtttacgtt
acgtgttcge
aattggggtt
tcgtaggttt
aaacgtagtc
cgagttggga
ttggttaagt
gggcgtagtyg
agatttttta
gattattcgg
aattcgaggc
aggagaggtt
gcgcggegtt
aggtagcggc
tgcgtagtta
gtatttcgag
attcgttgeg
gggaatttcg
cgtagtttta
aaatgtttaa
ttcgattatt
gtcgttttcg
ttttttaatt
ttgtcgggtt
tcgggttttt
tttttttttt
agttttttcg
ttttatgttt
ggatcggtat
ttcgggaatt
tttttagtat
tttcggagtt
aagtagtaat
cgttecgtttt
ttgcgttgcecg
gttttggttg
gtttagttcg
agaggtaaag
tttagagttt
tcgtttcgga
tcggttgegg

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 432

ggttgtagtt
tatttgggat
agaggtttta
ttttttgttt
ggtgggttagg
tgtagttaga

ggagaggaat
ggatgtgtag
agggataagg
ttgtttttta
gtggggtgga
gtgagttgag

aggaattgta
tagtgtgggt
tagggagaag
ttttgaggtg
ggtggggttg
ttgtggttag

gtggggatgt
tgggaattgg
tgtagtgggg
gtagggtggg
tagtattggt

ttttggtggg

tttggttttt
gtattagggt
tgtggggaat
tgggtgtggt
tttatttagt
tagggggggt

36

gtcgggacgce
atcgcgtata
gggttgtaga
tttagttttt
agtttaagtc
cgtttattcg
ggtcgttttt
gagttttcgg
tatcgtcgac
gtgatttcga
attaggtcgg
cgtttaaatt
ttttgatgaa
gggtattcgg
aggattcgtc
gttcgggegt
tagatcggat
cgggtcgcgt
ggattgtatt
gagttgcgceg
acgtagttat
ttgttttaag
ggagcgggtt
atttcgggat
gtttttgttt
ttagggttcg
tcgtcgtttt
ttttttttcg
ttttttgttt
cgttttagtt
cgttttggtt
ggatttcggt
ttttttgaaa
tcgtgtttcg
ttagattttt
ttgggatttt
ttgatttcgg
agtagtaggc
tcgcggtage
ttgcgtttta
¢gggcgggag
tttattttceg
ggagggcgtg
tttatttatt
tgttgtgggt
tt

gggtttatag

gggatgggtg
tgtatgtttt

tttgggggty
tttttttgtt

gttggagtgt

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
3952

60
120
180
240
300
360



agtgtagtgt
gg9g9aggtggg
ttgttgttgt
agaattttga
agatattgag
agggtttttg
ggatgttggt
gggggtatqgg
tttgaaggga
tgagagaagg
tggggagttt
gggatttggt
gaggttgggg
ggtgagggtyg
gaagtggttg
gtttggatat
attggggttg
tttggggttt
agtgtagtgg
gttttggggt
tttggttatg
ttgttgttgt
tgagtgttgt
tgagtttttt
atgttttgga
ttttgggtgg
tttggaaggt
agtattgtgt
tgatttggtt
atttttagtt
atggttgtgt
tagagtttgt
ttagttttag
ttgtgggtat
tgagtgtaga
ttttgggttt
ggtgtggagg
ttttgtggtt
gtttgagttt
gtgggttggt
ttagagttgt
gtgtgtgagt
atgggttttt
gggattgtgt
ttttttggta
gttattttta
gtttttttag
gttttttttt
agttgtggtt
gagttttttt
tgggtaatta
gttagtgttt
tttttatttt
tggaatggtt
tttgttgttt
ttaaggattt
taagtgtttt
atatataaat
ttttggagta

ttgtttgggg
<210> 433
<211> 3952

<212> ADN

agttttatta
tgatgggggt
ttttgggggt
gaagagttgg
ggtgggtggt
gagtgtagag
ttttaggtat
ggttttttga
tttttttttt
agggggaatt
gggatgatgg
aaggataatg
agtgggagag
gtagagagat
gggttttgtt
ttttagtgtt
tggatttaag
ttttatggtt
attgtgaggg
gtagagtgtt
taggtgggag
ttgtttgtga
gtttattgtg
ttggtttttg
ttttgtagtg
tttgatgaga
ttggtaatgg
tttaaatttt
aagattttat
tggtattttt
tttttagtag
gggtgaggtg
ttttttggag
gtttgttgat
ttaggagagt
gggtaagagt
atttgggtgt
tttgtttttg
ttttttgggt
tggtgggttg
tgggttggtt
ggttgggttg
attgtattgt
ggggaggtgg
gttttttttg
ttttgtagtt
tgagttagtg
ttatatatgt
ttgagagatt
tttatatgta
gttttttttt
tttttgggtt
atggtggtga
agggttgatt
tttttttttt
ttttatttta
taaaaatgag
tttagggaaa
attagtttga
tttttttaag

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

gtttgtaaag
aggtgttatt
gagtgttagt
gtgttgttat
gggaaaggat
gtgatttttt
tgtagggggt
tgtttaggtt
agtattttgg
ggatggggat
gatggaataa
gggattggtt
aggttgagaa
ggaagtagaa
tgtttgttga
tgtttttgtg
gttgggaggg
ggtgggtttt
atggagtggg
ggggtgtatt
gtggtaggta
gtttggggtt
ttttgtgggt
gtgtaagttg
tggtattttg
ttgttagatg
aggaggtgtt
ggttttatag
agtaagttgg
ttattttttt
ggtggggggyg
ggtagagatt
ttgttaggat
taatgttgtt
ggggaggagg
gagggttttt
ttgggaaggt
ttttggtgtg
tgtggtgaga
tgttggtaat
aatgtgttta
agttgggtgg
tttagtttag
gaataattga
aattatttaa
gaggaaatag
gtggtgtttt
taggtttttt
aaattgtgtt
gaggttttgt
ttttaatttt
tgtattgatt
ttatggtttt
atattgaaat
tttaattaaa
gttttttgta
atgaaattat
tttatttgtt
atgttagtta
atgagatgtt
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tggattgagt
ggttgtgtta
tggagggggt
taaggaaata
ttttgatgtt
agggtggaga
ggtgggggag
ttttggaaga
tttttggaga
tagagatgag
tggaggaggt
agataatggg
gtgggttagg
ggaaaggaga
gggatagtga
tttttgtttg
gagtgtttat
tttgatgtgt
tgtgttttta
aggtggggat
gggggtattg
gtgtgttgtt
ttttgtgttt
ttgggtattt
ggttattgat
tggtttgttt
tttatttttt
atatggagat
gttagagttg
agggggtagt
gttgatattg
ttgtttgggt
ttgtggttgt
ggttagagat
gattggattt
gtgtgaagat
gtattttgat
tggttgtttg
gagagagggt
ggaggtattt
atagggatgg
atggtggatg
tttggtttaa
tgtgttgagt
tttttataag
aattttttag
tgttggaatt
tttgtttttt
ttatgttttt
ttttttttaa
ttttttattt
ttaaaaggtt
atttatttaa
atttgtatgg
aaaaatgaaa
agttttgaaa
tttgttaaat
atttttataa
ttttttttta
tttttgataa

tggaagttga
tggatgggtt
ttgttttttt
gaatagagta
gggattatga
tgagggtaag
ttgggagggg
ggatatttga
gttgtgggat
aggggtgagt
tggagggatt
g99gaggggat
gagggtagaa
tagagtgggg
gatgagaaga
tggttttttt
tttgttgggg
gtgtttttat
tttgggttgg
tttttttggt
tggggtgagg
ttttatttag
tgaagggttg
aatgagatgg
ttggtaaagg
tatggttatg
ttgttagtat
tgaggttttg
tggttagatt
tgttgtttta
tttttagagt
gtgggtttta
gtttggggat
gttgtttaga
tagaggggta
ttaaggaagg
aggaatttgt
gtttgggatg
tgaaattaga
tgttatttag
aatgagggta
gggaggtagt
gtgttttgtt
ttttattaag
gttttagtaa
atttttaggt
taggatgttt
attttttaga
ggttttatat
gtttttatgt
aaagggagtg
ttttaggtgt
gagttttttg
ttttaaatat
atttttaaaa
tggttaaaat
gtgaaatgat
attaattttt
tttggttaaa
ttaatattta

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

37

gtgttgttgt
gtgtttgttg
ttttgggatt
ttggggtttt
aggagggttt
attggagtat
ttttttaaga
atgttgggat
agaattaagg
tgggttgggyg
ggaggtagag
gttggaggga
gaggggtgat
tgtggatttt
gagagtagag
tagttttgga
tgaatttgtt
ggtttgaagt
tggtggttat
tgtgtgtagt
taagtgtagt
ttgtgtgatt
ggatttggtt
gggtgtttgg
ttggtgggtt
aattgaatgt
tttttattag
agagtttaaa
ttttgatttg
gtttggggtt
ttgttggtgg
gtttgaaagt
ttgggagtga
tgtgggtggg
atgatttggg
aggggagttg
tgtttgtagt
gttgtgtgtg
gtgtgttttg
atgtttgtaa
gtaaatgggt
tttgtggggg
ttttttttgg
tgttttgtat
ggtgaattta
ttgagattag
ggtttgggat
ttatggaagg
atttagattt
tatattattt
aggggtatgt
ttgaaaattt
ttgaagttgt
ttttaattgt
gttaatttat
aaaaagatta
taagtgtaat
ttggatttga
tttttttttt
tt

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
3952



<400> 433

aataaatgtt
agtttagtta
aaaaggatta
tagttatttt
ttgttttggt
atttttaaga
aagtatttga
agtaaagagt
aaatatttgg
tttatttttt
tagtatagag
atgtgtgggg
gatttagaag
ttaagtattt
gggtttgaaa
ttttgttagg
tatttagtag
gaagtgaggt
gagttgtttt
gttgtttttg
gtttgaatga
gttttggttt
gttattttag
tggtaggttt
tttttttttt
gttgtttttt
tgtttgagta
aaatttttgg
gttggggttt
ggattttggg
gttgggatag
ggagtttagt
tttagagttt
agatgttggt
tttatggtta
gatttttgtt
ttttgttttg
tttgattttt
agttaggtgg
tgttttgttt
tggttaggaa
tgttagtttg
ttgtgagaat
tgttttggtg
tgggagaggt
tttttttttg
tgttttgttt
ttttttgttt
atgttttttt
ttagtttttt
tagtttgttt
ttgttttatg
atttgagtgt
gatttttttt
gttttgtttt
ttttgtggtt
aatgttttgt

gaaagggagt

gtggtttgtt
gtttgatttt
gtgttttttt
aggttgggtg
gaattgtgtt
tggttttttg
ttgttttggt
ttggggatta

agttattaaa
agtagggagg
atttataggg
atatttgata
tattttaagg
atttttattt
aattatatga
ttttaagtga
agggtttttt
ttggataggg
atttgagagg
ttaaaggtat
gtagggggtg
tgggttttaa
gtttagaagg
attttataag
gaatttagta
gtttgagtta
tttatttatt
ttttattttt
taaagtgttt
tagttttttt
attgagtagt
ttgttggggt
gggtttttgt
tgggatttgg
gtgtttttaa
atgtagttat
gtatttggat
gatagtgtta
tggttgtttt
tatgattttg
tagtttttgt
ggggagagtg
taaagtaggt
gagttggtgg
ttaggtgttt
tgaggtgtgg
ggagtggtgt
tgtagtgttt
gggtttttgt
ggtaggggta
atgtgtgttg
aagtgggtat
tgtgagtagg
ttttattgtt
tgtttttttt
tttttaattt
tttttattgt
tgattttttt
tttttatttt
attttttaga
ttttttttga
agttttttta
tatttttatt
ttggtattag
tttgtttttt
gggttttttt

tatggtgtgg
tagtttggtt
tgtttgttgg
aagttagtgt
tgtttgtttt
tattttgttg
atttagtttt
gggtgttttt

gaagtatttt
ggtgattaat
atgatagata
gaatgatttt
tttataagga
tttttaatta
atgttttagt

atggggttagt
gaggttgatg
gaggagttgg
gggtagggtt
agggtatgat
ggagggagtt
taaagatgtt
ttttgttttt
gattaaataa
tattgattat
gattgggttg
atttatttag
attaggtgta
ttattattgg
ttttttattg
tgtgtgttga
atattttttt
gtggggattt
tttttttttt
ttagtggtgt
aggttttgat
agaatttttg
attttttttg
ttgaaaaggt
gtttaatttg
atttgtaaag
aagatgtttt
tatatttgat
tttgggatat
agtggtttgt
gagtttatgg
gtagttttag
tttgtttgtt
ttagtgtgtt
tatttgtttt
gaggagtttg
ttttttttta
agtgtgggga
ttttagtggg
ttttttgttt
attttttaat
ttggttggtt
tattgtttta
tagtttttgt
gattgagatg
agaatttggg
ttgttttttg
ttggagagtt
aggttttttt
tggtggtggt
tggttaatat

ttggtggtat
tgttttgtgg
agttggttgt
tgtggttttg
gttgttttgg
tgtttttttt
tggtttgtgt
attgtggttt
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attttaagga
atttaggtta
aatttttttg
attttatttt
attaaggtgg
gagaaaagag
ataattagtt
ggttattgtt
taaatttagg
gaggaaagga
tttgtgtgtg
ttaatttttt
tggtatatgt
attattgatt
ttaattgtga
tttaagagaa
ttttgttttt
gaatagtgtg
tttagtttgg
ttagttagtt
tgtggtttgt
tggtttagga
ggtggaggtg
aagtgtttag
ttgtttttgt
ttgttttttt
tagttagtag
agttttaggg
tttattttat
ttttgttggg
gggggagtat
ttgtgagatt
ttggaatttg
ttttgttgtt
aattttgttg
tgtgttatag
attgagagtt
agtgtggtgg
atttgtaggt
gttttttgtt
ttggtgtttt
gttttttgtg
ttggttgtgg
gttttagatt
taggtgttgg
taggtgggat
ttattttttt
tttttttttg
tttattgttt
ttttgttgtt
ttagtttttt
ttgaggggaa
tattggagag
tggtatttga
gtttttgtgt
ttattattta
gtttggtttt
ttatttttag

ttgtttttat
attgatgggg
ggtttggttt
tttttgtttt
ggtgggaagt
tgttttgttt
tattgtgtgt
ttgttttttt

gattttaggt
attgttttaa
aaatttgtat
taagaatgtt
aaggattttt
agaaatagtg
ttggttattt
atgggatggg
ggaggtattg
gttaattatt
gagaaggggt
agagttatga
aggaaagaga
tattggggga
agtgggaata
attattaggg
ttatgtggtt
gtaggggttt
ttgtttatgt
tggtggtttt
tagttgattt
agaaatttgg
ggagttgtag
gttttttatg
ttagatttgg
ggtttatgtt
atgtgtttgt
aattggggtt
ttgtaggttt
aaatgtagtt
tgagttggga
ttggttaagt
gggtgtagtg
agatttttta
gattatttgg
aatttgaggt
aggagaggtt
gtgtggtgtt
aggtagtggt
tgtgtagtta
gtattttgag
atttgttgtg
gggaattttg
tgtagtttta
aaatgtttaa
tttgattatt
gttgtttttg
ttttttaatt
ttgttgggtt
ttgggttttt
tttttttttt
agtttttttg
ttttatgttt
ggattggtat
tttgggaatt
tttttagtat
ttttggagtt
aagtagtaat

tgtttgtttt
ttgtgttgtg
gttttggttg
gtttagtttg
agaggtaaag
tttagagttt
ttgttttgga

ttggttgtgg

38

aggaggggag
aattagattt
gtgttatatt
tgtaattttt
agatgaattg
aaatagttga
taatagtttt
agagattttt
gtatatattt
taagataatg
ttagatttaa
ttttttttat
atattttagg
gtttggtttt
attaaattta
aagtgtaagg
ttttagggaa
gttttttgtg
atgtttattt
ggttatagat
gttgggatgt
attgtgtata
gggttgtaga
tttagttttt
agtttaagtt
tgtttatttyg
ggttgttttt
gagtttttgg
tattgttgat
gtgattttga
attaggttgg
tgtttaaatt
ttttgatgaa
gggtatttgg
aggatttgtt
gtttgggtgt
tagattggat
tgggttgtgt
ggattgtatt
gagttgtgtg
atgtagttat
ttgttttaag
ggagtgggtt
attttgggat
gtttttgttt
ttagggtttg
ttgttgtttt
tttttttttg
ttttttgttt
tgttttagtt
tgttttggtt
ggattttggt
ttttttgaaa
ttgtgttttg
ttagattttt
ttgggatttt
ttgattttgg
agtagtaggt

ttgtggtagt
ttgtgtttta
tgggtgggag
tttatttttg
ggagggtgatyg
tttatttatt
tgttgtgggt
tt

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
3840
3900
3952
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<210> 434 a <210> 599
000

<210> 600

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador de deteccion para
<400> 600

ggggttgata ttgtttttag ag 22
<210> 601

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador de deteccion para
<400> 601

cccctectte cttaaatct 19
<210> 602 a <210> 769
000

<210> 770

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223>

<400> 770

ttcgtcggeg gtagag 16
<210> 771

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223>

<400> 771

tagagtttgt tggtgg 16

<210> 772
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<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223>

<400> 772

gatcgcgggt acgttt 16
<210> 773

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223>

<400> 773

attgtgggta tgtttgt 17
<210> 774

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223>

<400> 774

ttaacgtcgt tggtta 16
<210> 775

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223>

<400> 775

tgattaatgt tgttggt 17
<210> 776

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223>
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<400> 776

ttcgcgcegaa gattta 16

<210> 777

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223>

<400> 777

gtttttgtgt gaagatt 17

<210> 778 a <210> 1306

000

<210> 1307

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1307

GAGAGAGAGG GTTGAAATTA G 21
<210> 1308

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1308

CCATTACCGA CGCGAC 16

<210> 1309

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1309

CTCTAATTTC AACCCTCTC 19

<210> 1310
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<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 1310

CCTCCATTAC CAACACAACC 20

<210> 1311

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacion deSEQ ID NO: 7
<400> 1311

AGAGAGAGGG TTGAAATTAG 20

<210> 1312

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1312

CTAAATAACA AAATACCTCC ATT 23

<210> 1313

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1313

AAATAACAAA ATACCTCCAT TAC 23

<210> 1314

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
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<400> 1314

TAAATAACAA AATACCTCCATT 22

<210> 1315

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1315

ACCTCCATTA CCAACACAAC 20

<210> 1316

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1316

CTCCATTACC AACACAACCC 20

<210> 1317

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 1317

TACCTCCATT ACCAACACAAC 21

<210> 1318

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1318

CCTCCATTAC CAACACAACC C 21

<210> 1319

<211>21

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1319

ACCTCCATTA CCAACACAACC 21

<210> 1320

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1320

ACCTCCATTA CCAACACAAC CC 22

<210> 1321

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1321

TACCTCCATT ACCAACACAA CC 22

<210> 1322

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1322

ATACCTCCAT TACCAACACA ACC 23

<210> 1323

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1323

AAATAACAAA ATACCTCCAT TA 22
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<210> 1324

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1324

TACCTCCATT ACCAACACAA CCC 23

<210> 1325

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para analisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1325

AATACCTCCA TTACCAACAC AACC 24

<210> 1326

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 1326

AAATAACAAA ATACCTCCATT 21

<210> 1327

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1327

ATACCTCCAT TACCAACACA ACCC 24

<210> 1328

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito
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<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1328

AATACCTCCA TTACCAACAC AACCC 25

<210> 1329

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 1329

TCTAAATAAC AAAATACCTC CA 22

<210> 1330

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1330

AAATACCTCC ATTACCAACA CAACCC 26

<210> 1331

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1331

CTAAATAACA AAATACCTCC AT 22

<210> 1332

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1332

AAAATACCTC CATTACCAAC ACAACCC 27

<210> 1333

<211> 25
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1333

TCTAAATAAC AAAATACCTC CATTA 25

<210> 1334

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1334

CCATTACCAA CACAACCCACC 21

<210> 1335

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 1335

CTAAATAACA AAATACCTCC ATTA 24

<210> 1336

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1336

TAAATAACAA AATACCTCCATTAC 24

<210> 1337

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7

<400> 1337
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TCCATTACCA ACACAACCCA CC 22

<210> 1338

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 1338

CTCCATTACC AACACAACCC ACC 23

<210> 1338 a <210> 4648

000

<210> 4649

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 4649

TTTCGATAGG AATTTGTCGT TT 22

<210> 4650

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 4650

GAAACGCGCT CTAATTTCAAC 21

<210> 4651

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 4651

TTGTTCGGTT TGGGATGGTT GTGCGCGGT 29

<210> 4652

<211> 22
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 4652

CGTTTAATAG GGATGGAACG AG 22

<210> 4653 a <12005>

000

<210> 12006

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para analisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12006

GTTTTCGGTG TAAGTCGTTG 20

<210> 12007

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12007

ACATCTAACA ATCTCGTCGA AC 22

<210> 12008

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12008

AACGAGACGG GGGCGT 16

<210> 12009

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito
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<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12009

TTCGGATTTT GTAGCGCGGT ATTTCGG 27

<210> 12010

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 12010

CATCTAACAA TCTCGTCGAAC 21

<210> 12011

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12011

ATTCGAGCGT AGCGTTTAT 19

<210> 12012

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12012

CGTTAAATAC CCAACGACTT AC 22

<210> 12013

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12013

GGTTTTCGCG TTTCGAA 17

<210> 12014

<211> 17
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12014

GTCGGGATTC GGTTTGA 17

<210> 12015

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12015

GGTTTTCGGT GTAAGTCGT 19

<210> 12016

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12016

TTTTCGGTGT AAGTCGTTG 19

<210> 12017

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12017

ACGTTTCGGA TTTTGTAGC 19

<210> 12018

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7

<400> 12018
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TTCGGGTTAT CGATTCGG 18

<210> 12019

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12019

AAAGGTCGGC GGGTTT 16

<210> 12020

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12020

ATCTAACAAT CTCGTCGAAC C 21

<210> 12021

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12021

TCGAGCGTAG CGTTTATC 18

<210> 12022

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12022

TAGCGTTTAT CGCGTTTC 18

<210> 12023

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12023

GTAGCGTTTA TCGCGTTTC 19

<210> 12024

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12024

GATTCGAGCG TAGCGTTTAT 20

<210> 12025

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 12025

TTCGAGCGTA GCGTTTAT 18

<210> 12026

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12026

GGACGTTTCG GATTTTGTA 19

<210> 12027

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12027

AAACCTATAA CTACGTCCGA AA 22

<210> 12028
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<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 12028

TTTTGGTTTA CGTTCGTTTATT 22

<210> 12029

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacion deSEQ ID NO: 7
<400> 12029

GTTCGCGGTC GTTTTTA 17

<210> 12030

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12030

AGCGTTTTTA ATTAGCGG 18

<210> 12031

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12031

AAAACCTATA ACTACGTCCG AA 22

<210> 12032

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
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<400> 12032

TTTGGTTTAC GTTCGTTTAT TC 22

<210> 12033

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12033

TTGGTTTACG TTCGTTTATT C 21

<210> 12034

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12034

AACACGTCTA CTAACTAACG CC 22

<210> 12035

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12035

TTTCGTTTTT GTTTAGATTC G 21

<210> 12036

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12036

TACGTTCGTT TATTCGCGT 19

<210> 12037

<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12037

AAGTCGTTGT TTTTTTGGGA 20

<210> 12038

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12038

TTTGGTTTAC GTTCGTTTAT T 21

<210> 12039

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12039

CGTTTGAGTA GCGTTTTTAAT 21

<210> 12040

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12040

TTCGCGGTCG TTTTTAA 17

<210> 12041

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12041

GGCGTTAGTT AGTAGACGT 19
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<210> 12042

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12042

TCAAAACCTA TAACTACGTC CG 22

<210> 12043

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para analisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12043

ACCTATAACT ACGTCCGAAA AT 22

<210> 12044

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12044

GTTTACGTTC GTTTATTCGC 20

<210> 12045

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12045

TAACTCTCGA TACAAACCGC TA 22

<210> 12046

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito
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<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12046

ATATTTGATA ATTTCGTCGG AT 22

<210> 12047

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 12047

ATTGTGTTAT AGAATTTGAG GTGT 24

<210> 12048

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12048

GGAGGATTCG TCGATTTT 18

<210> 12049

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12049

CAAAACCTAT AACTACGTCC G 21

<210> 12050

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12050

AACCTATAAC TACGTCCGAA AAT 23

<210> 12051

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12051

ACTCTCGATA CAAACCGCTA 20

<210> 12052

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12052

GCGTTTGAGT AGCGTTTTTA AT 22

<210> 12053

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12053

AGCGGCGTTA GTTAGTA 17

<210> 12054

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12054

AACCTATAAC TACGTCCGAA AA 22

<210> 12055

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7

<400> 12055
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GTTTATTCGC GTTTGAGTAG C 21

<210> 12056

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12056

TTATATTTGA TAATTTCGTC GG 22

<210> 12057

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12057

TTTATTCGCG TTTGAGTAGC 20

<210> 12058

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para analisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12058

GTTATATTTG ATAATTTCGT CGG 23

<210> 12059

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12059

TCGTTTTTGT TTAGATTCGG 20

<210> 12060

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12060

TATATTTGAT AATTTCGTCG GAT 23

<210> 12061

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12061

CGTTTTTGTT TAGATTCGGA G 21

<210> 12062

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12062

AACTCTCGAT ACAAACCGCT A 21

<210> 12063

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12063

CTAACTCTCG ATACAAACCG C 21

<210> 12064

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12064

ACACGTCTAC TAACTAACGC C 21

<210> 12065
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<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12065

GGTTTACGTT CGTTTATTCG 20

<210> 12066

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacion deSEQ ID NO: 7
<400> 12066

ATCAAAACCT ATAACTACGT CCG 23

<210> 12067

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12067

AACCTATAAC TACGTCCGAA A 21

<210> 12068

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12068

CGATACAAAC CGCTAAACAC 20

<210> 12069

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
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<400> 12069

TTCGTTTTTG TTTAGATTCG G 21

<210> 12070

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12070

AAAACCTATA ACTACGTCCG AAA 23

<210> 12071

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12071

CGTTTATTCG CGTTTGAGTA 20

<210> 12072

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12072

TCTAAAATAA CTATACGCGA TCC 23

<210> 12073

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12073

CGGTTTTGGT TATAGACGTT 20

<210> 12074

<211> 18

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12074

GTTCGTTAGT CGATTCGT 18

<210> 12075

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12075

ATCGCGGTTA GGAAGAA 17

<210> 12076

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12076

CGACGATAAA ACCTACGAAT 20

<210> 12077

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12077

GTTAGTTAGT AGACGTGTTC GC 22

<210> 12078

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12078

GTCGTTTTTA AATTTTCGGA CGT 23
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<210> 12079

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12079

AGGGAATTGG GGTTGAG 17

<210> 12080

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para analisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12080

TTATTCGCGT TTGAGTAGC 19

<210> 12081

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12081

TATTTGATAATTTCGTCGGAT 21

<210> 12082

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12082

CGCGAACACG TCTACTAACT 20

<210> 12083

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

65



10

15

20

25

30

35

ES 2659325 T3

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12083

AGCGTTTTTA ATTAGCGGCG T 21

<210> 12084

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 12084

TTTACGTTCG TTTATTCGC 19

<210> 12085

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12085

AACCGCTAAA CACCTAACG 19

<210> 12086

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12086

CGCGAACACG TCTACTAACT AA 22

<210> 12087

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12087

ATTCGGAGTT TAAGTCGTTG T 21

<210> 12088

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12088

TGGTTTACGT TCGTTTATTC 20

<210> 12089

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12089

CCTATAACTA CGTCCGAAAAT 21

<210> 12090

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12090

ATTTCTTCCT AACCGCGATA 20

<210> 12091

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12091

TTAGGCGTAT TAGTTAGTTC GG 22

<210> 12092

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7

<400> 12092
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GTTTGAATGA TAAAGTGTTT TTAT 24

<210> 12093

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12093

CTCGATACAA ACCGCTAAAC AC 22

<210> 12094

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12094

TCGATACAAA CCGCTAAACA C 21

<210> 12095

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para analisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12095

CTTCCTAACC GCGATAAAA 19

<210> 12096

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12096

GAACACGTCT ACTAACTAAC GCC 23

<210> 12097

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12097

CTCTCGATAC AAACCGCTA 19

<210> 12098

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12098

TATCAAAACC TATAACTACG TCCG 24

<210> 12099

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12099

TTCGGAGTTT AAGTCGTTGT 20

<210> 12100

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12100

TTTTGGTTTACGTTCGTTTATTC 23

<210> 12101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12101

AAACCGCTAA ACACCTAACG 20

<210> 12102
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<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12102

TCGTTTATTC GCGTTTGAGT AG 22

<210> 12103

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacion deSEQ ID NO: 7
<400> 12103

CGACAAAAAC CTACCGTCTAC 21

<210> 12104

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12104

TCGGATCGCG TATAGTTATT 20

<210> 12105

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12105

ATCGAGTAGT CGCGCGT 17

<210> 12106

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
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<400> 12106

GGCGGGAGTC GTAGGG 16

<210> 12107

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12107

AATTTCTTCC TAACCGCGAT A 21

<210> 12108

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12108

CTAAAATAAC TATACGCGAT CC 22

<210> 12109

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12109

TCGTTTATTC GCGTTTGAGT A 21

<210> 12110

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12110

CGGAGTTTAA GTCGTTGTTT T 21

<210> 12111

<211>19

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12111

TTCCTAACCG CGATAAAAA 19

<210> 12112

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12112

CGATCCGAAT TTCTTCCTA 19

<210> 12113

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12113

GTATTAGTTAGTTCGGCGGT T 21

<210> 12114

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12114

CGAATCTAAA CAAAAACGAA A 21

<210> 12115

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12115

GTCGTAGGGG TTGTAGACG 19
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<210> 12116

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12116

GGTTTTCGCG CGGGGA 16

<210> 12117

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para analisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12117

TGTCGGGGTATATTTTTTTAA 21

<210> 12118

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12118

TCTTCCTAAC CGCGATAAA 19

<210> 12119

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12119

TTTCTTCCTA ACCGCGATA 19

<210> 12120

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

73



10

15

20

25

30

35

ES 2659325 T3

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12120

ATCTAAAATA ACTATACGCG ATCC 24

<210> 12121

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilacién deSEQ ID NO: 7
<400> 12121

GGTTTACGTT CGTTTATTCG C 21

<210> 12122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12122

CGGATCGCGT ATAGTTATTT 20

<210> 12123

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12123

GATTCGGAGT TTAAGTCGTT GT 22

<210> 12124

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12124

TTCGTTTATT CGCGTTTGAG TA 22

<210> 12125

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12125

AGTCGTAGGG GTTGTAGACG 20

<210> 12126

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12126

AGGTTTTTGT CGGGGTATA 19

<210> 12127

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12127

TGGTTTACGT TCGTTTATTC G 21

<210> 12128

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7
<400> 12128

GCGAACACGT CTACTAACTAA 21

<210> 12129

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> tratado con bisulfito

<223> acido nucleico para andlisis de estado de metilaciéon deSEQ ID NO: 7

<400> 12129
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GTTCGTTTAT TCGCGTTTG 19

<210> 12130 a <210> 14553

000

<210> 14554

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14554

tgagagagag agggttgaaa 20

<210> 14555

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14555

tctaaataac aaaatacctc catt 24

<210> 14556

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14556

cgacccgcca accgac 16

<210> 14557

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14557

cgccgaaacg cgctc 15

<210> 14558

<211> 27
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14558

ccattaccaa cacaacccac caaccaa 27

<210> 14559 a <210> 14614

000

<210> 14615

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14615

ggtttgggat ggttgt 16

<210> 14616

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14616

tctaaataac aaaatacctc catt 24

<210> 14617

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14617

ccattaccaa cacaacccac caaccaa 27

<210> 14618

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14618

ggtcgeggtg agagagagag 20

<210> 14619

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)
<400> 14619

tgaaattaga gcgcgtttcg g 21

<210> 14620 a <210> 14624

000
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar trastornos proliferativos de células de colon en un sujeto que comprende poner en
contacto ADN gendmico aislado de una muestra biolégica obtenida del sujeto con al menos un reactivo o una serie
de reactivos que distingue entre dinucledtidos CpG metilados y no metilados en al menos un regién objetivo del ADN
gendmico, en donde la regidn objetivo comprende o hibrida bajo condiciones rigurosas con al menos 16 nucleétidos
contiguos del gen o una secuencia de NGFR y en donde dichos nucleétidos contiguos comprenden al menos una
secuencia de dinucledtido CpG, en donde la hipermetilacion indica la presencia de un trastorno proliferativo de
células de colon.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la muestra biol6gica es plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre
entera, células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde al menos uno de tejido de carcinoma colorrectal o adenomas de colon
se distingue de al menos un tejido seleccionado del grupo que consiste en tejido de colon inflamatorio, tejido de
colon normal, tejido sano no de colon, linfocitos de sangre periférica, y tejido de cancer no de colon, y en donde la
region objetivo comprende, o hibrida bajo condiciones rigurosas con al menos 16 nucleétidos contiguos de la
secuencia SEQ ID NO: 7, y complementos de la misma.

4. Un método para detectar trastornos proliferativos de células de colon en un sujeto que comprende determinar el
nivel de expresion del gen o secuencia de NGFR, en una muestra bioldgica aislada de dicho sujeto,

en donde dicho nivel de expresion se determina detectando la presencia, ausencia o nivel de ARNm transcrito de
dicho gen o secuencia, o en donde dicho nivel de expresion se determina detectando la presencia, ausencia o nivel
de un polipéptido codificado por dicho gen o secuencia, o en donde dicha expresiéon se determina detectando la
presencia o ausencia de metilacion de CpG dentro de dicho gen o secuencia, en donde la hipermetilacion indica la
presencia de un trastorno proliferativo de células de colon.

5. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende:
a) extraer o de otra manera aislar ADN genémico de una muestra biolégica obtenida del sujeto

b) tratar el ADN gendmico de a), o un fragmento del mismo, con uno o mas reactivos para convertir las bases de
citosina que no estan metiladas en la posicion 5 del mismo en uracilo;

¢) poner en contacto el ADN gendmico tratado, o el fragmento tratado del mismo, con una enzima de amplificacién y
al menos dos cebadores que comprenden, en cada caso, una secuencia contigua de al menos 9 nucleétidos que es
complementaria a, o hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o0 rigurosas con una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 316, 317, 432, 433 y sus complementos, en donde el ADN
gendmico tratado o el fragmento del mismo se amplifica para producir al menos un amplificado, o no se amplifica; y

d) determinar, basandose en la presencia o ausencia de, o en una propiedad de dicho amplificado, el estado de
metilacién de al menos un dinucleétido CpG de la secuencia SEQ ID NO: 7, o un promedio, o un valor que refleja un
estado de metilacion promedio de una pluralidad de dinucleétidos CpG de la secuencia de SEQ ID NO: 7.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde tratar el ADN gendmico, o el fragmento del mismo en b), comprende el
uso de un reactivo seleccionado del grupo que consiste en bisulfito, hidrogenosulfito, disulfito y combinaciones de los
mismos.

7. El método de la reivindicacién 6, que comprende adicionalmente en la etapa d) el uso de al menos una molécula
de acido nucleico o molécula de acido nucleico peptidico que comprende en cada caso una secuencia contigua de al
menos 9 nucledtidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas
0 rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 316, 317, 432, 433 y
complementos de las mismas, en donde dicha molécula de &acido nucleico o molécula de acido nucleico peptidico
suprime la amplificacién del acido nucleico al que se hibrida .

8. El método de la reivindicacién 6, en donde la determinacién en d) comprende la hibridacién de al menos una
molécula de acido nucleico o molécula de acido nucleico peptidico que comprende en cada caso una secuencia
contigua de al menos 9 nucledtidos de longitud que es complementaria a, o hibrida bajo condiciones
moderadamente rigurosas. o rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs:
316, 317, 432, 433 y sus complementos.

9. Un método para detectar trastornos proliferativos de células de colon en un sujeto, que comprende:
a) proporcionar una muestra biolégica que se ha obtenido de un sujeto y que contiene ADN gendmico del sujeto;

b) extraer, o de otro modo aislar el ADN genémico;
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¢) poner en contacto el ADN gendémico de b), o un fragmento del mismo, que comprende al menos 16 nucleétidos
contiguos de una secuencia de SEQ ID NO: 7 y secuencias que se hibridan bajo condiciones rigurosas a ella, con
una o mas enzimas de restriccion sensibles a la metilacién, en donde el ADN gendmico, con respecto a cada motivo
de reconocimiento de escision del mismo, o bien se escinde para producir fragmentos de escision, o bien no se
escinde; y

d) determinar, con base a la presencia o ausencia de, o en la propiedad de al menos uno de tales fragmentos de
escision, el estado de metilacién de al menos un dinucleétido CpG de la secuencia de SEQ ID NO: 7, o un promedio,
0 un valor que refleje un estado de metilacion promedio de una pluralidad de dinucleétidos CpG de la secuencia de
SEQ ID NO: 7,

en donde la hipermetilacion indica la presencia de un trastorno proliferativo de células de colon o permite distinguir
entre o en medio de los trastornos proliferativos de células de colon.

10. Uso de un &cido nucleico derivado de la SEQ ID NO: 7 para detectar trastornos proliferativos de células de colon,
en donde al menos una base de citosina no metilada de la secuencia de ADN genémico se convierte en uracilo.

11. El uso de la reivindicacion 10, en donde el acido nucleico comprende al menos 16 nucleétidos contiguos de una
secuencia de ADN seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 316, 317, 432, 433 y secuencias
complementarias a las mismas.

12. El uso de la reivindicacion 10, en donde el acido nucleico comprende una secuencia de al menos 9 nucle6tidos
contiguos que es complementaria a, o hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas con una
secuencia de ADN seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 316, 317, 432, 433.

13. El uso de las reivindicaciones 10 a 12, en donde la secuencia de bases contigua del acido nucleico comprende al
menos una secuencia de dinucleétido CpG, TpG o CpA.

14. Uso de un kit para detectar trastornos proliferativos de células de colon de un sujeto, comprendiendo el kit:
- una enzima de restriccion sensible a la metilacién; y

- al menos una molécula de acido nucleico o molécula de acido nucleico peptidico, que comprende una secuencia
contigua de al menos 16 nucleétidos que son complementarios a, o hibridan bajo condiciones moderadamente
rigurosas o rigurosas con la secuencia de SEQ ID NO: 7 y complementos de la misma.

15. Uso de un kit util para detectar trastornos proliferativos de células de colon de un sujeto, comprendiendo el kit:
- un reactivo de bisulfito; y

- al menos una molécula de acido nucleico o molécula de acido nucleico peptidico, que comprende una secuencia
contigua de al menos 16 nucledtidos que es complementario a, o hibridiza bajo condiciones moderadamente
rigurosas o rigurosas con la secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 316 , 317, 432, 433,y
complementos de las mismas.
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