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2

DESCRIPCIÓN

Método para la estimación in vitro de tumorigénesis, metástasis o esperanza de vida y nucleótido artificial 
utilizado.

5
Campo técnico

La presente invención se refiere a métodos de predicción de la capacidad de invasión de un tumor maligno, de 
metástasis in vitro y la duración del tiempo de supervivencia del paciente, y se refiere además a los fragmentos 
de nucleótidos utilizados en los métodos.10

Antecedentes de la técnica

La invasión y la metástasis son los motivos predominantes del mal pronóstico de los cánceres. La destrucción de 
órganos vecinos y distantes mediante la invasión y metástasis del cáncer conducen a la pérdida de la 15
oportunidad de resección quirúrgica y a la recurrencia después de los tratamientos curativos. Los biomarcadores 
sensibles para la detección del potencial de invasión y metástasis mejorarían en gran medida la gestión clínica 
personalizada de los pacientes de cáncer. Por lo tanto, existe una gran demanda de predicción del potencial de 
invasión y metástasis de los cánceres.

20
Es un hecho ampliamente reconocido que resulta prácticamente imposible identificar el potencial de metástasis 
de los cánceres basándose únicamente en la histopatología. Por lo tanto, se espera que deba llevarse a cabo el 
subtipado molecular mediante métodos de biología molecular. Durante las últimas décadas se han realizado 
grandes avances en la modificación de la expresión de las proteínas y el ARN. Aunque existen muchos estudios
sobre la biología del cáncer, todavía no se dispone de un método efectivo para reconocer con precisión la 25
capacidad metastásica de las células cancerosas.

Con el rápido desarrollo de la biología molecular, se ha obtenido una comprensión integral de los mecanismos de 
la carcinogénesis. Además de la inactivación o activación genética de los genes de tipo tumoral (incluyendo p53, 
APC y Ras, etc.), la inactivación epigenética de los genes supresores tumorales (incluyendo p15, p16 y hMLH1, 30
etc.) mediante hipermetilación y la reactivación de los protooncogenes mediante hipometilación de islas de CpG 
son otros tipos de sucesos frecuentes en los cánceres. Es bien conocido que la detección de las alteraciones de 
los niveles de proteínas y de los niveles de ARNm de los genes en unas cuantas células anormales en muestras 
de tejido resulta muy difícil utilizando los ensayos de expresión génica debido a que su visibilidad se reduce 
mucho por la coexistencia de poblaciones celulares principales en las que no ha cambiado la expresión génica. 35
En contraste, las islas de CpG metiladas y desmetiladas pueden analizarse con ensayos específicos de 
metilación y de desmetilación, respectivamente. Lo anterior hace que la detección del estado de metilación de las 
islas de CpG sea tan sensible que puedan visualizarse claramente las alteraciones de la metilación que se han 
producido en unas cuantas células en un tejido de ensayo. Ello hace que la metilación del ADN constituya un 
biomarcador óptimo para la estratificación molecular de los cánceres.40

El receptor GFRa1 se combina con el factor neurotrófico derivado de la línea celular glial (GDNF), formando la 
fosfotirosina cinasa [Cell 85(7):1113-1124, 1996] del oncogén RET, que es capaz de activar rutas de señalización 
tales como SRC, MAPK, AKT y Rho, etc. Se encuentra estrechamente relacionado con la proliferación, 
diferenciación y migración de las células [Nature Reviews Neuroscience 3(5):383-394, 2002]. Se ha encontrado 45
que la expresión de GFRa1 se encuentra elevada en los tejidos de algunos cánceres (tales como el cáncer 
pancreático, el cáncer de mama, el carcinoma de las células olfativas y el tumor de las células gliales). La 
expresión elevada de dicho gen estimula la aparición, desarrollo y metástasis de dichos cánceres [Cancer 
Research 65(24):11536-11541, 2005; Cancer Research 67(24):11733-11741, 2007]. También se ha informado 
de que la desactivación mediante metilación de GDNF, el ligando de GFRa1, se relaciona con la incidencia de 50
cáncer gástrico [Gastroenterology 136:2149-2158, 2009]. Se ha encontrado que el cáncer de próstata está 
asociado a la metilación de las islas de CpG en los promotores de más de 30 genes. Un nivel elevado de 
metilación de las islas de CpG en dichos genes es indicativo de la presencia de un cáncer (documento nº WO 
2007/102891).

55
Sin embargo, no existe ningún informe sobre un método de utilización de la metilación y la desmetilación de las 
islas de CpG de GFRa1 para la estimación de la incidencia, metástasis y supervivencia de tumores en el 
estómago, el colon o el hígado.

Descripción detallada de la invención60

Por una parte, la presente invención proporciona un ensayo de detección in vitro de la incidencia, metástasis y 
tiempo de supervivencia del tumor en estómago, colon o hígado, y el nucleótido artificial utilizado en el método. 
Ayudará en el descubrimiento precoz y el diagnóstico definitivo del tumor, en la estimación exacta de la 
capacidad de metástasis del tumor y del tiempo de supervivencia postoperatorio del paciente con el fin de 65
proporcionar ayuda al diagnóstico y tratamiento del tumor.
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Con el fin de obtener lo expuesto anteriormente, la invención proporciona la propuesta técnica siguiente.

En la invención se da a conocer un ensayo de detección in vitro de la incidencia de tumor en estómago, colon o 
hígado, que incluye las etapas siguientes:5

a) extracción de muestras de ADN genómico o de ADN libre de plasma a partir de pacientes de cáncer y 
pacientes sin cáncer, respectivamente,

b) detección y cálculo de la proporción de metilación o desmetilación de islas de CpG ene GFRa1, 10
determinando un valor de corte de la metilación o desmetilación de un tumor,

c) extracción del ADN genómico o del ADN libre de plasma a partir del ensayo de pacientes in vitro y 
detección y cálculo de la proporción de metilación o desmetilación de las islas de CpG de GFRa1 en las 
muestras de ADN,15

d) comparación de la proporción de metilación o desmetilación determinada en la etapa c) con el valor de 
corte de metilación o desmetilación determinada en la etapa b),

e) en el caso de que la proporción de metilación o desmetilación determinada en la etapa c) sea inferior o 20
igual al valor de corte determinado en la etapa b), debe considerarse la incidencia de un tumor, o

en el caso de que la proporción de metilación o desmetilación en la etapa c) sea superior o igual al valor 
de corte determinado en la etapa b), no se considera la incidencia de un tumor.

25
Además, los métodos de detección y cálculo de la proporción de metilación o desmetilación de las islas de CpG 
de GFRa1 en las etapa b) y c) son los siguientes: la modificación química de la citosina no metilada; la selección 
y síntesis de cebadores de PCR que se correspondan con las islas de CpG metiladas o desmetiladas de las 
secuencias de GFRa1 modificadas; la amplificación de las islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas 
utilizando dichos cebadores; la detección y cálculo de la proporción de metilación o desmetilación de las islas de30
CpG de GFRa1 utilizando ensayos cuantitativos de metilación. También pueden utilizarse otros métodos de la 
técnica para analizar el nivel de metilación de GFRa1, tales como la secuenciación basada en el enriquecimiento 
en ADN metilado y la combinación con otras tecnologías.

Además, el valor de corte de la proporción de metilación o desmetilación de las islas de CpG de GFRa1 se 35
determina mediante el método de la curva ROC en la etapa b).

La invención se refiere además a secuencias de ADN modificado de las islas de CpG de GFRa1 mencionadas en 
las etapas b) y c), que se muestran en SEC ID nº 1, SEC ID nº 2, SEC ID nº 3 y SEC ID nº 4.

40
Además, la proporción de metilación o desmetilación de GFRa1 en las etapas b) y c) se cuantifica mediante 
DHPLC, secuenciación por bisulfito o PCR cuantitativa específica de metilación basada en sondas (MethyLight).

Preferentemente, los juegos de cebadores en el análisis de metilación cuantitativo mediante DHPLC o 
secuenciación por bisulfito son:45

a) el juego de cebadores las secuencias de bases del cual se muestran en SEC ID nº 5 y SEC ID nº 6, o
b) el juego de cebadores las secuencias de bases del cual se muestran en SEC ID nº 7 y SEC ID nº 8.

Preferentemente, los juegos de cebadores y las sondas en el análisis MethyLight son:50

a) el grupo de oligonucleótidos constituido por el juego de cebadores las secuencias de bases de los cuales 
se muestran en SEC ID nº 9 y SEC ID nº 10 y la sonda cuya secuencia de bases se muestra en SEC ID 
nº 11, o

55
b) el grupo de oligonucleótidos constituido por el juego de cebadores las secuencias de bases de los cuales 

se muestran en SEC ID nº 12 y SEC ID nº 13 y la sonda cuya secuencia de bases se muestra en SEC ID 
nº 14.

Los tumores mencionados en la presente invención se seleccionan de entre cáncer de colon, cáncer gástrico o 60
cáncer de hígado.

La presente invención proporciona además un método de ensayo de detección in vitro del riesgo de metástasis 
de cáncer en el estómago, colon o hígado, y un método de tiempo de supervivencia postoperatoria que incluye 
las etapas siguientes:65
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a) extracción del ADN a partir de los tejidos tumorales de los pacientes con cáncer metastásico y de los 
tejidos tumorales de pacientes con cáncer no metastásico,

b) detección y cálculo de la proporción de metilación (o desmetilación) de las islas de CpG de GFRa1 y 
determinación del valor de corte para la predicción de la metástasis del cáncer,5

c) extracción del ADN tumoral del paciente de cáncer de ensayo, detección y cálculo de la proporción de 
metilación (o desmetilación) de las islas de CpG de GFRa1 en el tejido tumoral,

d) comparación entre la proporción de metilación (o desmetilación) de GFRa1 determinada en la etapa c) y el 10
valor de corte de metilación (o desmetilación) determinado en la etapa b).

e) en el caso de que la proporción de metilación (o desmetilación) determinada en la etapa c) sea inferior (o 
superior) o igual al valor de corte determinado en la etapa b), se considerará que el paciente presenta un 
riesgo elevado de metástasis tumoral y una corta supervivencia postoperatoria, o15

en el caso de que la proporción de metilación (o desmetilación) determinada en la etapa c) sea superior (o 
inferior) al valor de corte determinado en la etapa b), se considerará que el paciente presenta un riesgo 
bajo de metástasis tumoral y una supervivencia postoperatoria larga. En caso contrario, se considerará 
que le paciente presenta un riesgo elevado de metástasis tumoral y una supervivencia postoperatoria 20
corta.

Además, el método de detección y cálculo de la proporción de metilación (o desmetilación) determinada en las 
etapas b) y c) es el siguiente: modificación química de la citosina no metilada; selección y síntesis de cebadores 
de PCR que se correspondan con las islas de CpG metiladas (o desmetiladas) en las secuencias de GFRa1 25
modificadas; amplificación de las islas de CpG de GFRa1 metiladas (o desmetiladas) utilizando dichos 
cebadores; detección y cálculo de la proporción de metilación (o desmetilación) de las islas de CpG de GFRa1 
utilizando los ensayos cuantitativos de metilación. También pueden utilizarse otros métodos para analizar el nivel 
de metilación de GFRa1, tales como la secuenciación basada en el enriquecimiento en ADN metilado y la 
combinación con otras tecnologías.30

Además, el valor de corte de proporción de GFRa1 metilado (o desmetilado) calculado en la etapa b) se 
determina mediante el método de la curva ROC.

Además, la secuencia oligonucleótida de las islas de CpG en la secuencia modificada de GFRa1 en las etapas b) 35
y c) es la mostrada en SEC ID nº 1, SEC ID nº 2, SEC ID nº 3 o SEC ID nº 4.

Además, se llevó a cabo el análisis cuantitativo del contenido de metilación de GFRa1 en las etapas b) y c) 
mediante DHPLC, secuenciación por bisulfito y MethyLight (PCR cuantitativa específica de metilación basada en 
sondas).40

Además, en el análisis cuantitativo de metilación en el ensayo DHPLC y en la secuenciación por bisulfito, el 
juego de cebadores mencionado en la presente invención es:

a) el juego de cebadores constituido de oligonucleótidos las secuencias de bases de los cuales son las 45
mostradas en las SEC ID nº 5 y nº 6, o

b) el juego de cebadores que está constituido de oligonucleótidos las secuencias de bases de los cuales son 
las mostradas en SEC ID nº 7 y nº 8.

50
Además, en el método de análisis cuantitativo de metilación en el ensayo MethyLight, el grupo oligonucleótido 
mencionado en la presente invención es:

a) el grupo oligonucleótido que está constituido del juego de cebadores las secuencias de bases de los 
cuales son las mostradas en SEC ID nº 9 y nº 10, y la sonda cuya secuencia de bases es la mostrada en 55
SEC ID nº 11, o

b) el grupo oligonucleótido que está constituido del juego de cebadores las secuencias de bases de los 
cuales son las mostradas en SEC ID nº 12 y SEC ID nº 13, y la sonda cuya secuencia de bases se 
muestra en SEC ID nº 14.60

El tumor mencionado en la presente invención se refiere al cáncer de estómago, colon o hígado.

La presente invención proporciona además un tipo de molécula de ADN cuya secuencia de bases es la mostrada 
en SEC ID nº 1, SEC ID nº 2, SEC ID nº 3 o SEC ID nº 4.65
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La presente invención proporciona además un tipo de juego de cebadores, la secuencia de bases del cual es la 
mostrada en SEC ID nº 5 y SEC ID nº 6.

La presente invención proporciona además otro tipo de juego de cebadores, la secuencia de bases del cual es la 
mostrada en SEC ID nº 7 y SEC ID nº 8.5

La presente invención proporciona además un tipo de grupo de oligonucleótidos, que incluye un juego de 
cebadores las secuencias de bases de los cuales son las mostradas en SEC ID nº 9 y SEC ID nº 10, y la sonda 
con la secuencia de bases mostrada en SEC ID nº 11.

10
La presente invención proporciona además un tipo de grupo de oligonucleótidos, que incluye un juego de 
cebadores las secuencias de bases de los cuales son las mostradas en SEC ID nº 12 y SEC ID nº 13, y la sonda 
con la secuencia de bases mostrada en SEC ID nº 14.

La presente invención proporciona además un método para detectar la reactivación anormal de la expresión de 15
GFRa1 en el cáncer de colon, estómago o hígado. La característica del método es: el análisis de la desmetilación 
total de los sitios CpG en torno al sitio de inicio de transcripción del gen de GFRa1. La primera mención en todo 
el mundo de este método es de los inventores de la invención. Además, la invención proporciona un juego de 
ensayos para detectar la reactivación anormal de GFRa1 para la determinación de la incidencia y metástasis de 
cáncer de colon, estómago o hígado y de la supervivencia postoperatoria del paciente.20

Con el fin de conseguir los objetivos anteriormente indicados, se proporcionan dichos métodos basándose en los 
resultados de investigación siguientes.

Hipótesis25

La incidencia y progresión del tumor es un proceso multifactor, y de múltiples vías y estadios. Las firmas 
epigenéticas y características biológicas de las células de cáncer pueden ser dependientes de la vía, que 
conducirá a un pronóstico diferente. Por ejemplo, el pronóstico del cáncer colorrectal con alta inestabilidad de 
microsatélites (MSI-H, relacionada con la inactivación de genes de reparación de apareamientos incorrectos, 30
tales como MLH1) es mejor que el que presenta una baja inestabilidad de MSI; el pronóstico de los gliomas con 
inactivación mediante metilación del gen MGMT de reparación del ADN es mejor que aquellos sin metilación de 
MGMT. Existe una isla de CpG en torno al sitio de inicio de transcripción del gen GFRa1. GFRa1 resulta 
inactivado mediante metilación en la mayoría de tejidos adultos normales. Sin embargo, su expresión 
evidentemente se encuentra regulada positivamente en muchos cánceres. GFRa1 estimula la incidencia y 35
progresión de los cánceres. En el contexto de la presente invención se ha descubierto en primer lugar que 
GFRa1 se encuentra desmetilado en los tejidos de cáncer y la desmetilación consecuentemente conduce a la 
regulación positiva de GFRa1 en los cánceres. De acuerdo con lo anterior, los inventores han planteado la 
hipótesis de que la detección de contenido de GFRa1 metilado (o desmetilado) podría utilizarse para determinar 
la incidencia de cáncer, para predecir la metástasis de cánceres y la supervivencia del paciente. Esta hipótesis 40
ha sido validada en muchos cánceres, tal como se indica a continuación.

Validación

1. Clave: los datos de metiloma del ADN en todo el genoma de los presentes inventores muestran que la 45
proporción de señal de metilación [cáncer gástrico (CG) vs. margen quirúrgico (MQ)] del promotor de 
GFRa1 detectado con sondas de micromatriz es significativamente inferior en el CG metastásico que en 
el CG no metastásico (figura 1). Lo anterior sugiere que la reactivación de GFRa1 mediante desmetilación 
del ADN podría ser un potencial biomarcador potencial. Por lo tanto, se llevaron a cabo los experimentos 
siguientes para confirmar dicha hipótesis en detalle.50

2. Establecimiento de métodos para detectar cuantitativamente la metilación y desmetilación de GFRa1: se 
convirtieron los residuos de citosina no metilados en muestras de ADN genómico a residuos uracilo con 
bisulfito sódico. Se utilizó un juego de cebadores libres de cpG para amplificar los fragmentos de ADN 
diana tanto metilados como no metilados (522 pb) de islas de CpG en GFRa1. Se utilizó la cromatografía 55
líquida de alto rendimiento desnaturalizante (DHPLC) para separar y cuantificar las cantidades de 
moléculas de GFRa1 metilado y no metilado en los productos de PCR (figura 2). Los resultados de la 
secuenciación clonal por bisulfito, un ensayo semicuantitativo, son consistentes con el análisis de DHPLC 
(figura 3). Estos resultados indican que el ensayo de DHPLC podría utilizarse para el análisis cuantitativo 
de la proporción de alelos de GFRa1 metilados a no metilados. Con el fin de detectar la metilación de 60
GFRa1 en muestras de ADN de tejidos incluidos en parafina, en los que las moléculas grandes de ADN 
se fragmentan en moléculas pequeñas de ADN, se prepara un ensayo cuantitativo de PCR específico de 
metilación basado en sondas (MethyLight) para determinar el nivel de metilación en un fragmento de 158 
pb dentro de la isla nuclear de CpG del gen. Tras normalizar respecto al ADN de entrada utilizando la 
región libre de CpG en el gen de referencia COL2A1 (Widschwendter et al., Cancer Res. 64:3807-3813, 65
2004), los resultados del análisis de MethyLight son altamente consistentes con el análisis de DHPLC 
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(r=0,5; p=0,000; figura 4). Pudo observarse una asociación similar entre la metilación de GFRa1 y las 
características del cáncer tanto en la DHPLC como en el análisis de MethyLight.

3. Reactivación de la expresión de GFRa1 mediante desmetilación de las islas de CpG: en líneas celulares y 
muestras de tejido con diferentes estados de metilación de GFRa1, se analizó el nivel de ARNm del gen 5
GFRa1 con una RT-PCR cuantitativa basada en sondas fluorescentes. Los resultados demuestran que se 
detecta ARNm de GFRa1 en 4 líneas celulares positivas para desmetilación de GFRa1 pero no en 15 
líneas celulares negativas para desmetilación (P<0,001, figura 5A). De manera similar, se observó que los 
niveles de ARNm de GFRa1 se encontraban inversamente correlacionados con los niveles de metilación 
de GFRa1 en muestras de tejido gástrico (P=0,041, figura 5B). También se observó el mismo fenómeno 10
en los tejidos de colon. En resumen, dichos resultados indican que la desmetilación del ADN de promotor 
podría reactivar la expresión de GFRa1.

4. Desmetilación de GFRa1 en tejidos gástricos es un biomarcador potencial de cribado de cáncer gástrico: 
los niveles de desmetilación en biopsias normales/gástricos procedentes de 48 pacientes de control no de 15
cáncer (10 normales y 38 con gastritis crónica), 98 cánceres gástricos y las muestras de tejido "normal" 
del margen quirúrgico correspondientes se analizaron mediante la utilización de DHPLC. Los resultados 
muestran que la proporción de GFRa1 metilado:desmetilado en biopsias normales/de gastritis (mediana: 
60,4%) es significativamente más alta que en muestras de CG (51,0%, P=0,043) o en muestras del MQ 
(14,5%, P<0,01). Indica que GFRa1 resulta desmetilado durante el desarrollo del cáncer gástrico y que la 20
desmetilación se produce tanto en los tejidos de cáncer gástrico como en tejidos no cancerosos contiguos 
a modo de efecto de campo. Por lo tanto, resulta muy útil para el cribado del cáncer gástrico en un estadio 
precoz utilizando biopsias gástricas, en las que las células de cáncer podrían no incluirse en la muestra 
en algunos casos.

25
Con el fin de investigar la viabilidad del cribado de los carcinomas gástricos utilizando GFRa1 como 
biomarcador, se calculó el valor de corte de la proporción de metilación:desmetilación de GFRa1 
utilizando la curva característica de receptor-operador (ROC). La superficie bajo ROC era de 67,3% 
(P<0,001, figura 6B) según los resultados anteriores de metilación de GFRa1 de pacientes de cáncer 
gástrico y sin cáncer. Al fijar el valor de corte en 22,8% (≤22,85% los positivos para desmetilación y 30
>22,8% los negativos para desmetilación), la tasa de positivos para desmetilación en muestras 
normales/de gastritis (15/48=31,2%) era mucho más baja que en el margen quirúrgico (77/98=78,5%) y 
que en tejidos de cáncer gástrico (60/98=61,2%) (P<0,001). La sensibilidad y especificidad de GFRa1 
positivo para desmetilación en el tejido del margen quirúrgico para el cribado del cáncer gástrico eran de 
79% y 69%, respectivamente.35

5. La desmetilación de GFRa1 es un potencial biomarcador para la predicción de metástasis de los 
carcinomas gástricos y la supervivencia global del paciente: en el análisis de la relación entre la 
desmetilación de GFRa1 y la metástasis del cáncer gástrico o la supervivencia global del paciente, se
encontró que la proporción de GFRa1 metilado en 49 carcinomas gástricos no metastásicos era 40
significativamente más elevada que en 49 carcinomas metastásicos (mediana, 60,6% vs. 22,8%, 
P=0,044). Por lo tanto, se utilizó el estado de metástasis del carcinoma gástrico como estándar de oro 
para calcular la curva ROC a fin de evaluar la eficiencia para utilizar la metilación de GFRa1 como 
clasificador para la predicción de la metástasis de cáncer. Se encontró que la superficie bajo la curva 
ROC (AUC) era de 65,6% (P=0,004, figura 7). Al fijar el valor de corte de la proporción de GFRa1 metilado 45
en 16,4% (≤16,4% para elevada desmetilación de GFRa1 y >16,4% para baja desmetilación), la tasa de 
alta desmetilación en carcinomas gástricos metastásicos de 17% (35/49) era significativamente superior a 
la observada en carcinomas gástricos no metastásicos, de 49% (24/49, P=0,038) (sensibilidad de 71% y 
especificidad de 51%). El análisis de Kaplan-Meier mostraba que la supervivencia global del paciente con 
alta desmetilación de GFRa1 era más corta que en pacientes con baja desmetilación (tasa de 50
supervivencia a 5 años de 32,8% frente a 62,2%; prueba de rangos logarítmicos, P=0,001; análisis 
multivariante, P=0,002, figura 8).

Los resultados anteriores se validaron adicionalmente en 120 pacientes independientes con carcinoma 
gástrico sin metástasis distante. Nuevamente se encontró que la proporción de GFRa1 metilado en 47 55
tejidos de cáncer no metastásico era significativamente más alta que en 73 casos de metástasis a ganglio 
linfático (mediana, 49,0% vs. 30,6%, P<0,001). Utilizando el mismo valor de corte (16,4%), la tasa de alta 
desmetilación de GFRa1 en los casos metastásicos (46/73) era significativamente más alta que en casos 
no metastásicos (19/47) (63,1% vs. 40,4%, P=0,024; sensibilidad de 63% y especificidad de 60%). El 
análisis de Kaplan-Meier también mostró que los pacientes con alta desmetilación presentaban una 60
supervivencia global significativamente más corta que los pacientes con baja desmetilación (tasa de 
supervivencia a 5 años: 47,7% vs. 71,7%; prueba de rangos logarítmicos, P=0,015; análisis multivariante, 
P=0,025; figura 9). Los resultados de los estudios de descubrimiento y validación muestran que los 
niveles de desmetilación de las islas de CpG de GFRa1 en los carcinomas gástricos se encuentran 
estrechamente relacionados con la metástasis de cáncer y la supervivencia global de los pacientes. Estos 65
resultados indican que la desmetilación de GFRa1 podría ser un biomarcador útil para la predicción de la 
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metástasis del cáncer.

6. La desmetilación de GFRa1 es un biomarcador para predecir la incidencia y metástasis del cáncer de 
colon y la supervivencia del paciente. Con el fin de estudiar la relación entre la desmetilación de GFRa1 y 
el pronóstico de otros cánceres, se analizaron mediante ensayo de DHPLC los niveles de desmetilación 5
de GFRa1 en muestras de biopsia de mucosa del colon procedentes de 21 pacientes sin cáncer, 97 
cánceres de colon y los tejidos del margen quirúrgico correspondientes. Los resultados demuestran que la 
proporción de GFRa1 metilado en las biopsias de colon (mediana: 64,1%) es significativamente más alta 
que en carcinomas de colon (31,6%, P=0,001) y en los tejidos de margen quirúrgico (26,6%, P<0,001, 
figura 10). La superficie bajo la curva ROC era de 74,1% según los resultados del análisis de metilación 10
utilizando tejidos de cáncer y biopsias de control procedentes de pacientes sin cáncer (P<0,001, figura 
11). Al fijar el valor de corte en 34,5% (≤34,5% para los positivos para desmetilación y >34,5% para los 
negativos para desmetilación), la tasa de positivos para desmetilación de GFRa1 en 7/21 biopsias de 
control procedentes de pacientes sin cáncer (33,3%) era significativamente más baja que en 93/97 
muestras de margen quirúrgico (95,8%, P<0,001) y que en 60/97 muestras de cáncer (61,9%, P<0,001). 15
Al utilizar la tasa de positivo para desmetilación de GFRa1 en biopsias sin cáncer o en muestras de 
margen quirúrgico como biomarcador para el cribado del cáncer de colon, se obtuvo una sensibilidad y 
una especificidad de 95,8% y 66,7%, respectivamente.

Además, también se analizó la relación entre la desmetilación de GFRa1 y la metástasis del cáncer de 20
colon en dichos 97 pacientes de cáncer de colon (49 cánceres no metastásicos y 48 metastásicos). La
proporción de GFRa1 metilado en los 49 casos metastásicos era significativamente más alta que en los48 
casos de metástasis (mediana, 45,6% vs. 25,0%, P=0,016). La superficie bajo la curva ROC (AUC) era de 
62,6% (P=0,033, figura 12). Al fijar el valor de corte en 27,6% (≤27,6% para alta desmetilación de GFRa1 
y >27,6% para baja desmetilación), la tasa positiva para alta desmetilación de GFRa1 en los 48 cánceres 25
metastásicos (33/48=68,8%) era significativamente más alta que en los 49 cánceres no metastásicos
(22/49=44,9%, P=0,024; sensibilidad de 69% y especificidad de 55%). El análisis de Kaplan-Meier 
demostró que los pacientes de cáncer con alta desmetilación de GFRa1 presentaban una supervivencia 
global significativamente más corta que los pacientes con baja desmetilación (tasa de supervivencia a los 
3 años, 41,8% vs. 66,7%; prueba de rangos logarítmicos, P=0,019; análisis multivariante, P=0,031, figura 30
13).

Se observaron resultados similares al utilizar una PCR cuantitativa de fluorescencia específica de 
metilación para detectar el nivel de desmetilación de GFRa1 en dichos tejidos. La superficie bajo la curva 
ROC (AUC) era de 61,7% (P<0,05, figura 14). Al fijar el valor de corte en 22,3% (≤22,3% para alta 35
desmetilación de GFRa1 y >22,3% para baja desmetilación), la tasa positiva para alta desmetilación de 
GFRa1 en los 48 cánceres metastásicos (40/48) era significativamente más alta que en los 48 cánceres 
no metastásicos (31/49) (83,3% vs. 63,3%, P=0,038; sensibilidad de 83% y especificidad de 37%). El 
análisis de Kaplan-Meier demostró que los pacientes de cáncer de alta desmetilación de GFRa1 
presentaban una supervivencia global significativamente más corta que los pacientes de baja 40
desmetilación (tasa de supervivencia a 3 años, 46,5% vs. 69,2%, figura 15).

7. La desmetilación de GFRa1 es un biomarcador para predecir la incidencia y metástasis de otros cánceres 
y la supervivencia del paciente. También se analizó la relación entre la desmetilación de GFRa1 y el 
pronóstico de los carcinomas hepatocelulares (CHC). Los resultados demuestran que la proporción de 45
alelos de GFRa1 metilados en 20 CHC no metastásicos era más alta que en los 17 CHC metastásicos 
(mediana, 55,6% vs. 41,4%, P=0,065). La supervivencia bajo la curva ROC (AUC) era de 68,4% (figura 
16). Al fijar el valor de corte en 49,3% (≤49,3% para alta desmetilación de GFRa1 y >49,3% para baja 
desmetilación), la tasa de positivo para alta desmetilación de GFRa1 en 17 CHC metastásicos (12/17) era 
significativamente más alta que en 20 CHC no metastásicos (11/20) (70,5% vs. 55%, P=0,024; 50
sensibilidad de 70% y especificidad de 45%). El análisis de Kaplan-Meier también demostró que los 
pacientes con alta desmetilación de GFRa1 presentaban una supervivencia global más corta que los 
pacientes con baja desmetilación de GFRa1 (figura 17).

Además, se encontró que las islas de CpG de GFRa1 se encontraban completamente desmetiladas en las 55
células de cáncer pulmonar A549 y en las células de cáncer de próstata PC-3. Los resultados indicados 
anteriormente indican que la desmetilación de GFRa1 está asociada a la incidencia de múltiples cánceres.

En resumen, los presentes datos demuestran que la desmetilación de las islas de CpG de GFRa1 es un 
biomarcador potencial para el cribado de diversos cánceres y puede utilizarse el nivel elevado de desmetilación 60
de GFRa1 para predecir la metástasis de múltiples cánceres y el tiempo de supervivencia global del paciente.

Breve descripción de los dibujos

La figura 1 se refiere a la comparación de la intensidad de la señal de metilación del ADN en diferentes 65
sectores de islas de CpG en GFRRa1 en la base de datos del metiloma de ADN de carcinomas gástricos y de 
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tejidos de margen quirúrgico. La figura 1A son las localizaciones del amplicón de 522 pb (las líneas gruesas 
negras) y de las sondas de micromatriz para la detección de la metilación (los cuadrados negros) de las islas 
de CpG en GFRa1. La figura 1B es la comparación entre la intensidad de la señal de metilación del ADN en 
diferentes sectores de islas de CpG de GFRa1 en la base de datos del metiloma de ADN. Se observó una 
metilación diferencial en la región de promotor en carcinoma gástrico metastásico (M+) y cáncer gástrico no 5
metastásico (M-).

La figura 2 son cromatogramas del amplicón de 522 pb de islas de CpG de GFRa1 metiladas y desmetiladas 
en el análisis por bisulfito-DHPLC. La figura 2A se refiere al resultado de GFRa1 desmetilado de líneas 
celulares humanas; la figura 2B es para el tejido gástrico; se utilizó el ADN genómico de los glóbulos blancos 10
periféricos a modo de control negativo; se utilizó ADN sanguíneo metilado con M.sssI, a modo de control 
positivo.

La figura 3 es el resultado de la secuenciación por bisulfito de clones de PCR de 522 pb de islas de CpG de 
GFRa1 de líneas celulares humanas. Los puntos remarcados en negro representan los sitios de CpG 15
metilados; GFRa1 se encuentra totalmente metilado en las células Du145, MKN45 y BGC823, parcialmente 
metilado en las células MKN74 y desmetilado en las células GES-1.

La figura 4 es el análisis de correlación entre los niveles de metilación de GFRa1 detectados mediante HPLC 
y el análisis de PCR cuantitativa específica de metilación basada en sondas de fluorescencia (MethyLight).20

La figura 5 muestra la relación entre la desmetilación de GFRa1 y el nivel de transcripción. La figura 5A es un 
análisis de correlación que utiliza 19 líneas celulares humanas; la figura 5B es un análisis de correlación en 
carcinomas gástricos y tejidos de margen quirúrgico.

25
La figura 6 muestra una comparación entre el nivel de metilación de GFRa1 en biopsias normales o de 
gastritis procedentes de pacientes sin cáncer y de carcinomas gástricos y muestras de margen quirúrgico. La 
figura 6A muestra los porcentajes de GFRa1 metilado en tejidos gástricos en diferentes estados patológicos; 
la figura 6B muestra el valor de corte de la curva ROC de detección de carcinoma gástrico utilizando el 
contenido de metilación de GFRa1 en los tejidos gástricos de pacientes de cáncer y sin cáncer.30

La figura 7 es la curva ROC de detección de la metástasis del cáncer gástrico mediante la utilización del 
contenido de desmetilación de GFRa1 como clasificador.

La figura 8 muestra la curva de Kaplan-Meier de tiempo de supervivencia global postoperatoria de 98 35
pacientes de cáncer gástrico de alta desmetilación o baja desmetilación de GFRa1 en la cohorte de 
descubrimiento.

La figura 9 muestra la curva de Kaplan-Meier de supervivencia global postoperatoria de 120 pacientes de 
cáncer gástrico de alta o baja desmetilación de GFRa1 en la cohorte de validación.40

La figura 10 es la comparación entre el nivel de metilación de GFRa1 en biopsias de colon procedentes de 
pacientes sin cáncer, y muestras de colon de cáncer y de margen quirúrgico.

La figura 11 es el valor de corte de la curva ROC de detección de carcinoma de colon utilizando el contenido 45
de metilación de GFRa1 en biopsias de colon procedentes de pacientes sin cáncer y muestras de tejido de 
margen quirúrgico procedentes de pacientes con cáncer de colon.

La figura 12 es la curva ROC de detección de metástasis y no metástasis de cánceres de colon utilizando el 
grado de desmetilación de GFRa1.50

La figura 13 es la curva de Kaplan-Meier de tiempo de supervivencia global postoperatoria de 97 pacientes de 
cáncer de colon de alta o baja desmetilación de GFRa1.

La figura 14 es la curva ROC de detección de metástasis y ausencia de metástasis de cáncer de colon 55
utilizando la alta o baja desmetilación de GFRa1, determinada mediante la utilización de un ensayo de PCR 
cuantitativo específico de metilación basado en sondas (MethyLight), a modo de clasificador.

La figura 15 es la curva de Kaplan-Meier del tiempo de supervivencia global postoperatoria de 97 pacientes 
con cáncer de colon que contenían un nivel elevado o bajo de desmetilación de GFRa1 en el análisis de PCR 60
cuantitativo específico de metilación basado en sondas (MethyLight).

La figura 16 es la curva ROC de detección de metástasis y ausencia de metástasis de CHC mediante la 
utilización de una alta o baja desmetilación de GFRa1.

65
La figura 17 es la curva de Kaplan-Meier del tiempo de supervivencia global postoperatoria de 37 pacientes 
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con diferente grado de desmetilación de GFRa1.

La figura 18 son los resultados de secuenciación por bisulfito de los productos de PCR de 522 pb de las islas 
de CpG de GFRa1 en muestras de tejido gástrico. Los puntos remarcados en negro representan sitios de 
CpG metilados; GFRa1 se encuentra completamente desmetilado en las muestras F1309 y F1311 pero no 5
desmetilado en otras muestras representativas.

A continuación, se proporciona una ilustración detallada de la invención mediante ejemplos vivos. Cuando no se 
indique, los materiales, métodos y equipos son todos los materiales, métodos y equipos habituales en el campo 
de la invención.10

Formas de realización óptimas

Ejemplo 1: cribado para cáncer gástrico mediante la detección de la desmetilación de las islas de CpG de 
GFRa1 en tejido gástrico mediante la utilización de DHPLC.15

1. Sujetos: biopsias de mucosa gástrica procedentes de 48 pacientes sin cáncer (10 casos sin cambios 
patológicos observados en el estómago y 38 casos con gastritis crónica), carcinomas gástricos y las 
muestras correspondientes de tejido congelado de margen quirúrgico procedentes de 98 pacientes.

20
2. Digestión habitual de proteínas tisulares utilizando proteinasa K seguido de la extracción del ADN 

genómico (aproximadamente 10 µg) utilizando el método habitual de precipitación con etanol.

3. Modificación de los residuos de citosina no metilados en muestras de ADN utilizando bisulfito sódico 5 M, 
que incluía las etapas siguientes:25

1) Adición y disolución de 2 µg del ADN genómico preparado en la etapa 2 en 18 µl de agua destilada 
estéril; incubación del tubo en un baño de agua a 95ºC durante 20 min, seguido de la incubación en un 
baño de hielo.

30
2) Adición de 2 µl de NaOH 3 M, mezcla e incubación a 42ºC durante 20 min para desnaturalizar el ADN 

de doble cadena.

3) Preparación de solución de bisulfito sódico 5 M (NaHSO3, 4 ml); adición de 1,9 g de Na2S2O5 en 2,5 ml 
de agua destilada estéril; adición de 0,7 ml de solución de NaOH 2 M y 0,5 ml de hidroquinona 1 M; 35
incubación en un baño de agua a 50ºC, con inversión y mezcla repetidas hasta la disolución completa.

4) Adición de 380 µl de solución fresca de NaHSO3 5 M y mezcla. Cobertura de la parte superior de la 
reacción con 200 µl de parafina líquida para evitar la evaporación de la reacción. Incubación en el 
baño de agua a 50ºC durante la noche para convertir los residuos de citosina no metilados en residuos 40
de uracilo.

5) Retirada de la parafina líquida. Purificación del ADN modificado con el sistema de lavado de ADN 
Wizard (Promega A7280) siguiendo las instrucciones del kit: adición de 1 ml de la mezcla de resina y 
dejar en reposo durante 5 minutos después de la mezcla; transferir la mezcla de resina-ADN a un tubo 45
inyector conectado a un filtro de microcolumna; eliminación de la fase líquida y transferencia de la 
muestra de ADN a la fase sólida en el filtro de microcolumna bajo vacío; adición de 2 ml de alcohol 
isopropílico al 80%, eliminación del líquido en el filtro inyector bajo vacío y desconexión del tubo 
inyector; ajuste del filtro de microcolumna a otro tubo de centrífuga (1,5 ml), centrifugación a alta 
velocidad (10.000g, 20 segundos) para eliminar el líquido residual en el filtro de columna, fijación del 50
filtro de microcolumna a otro tubo de centrífuga.

6) Adición de 50 µl de agua destilada estéril (precalentada a 80ºC) a la microcolumna, reposo durante 15 
min, centrifugación a alta velocidad (10.000g, 20 segundos) para recoger el eluyente. Repetición de 
dicho procedimiento de lavado. Agrupado de la solución de eluyente.55

7) Adición de 11 µl de solución de NaOH 3 M, mezcla e incubación en el baño de agua a 37ºC durante 
15 min para terminar cualquier modificación posterior.

8) Adición de 166 µl de NaOAc 5 M y 750 µl de etanol frío al 100%, mezcla y almacenamiento a -20ºC 60
durante 4 horas para precipitar el ADN. Centrifugación a 10.000g durante 30 min y descarte de la 
solución. Adición de 200 µl de etanol frío al 80% para lavar el ADN. Nueva centrifugación y descarte 
de la solución.

9) Resuspensión del ADN en 3~6 µl de agua estéril o tampón TE. Utilización inmediata o 65
almacenamiento a -20ºC.
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4. Diseño de los juegos de cebadores de PCR. Según la secuencia de la cadena de sentido de GFRa1 
modificado (SEC ID nº 1 y SEC ID nº 2), diseño y síntesis de juegos de cebadores universales libres de 
CpG (SEC ID nº 5, SEC ID nº 6 o SEC ID nº 7; SEC ID nº 8).

5
5. Amplificación por PCR. Se amplificaron tanto los fragmentos metilados como desmetilados (522 pb o 463 

pb) en los alelos de GFRa1 en la muestra de ADN modificado mediante la utilización de una PCR de inicio 
en caliente.

6. Detección de las islas de CpG de GFRa1 metiladas y desmetiladas en el producto de PCR mediante la 10
utilización de DHPLC. Cálculo de la proporción de superficie bajo el pico para GFRa1 desmetilado:

porcentaje de GFRa1 desmetilado = [superficie del pico para GFRa1 desmetilado] / [total de las 
superficies de pico de los productos de PCR de GFRa1 desmetilado y metilado] x 100%,

15
o cálculo del GFRa1 metilado:

porcentaje de GFRa1 metilado = [superficie del pico para GFRa1 metilado] / [total de las superficies de 
pico de los productos de PCR de GFRa1 desmetilado y metilado] x 100%, o

20
el porcentaje de GFRa1 metilado = 1- (la proporción de superficie de pico para GFRa1 desmetilado).

7. Resultados: la proporción media de superficie de pico para GFRa1 metilado en biopsias gástricas 
normales era similar a la misma en biopsias de gastritis y el porcentaje medio de GFRa1 metilado en 
dichas muestras normales/ de gastritis era de 60,4% (mediana), que era significativamente superior a la 25
observada en carcinomas gástricos y en las muestras de margen quirúrgico (51,0%, p=0,043, y 14,5%, 
p=0,000, figura 6A), respectivamente. Por lo tanto, se calculó la curva característica del receptor-operador 
(ROC) para el cribado de los carcinomas gástricos utilizando el porcentaje de metilación de GFRa1 como 
biomarcador. Al fijar el valor de corte en 22,8% (≤22,8% positivo para desmetilación y >22,8% negativo 
para desmetilación), la tasa de positivo para desmetilación en muestras normales/de gastritis 30
(15/48=31,2%) era mucho más baja que en el margen quirúrgico (77/98=78,5%) y que en tejidos de 
cáncer gástrico (60/98=61,2%) (P<0,001). La sensibilidad y especificidad de la positividad para 
desmetilación de GFRa1 en tejido de margen quirúrgico para el cribado de cáncer gástrico era de 79% y 
69%, respectivamente (figura 2B).

35
Ejemplo 2: detección de metástasis de carcinomas gástricos y supervivencia del paciente mediante la 
detección de la desmetilación de las islas de CpG de GFRa1 mediante la utilización de DHPLC

1. Sujetos: muestras de tejido congelado de carcinoma gástrico procedentes de 98 pacientes (incluyendo 49 
pacientes con carcinomas gástricos con metástasis a linfa o sitios distantes y émbolo y 49 pacientes con 40
carcinomas gástricos no metastásicos) en la cohorte de descubrimiento. Muestras de tejido congelado de 
carcinoma gástrico procedentes de 120 pacientes (incluyendo 73 carcinomas gástricos con linfa pero no 
metástasis distante y 47 carcinomas gástricos no metastásicos) en la cohorte de validación. Los datos 
clínico-patológicos y de seguimiento se encuentran disponibles para la totalidad de dichos sujetos.

45
2. Igual que las etapas 2 a 5 en el Ejemplo 1.

3. Igual que la etapa 6 en el Ejemplo 1.

4. Resultados:50

La proporción media de superficie de pico para GFRa1 metilado en 49 muestras de carcinoma gástrico no 
metastásico era significativamente más elevada que en 49 muestras de carcinoma gástrico metastásico 
(mediana, 60,6% vs. 22,8%, P=0,044). Según la curva ROC para la detección de metástasis de carcinoma 
gástrico utilizando la metilación de GFRa1 como clasificador, la superficie bajo la curva ROC (AUC) era de 65,6% 55
(P=0,004, figura 7). Al fijar el valor de corte en 16,4% (≤16,4% para alta desmetilación de GFRa1 y >16,4% para 
baja desmetilación), la tasa de alta desmetilación en carcinomas gástricos metastásicos (35/49=71%) era 
significativamente más alta que en carcinomas gástricos no metastásicos (24/49=49%) (P=0,038; sensibilidad de 
71% y especificidad de 51%). El análisis de Kaplan-Meier demostró que la supervivencia global del paciente con 
alta desmetilación de GFRa1 era más corta que en pacientes con baja desmetilación (tasa de supervivencia a 5 60
años, 32,8% vs. 62,2%; prueba de rangos logarítmicos, P=0,001; análisis multivariante, P=0,002, figura 8).

En la cohorte de validación, la proporción media de superficie de pico para GFRa1 metilada en 47 tejidos de 
cáncer no metastásico era significativamente más alta que en 73 casos metastásicos (mediana, 49,0% vs. 
30,6%, P<0,001). Utilizando el mismo valor de corte (16,4%) utilizado en la cohorte de descubrimiento anterior, la 65
tasa de alta desmetilación de GFRa1 en los casos metastásicos (46/73=63,1%) era significativamente más alta 
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que en casos no metastásicos (19/47=40,4%) (P=0,024; sensibilidad de 63% y especificidad de 60%). El análisis 
de Kaplan-Meier también demostró que los pacientes de alta desmetilación presentaban una supervivencia 
global significativamente más corta que los pacientes de baja desmetilación (tasa de supervivencia a 5 años, 
47,7% vs. 71,7%; prueba de rangos logarítmicos, P=0,015; análisis multivariante, P=0,025, figura 9).

5
Ejemplo 3: cribado para cáncer gástrico mediante la detección de desmetilación de islas de CpG de 
GFRa1 en tejido gástrico utilizando la secuenciación por bisulfito

1. Igual que las etapas 1 a 5 en el Ejemplo 1.
10

2. Se clonaron los productos de PCR utilizando el kit AT-Clone y se secuenciaron (figura 18).

3. Resultados: se obtuvieron los mismos resultados que en el Ejemplo 1.

Ejemplo 4: detección de metástasis de carcinomas gástricos y supervivencia del paciente mediante la 15
detección de desmetilación de islas de CpG de GFRa1 utilizando la secuenciación por bisulfito

1. Igual que las etapas 1 a 2 en el Ejemplo 2.

2. Igual que la etapa 2 en el Ejemplo 3.20

3. Resultados: se obtuvieron los mismos resultados que en el Ejemplo 2.

Ejemplo 5: cribado para cáncer de colon mediante detección de desmetilación de las islas de CpG de 
GFRa1 en tejido de colon mediante la utilización de DHPLC25

1. Sujetos: muestras de biopsia de mucosa de colon procedentes de 21 pacientes sin cáncer y de cáncer de 
colon y muestras de margen quirúrgico procedentes de 97 pacientes.

2. Igual que las etapas 2 a 6 en el Ejemplo 1.30

3. Resultados:

La proporción media de GFRa1 metilado en las biopsias de colon de pacientes sin cáncer (mediana, 64,1%) era 
significativamente más alta que en carcinomas de colon (31,6%, P<0,001) y que en tejidos de margen quirúrgico 35
(26,6%, P=0,001, figura 10). La superficie bajo la curva ROC era de 74,1% según los resultados de análisis de 
metilación en tejidos de cáncer y biopsias de control procedentes de pacientes sin cáncer (P<0,001, figura 11). Al 
fijar el valor de corte en 34,5% (≤34,5% positivos para desmetilación y >34,5% negativos para desmetilación), la 
tasa de positivo para desmetilación de GFRa1 en 21 biopsias de control procedentes de pacientes sin cáncer 
(7/21=33,3%) era significativamente más baja que en 97 muestras de margen quirúrgico (93/97=95,8%, P<0,001) 40
y que en 97 muestras de cáncer (60/97=61,9%, P<0,001). Utilizando la positividad de desmetilación de GFRa1 
en biopsias sin cáncer o en muestras de margen quirúrgico como biomarcador para el cribado para cáncer de 
colon, la sensibilidad y especificidad fue de 95,8% y 66,7%, respectivamente.

Ejemplo 6: detección de metástasis de carcinomas de colon y supervivencia del paciente mediante la 45
detección de desmetilación en islas de CpG de GFRa1 mediante la utilización de DHPLC

1. Sujetos: tejidos de cáncer de colon procedentes de 49 pacientes sin metástasis y tejidos de cáncer de 
colon metastásico procedentes de 48 pacientes de control. Se encuentran disponibles los datos clínico-
patológicos y de seguimiento para todos los sujetos anteriormente indicados.50

2. Igual que las etapas 2 a 6 en el Ejemplo 1.

3. Resultados: la proporción media de GFRa1 metilado en 49 cánceres de colon no metastásico era 
significativamente más alta que en 48 cánceres metastásicos (mediana, 45,6% vs. 25,0%, P=0,016). La 55
superficie bajo la curva ROC (AUC) era de 62,6% (P=0,033, figura 12). Al fijar el valor de corte en 27,6% 
(≤27,6% positivos para alta desmetilación de GFRa1 y >27,6% para baja desmetilación), la tasa de 
positivo para alta desmetilación de GFRa1 en 48 cánceres metastásicos (33/48) era significativamente 
más alta que en 49 cánceres no metastásicos (22/49) (68,8% vs. 44,9%, P=0,024, sensibilidad de 69% y 
especificidad de 55%). El análisis de Kaplan-Meier mostró que los pacientes de cáncer con alta 60
desmetilación de GFRa1 presentaban una supervivencia global significativamente más corta que los 
pacientes de baja desmetilación (tasa de supervivencia a 3 años, 41,8% vs. 66,7%; prueba de rangos 
logarítmicos, P=0,019; análisis multivariante, P=0,031, figura 13).

E12868748
29-06-2018ES 2 675 727 T3

 



12

Ejemplo 7: cribado para cáncer de colon mediante la detección de desmetilación de islas de CpG de 
GFRa1 en tejido de colon utilizando la PCR cuantitativa específica de metilación basada en sondas 
(MethyLight)

1. Sujetos: los mismos que en la etapa 1 en el Ejemplo 5.5

2. Gestión de las muestras de ADN: igual que las etapas 2 a 3 en el Ejemplo 1.

3. De acuerdo con la secuencia de la cadena de sentido (SEC ID nº 1) o la cadena antisentido (SEC ID nº 3) 
de GFRa1 modificado con bisulfito, diseño y síntesis de los cebadores de PCR directo e inverso (SEC ID 10
nº 9 y SEC ID nº 10) y la sonda fluorescente específica de secuencia (SEC ID nº 11) para la secuencia de 
la cadena antisentido, o diseño y síntesis de los cebadores de PCR directo e inverso (SEC ID nº 12, SEC 
ID nº 13) y sonda fluorescente específica de secuencia (SEC ID nº 14) para la secuencia de la cadena de 
sentido.

15
4. Amplificación por PCR cuantitativa basada en sondas fluorescentes: el molde modificado con bisulfito de 

158 pb en los alelos de GFRa1 tanto metilados como desmetilados se amplificó utilizando amplificación 
por PCR cuantitativa fluorescente.

5. Tal como se informa en la literatura (Widschwendter et al., Cancer Res. 64:3807-3813, 2004), el gen 20
COL2A libre de islas de CpG (aunque sin limitarse a este gen) como gen de referencia para normalizar la 
cantidad de molde de ADN modificado con bisulfito de entrada, se amplificó utilizando el juego de 
cebadores correspondiente (SEC ID nº 15 y SEC ID nº 16) y la sonda fluorescente (TaqMan, secuencia 
SEC ID nº 17, 6FAM-Col2asonda-BHQ1).

25
6. Cálculo de la proporción de moldes de GFRa1 metilados: basándose en los valores de Ct para GFRa1 y 

COL2A1, se calculó el número relativo de copia de GFRa1 metilado utilizando la fórmula [2-(Ct
GFRA1

-

Ct
COL2A

)].

7. Resultados: la proporción media de GFRa1 metilado en biopsias de colon normal (mediana, 46,8%) era 30
significativamente más elevada que en muestras de carcinoma de colon (12,6%, P<0,01) o en los tejidos 
de margen quirúrgico correspondientes (0,0005%, P<0,01). La superficie bajo la curva ROC (AUC) era de 
69,7% (P<0,05). Al fijar el valor de corte en 1,3% (≤1,3% positivo para desmetilación de GFRa1 y >1,3% 
negativo para desmetilación), la tasa de positivo para desmetilación en biopsias de colon procedentes de 
pacientes sin cáncer (8/20=40%) era significativamente más baja que en tejidos de margen quirúrgico 35
(16/20=80%) y que en tejidos de cáncer de colon (97/97=100%, P<0,001). La sensibilidad y especificidad 
para la detección de cáncer de colon utilizando la alta desmetilación fue de 80~100% y 60%, 
respectivamente.

Ejemplo 8: detección de metástasis de carcinomas de colon y supervivencia del paciente mediante 40
detección de desmetilación de islas de CpG de GFRa1 utilizando la PCR cuantitativa específica de 
metilación basada en sondas (MethyLight)

1. Sujetos: igual que la etapa 1 en el Ejemplo 6.
45

2. Gestión de muestras de ADN y cuantificación de GFRa1 metilado: igual que las etapas 2 a 6 en el 
Ejemplo 7.

3. Fijación del valor de corte. El número de copia relativo medio de GFRa1 metilado en 49 cánceres de colon 
metastásicos era significativamente más elevado que en 48 muestras de cáncer de colon metastásico 50
(mediana, 13,6% vs. 9,7%, P=0,047). La superficie bajo la curva ROC (AUC) era de 61,7% (P=0,047, 
figura 14). Al fijar el valor de corte en 22,3% (≤22,3% para alta desmetilación de GFRa1 y >22,3% para 
baja desmetilación), la tasa de positivo para alta desmetilación en 48 cánceres metastásicos (40/48) era 
significativamente más elevada que en 49 cánceres no metastásicos (31/49) (83,3% vs. 63,3%, P=0,038; 
sensibilidad de 83% y especificidad de 37%). El análisis de Kaplan-Meier mostró que los pacientes de 55
cáncer con alta desmetilación de GFRa1 presentaban una supervivencia global significativamente más 
corta que los pacientes de baja desmetilación (tasa de supervivencia a 3 años, 46,5% vs. 69,2%, 
P=0,056, figura 15).

Ejemplo 9: cribado para cánceres mediante detección de la desmetilación de las islas de CpG de GFRa1 60
en ADN libre de plasma utilizando la PCR cuantitativa específica de metilación basada en sondas 
(MethyLight)

1. Sujetos: igual que los Ejemplos 1 y 5; se prepararon 0,3 ml de plasma venoso anticoagulado a partir de 
dichos sujetos en ayuno.65
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2. Según el manual de instrucciones del kit de extracción de ADN de sangre (QIAGEN, Alemania), se extrajo 
una muestra libre de ADN a partir de 0,3 ml de muestra de plasma procedente de sujetos con cáncer y de 
sujetos de control sin cáncer.

3. Igual que la etapa 3 en el Ejemplo 1.5

4. Igual que las etapas 3 a 6 en el Ejemplo 7.

5. Resultado: la proporción media de GFRa1 metilado en la muestra de ADN libre de plasma procedente de 
sujetos de control sin cáncer era significativamente más elevada que en sujetos de cáncer de colon 10
(mediana, 66,5% vs. 10,2%, P<0,01). La superficie bajo la curva ROC (AUC) era de 79,5% (P<0,01). Al 
fijar el valor de corte en 2,3% (≤2,3% positivo para desmetilación de GFRa1 y >2,3% negativo para 
desmetilación), la tasa de positivos para desmetilación de GFRa1 en las muestras de plasma procedentes 
de sujetos sin cáncer (4/20=20%) era significativamente más baja que la de pacientes de cáncer de colon 
(97/97=100%). La sensibilidad y especificidad para el cribado del cáncer de colon utilizando la 15
desmetilación de GFRa1 en plasma como biomarcador eran de 100% y 80%, respectivamente.

Ejemplo 10: detección de metástasis de carcinomas hepatocelulares y supervivencia del paciente 
mediante la detección de la desmetilación de las islas de CpG de GFRa1 mediante la utilización de 
DHPLC20

1. Sujetos: muestras de carcinoma hepatocelular procedentes de 37 pacientes, incluyendo 17 cases con 
metástasis/recurrencia y 20 casos sin metástasis/recurrencia. Los datos clínico-patológicos y de 
seguimiento se encuentran disponibles para la totalidad de dichos sujetos.

25
2. Gestión del ADN y análisis de GFRa1 metilado: igual que las etapas 2 a 6 en el Ejemplo 1.

3. Resultados: la proporción media de GFRa1 metilado en 20 carcinomas hepatocelulares no metastásicos 
era significativamente más alta que en 17 casos de metástasis (mediana, 55,6% vs. 41,4%, P=0,065). La 
superficie bajo la curva ROC (AUC) era de 68,4% (P=0,060, figura 16). Al fijar el valor de corte en 49,3% 30
(≤49,3% alta desmetilación de GFRa1 y >49,3% para la baja desmetilación, la tasa de positivos para alta 
desmetilación de GFRa1 era más elevada en los cánceres metastásicos (12/17=70,5%) que en cánceres 
no metastásicos (11/20=55,0%) (P=0,067). La sensibilidad y especificidad de detección de la metástasis 
de cáncer de hígado utilizando la alta desmetilación de GFRa1 como biomarcador era de 70% y 45%, 
respectivamente. El análisis de Kaplan-Meier mostró que los pacientes con cáncer de hígado con elevada 35
desmetilación de GFRa1 presentaban una supervivencia global más corta que los pacientes con cánceres 
de hígado con baja desmetilación de GFRa1 (figura 17).

Listado de secuencias
40

<110> BEIJING INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH
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<170> PatentIn versión 3.550

<210> 1
<211> 2567
<212> ADN
<213> Síntesis artificial55
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<400> 3

<210> 45
<211> 2567
<212> ADN
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<400> 4

<210> 55
<211> 22
<212> ADN
<213> Síntesis artificial

<400> 510
ggtgttggaa attttttaaa gg 22

<210> 6
<211> 22
<212> ADN15
<213> Síntesis artificial

<400> 6
aaaacacttc ttccttccac at 22

20
<210> 7
<211> 27
<212> ADN
<213> Síntesis artificial

25
<400> 7
agtttttttt tttattggat ggagttg 27
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<210> 8
<211> 26
<212> ADN
<213> Síntesis artificial

5
<400> 8
cctaaactaa aaaacttctt aatccc 26

<210> 9
<211> 2010
<212> ADN
<213> Síntesis artificial

<400> 9
ggattagttt cgcgtcggta 2015

<210> 10
<211> 20
<212> ADN
<213> Síntesis artificial20

<400> 10
cgccccaatt ttaatacgaa 20

<210> 1125
<211> 20
<212> ADN
<213> Síntesis artificial

<400> 1130
gcgattttgt atttcgcgtt 20

<210> 12
<211> 20
<212> ADN35
<213> Síntesis artificial

<400> 12
ggggtgggga ttagttttgt 20

40
<210> 13
<211> 20
<212> ADN
<213> Síntesis artificial

45
<400> 13
acacccacac cccaatttta 20

<210> 14
<211> 2150
<212> ADN
<213> Síntesis artificial

<400> 14
tgaggtttgt tgtgggtttt t 2155

<210> 15
<211> 28
<212> ADN
<213> Síntesis artificial60

<400> 15
tctaacaatt ataaactcca accaccaa 28

<210> 1665
<211> 25
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<212> ADN
<213> Síntesis artificial

<400> 16
gggaagatgg gatagaaggg aatat 255

<210> 17
<211> 36
<212> ADN
<213> Síntesis artificial10

<400> 17
ccttcattct aacccaatac ctatcccacc tctaaa 36

15
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REIVINDICACIONES

1. Método de detección de la incidencia de cánceres en estómago, colon o hígado, in vitro, caracterizado por 
que dicho método comprende las etapas siguientes:

5
a) extraer el ADN tisular o ADN libre de plasma a partir de un determinado número de pacientes de cáncer y 

sin cáncer, respectivamente;

b) detectar y calcular la proporción de islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas; establecer un valor 
de corte para la detección de cánceres que utiliza la proporción de GFRa1 metilado o desmetilado;10

c) extraer las muestras de ADN tisular o ADN libre de plasma a partir de los sujetos de ensayo in vitro, 
detectar y calcular la proporción de islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas en las muestras de 
ADN;

15
d) comparar la proporción de GFRa1 metilado o desmetilado determinada en la etapa c) con el valor de corte 

establecido en la etapa b);

e) si la proporción de GFRa1 metilado determinada en la etapa c) es inferior o igual a dicho valor de corte 
establecido en la etapa b), se considera la incidencia de cáncer; de lo contrario, no se considera la 20
incidencia de cáncer; o, si la proporción de GFRa1 desmetilado determinada en la etapa c) es superior o 
igual a dicho valor de corte establecido en la etapa b), se considera la incidencia de cáncer; de lo 
contrario, no se considera la incidencia de cáncer.

2. Método de detección de la incidencia de cánceres in vitro según la reivindicación 1, en el que la proporción 25
de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado descrita en las etapas b) y c) se determina y se calcula de la manera 
siguiente: modificar químicamente la citosina no metilada; diseñar y sintetizar los juegos de cebadores y 
amplificar las islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas según sus secuencias modificadas, y determinar
y calcular la proporción de islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas con un análisis cuantitativo de la 
metilación.30

3. Método de detección de la incidencia de cánceres in vitro según la reivindicación 1 o 2, en el que el valor de 
corte de GFRa1 metilado o desmetilado establecido en la etapa b) se calcula utilizando una curva ROC para la 
detección de la incidencia de cánceres.

35
4. Método de detección de la incidencia de cánceres in vitro según la reivindicación 2, en el que las 
secuencias modificadas de las islas de CpG de GFRa1 descritas en las etapas b) y c) son como se representa
en SEC ID nº 1, SEC ID nº 2, SEC ID nº 3 o SEC ID nº 4.

5. Método de detección de la incidencia de cánceres in vitro según la reivindicación 2, en el que la proporción 40
de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado descrita en las etapas b) y c) se determina y calcula utilizando los 
ensayos siguientes: DHPLC, secuenciación por bisulfito o una PCR específica de metilación, cuantitativa, basada 
en sonda fluorescente (MethyLight).

6. Método de detección de la incidencia de cánceres in vitro según la reivindicación 5, en el que la proporción 45
de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado se determina y calcula mediante DHPLC o secuenciación por 
bisulfito que utiliza los juegos de cebadores siguientes: a) secuencias de nucleótidos del juego de cebadores 
representadas en SEC ID nº 5 y SEC ID nº 6, o b) secuencias de nucleótidos del juego de cebadores 
representadas en SEC ID nº 7 y SEC ID nº 8.

50
7. Método de detección de la incidencia de cánceres in vitro según la reivindicación 5, en el que se determina 
y calcula la proporción de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado mediante una PCR específica de metilación, 
cuantitativa, basada en sonda fluorescente (MethyLight) que utiliza los grupos de oligonucleótidos siguientes:

a) las secuencias de nucleótidos del juego de cebadores representadas en SEC ID nº 9 y SEC ID nº 10 y la 55
secuencia de nucleótidos de la sonda representada en SEC ID nº 11; o

b) las secuencias de nucleótidos del juego de cebadores representadas en SEC ID nº 12 y SEC ID nº 13 y la 
secuencia de nucleótidos de la sonda representada en SEC ID nº 14.

60
8. Método de detección de la metástasis de cánceres en estómago, colon o hígado y supervivencia 
postoperatoria de pacientes, caracterizado por que dicho método comprende las etapas siguientes:

a) extraer las muestras de ADN tisular in vitro a partir de un determinado número de pacientes con cáncer 
metastásico y pacientes con cáncer no metastásico;65
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b) detectar y calcular la proporción de islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas; establecer el valor 
de corte de alta y baja desmetilación para la detección de metástasis del cáncer que utiliza la proporción 
de GFRa1 metilado o desmetilado;

c) extraer las muestras de ADN tisular in vitro a partir de los sujetos de ensayo, detectar y calcular la 5
proporción de GFRa1 metilado o desmetilado en las muestras de ADN;

d) comparar la proporción de GFRa1 metilado o desmetilado determinada en la etapa c) con el valor de corte 
establecido en la etapa b);

10
e) si la proporción de GFRa1 metilado determinada en la etapa c) es inferior o igual al valor de corte 

establecido en la etapa b), se considera la metástasis de cáncer y una supervivencia postoperatoria corta,
de lo contrario, no se consideran la metástasis del cáncer y una supervivencia corta; o, si la proporción de 
GFRa1 desmetilado determinada en la etapa c) es superior o igual al valor de corte establecido en la 
etapa b), se considera la metástasis del cáncer y una supervivencia corta, de lo contrario, no se 15
consideran la metástasis del cáncer y una supervivencia corta.

9. Método de detección de la metástasis de cánceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
según la reivindicación 8, en el que la proporción de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado descrita en las 
etapas b) y c) se determina y calcula mediante los ensayos siguientes: modificación química de la citosina no 20
metilada; diseñar y sintetizar los juegos de cebadores para la amplificación por PCR de islas de CpG de GFRa1 
metiladas o desmetiladas según sus secuencias modificadas; determinar y calcular la proporción de islas de CpG 
de GFRa1 metiladas o desmetiladas con el análisis cuantitativo de la metilación.

10. Método de detección de la metástasis de cánceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro25
según la reivindicación 8 o 9, en el que el valor de corte de GFRa1 metilado o desmetilado establecido en la 
etapa b) se calcula utilizando la curva ROC.

11. Método de detección de la metástasis de cánceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
según la reivindicación 9, en el que las secuencias modificadas de las islas de CpG de GFRa1 descritas en las 30
etapas b) y c) son como se representa en SEC ID nº 1, SEC ID nº 2, SEC ID nº 3 o SEC ID nº 4.

12. Método de detección de la metástasis de cánceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
según la reivindicación 9, en el que la proporción de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado descrita en las 
etapas b) y c) se determina y calcula utilizando los ensayos siguientes: DHPLC, secuenciación por bisulfito o una 35
PCR específica de metilación, cuantitativa, basada en sonda fluorescente (MethyLight).

13. Método de detección de la metástasis de cánceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
según la reivindicación 12, en el que la proporción de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado se determina y 
calcula mediante DHPLC o secuenciación por bisulfito que utiliza los juegos de cebadores siguientes:40

a) las secuencias de nucleótidos del juego de cebadores representadas en SEC ID nº 5 y SEC ID nº 6; o
b) las secuencias de nucleótidos del juego de cebadores representadas en SEC ID nº 7 y SEC ID nº 8.

14. Método de detección de la metástasis de cánceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro45
según la reivindicación 12, en el que la proporción de alelos de GFRa1 metilado se determina y calcula mediante 
una PCR específica de metilación, cuantitativa, basada en sonda fluorescente (MethyLight) que utiliza los grupos 
de oligonucleótidos siguientes:

a) las secuencias de nucleótidos del juego de cebadores representadas en SEC ID nº 9 y SEC ID nº 10 y la 50
secuencia de nucleótidos de la sonda representada en SEC ID nº 11; o

b) las secuencias de nucleótidos del juego de cebadores representadas en SEC ID nº 12 y SEC ID nº 13 y la 
secuencia de nucleótidos de la sonda representada en SEC ID nº 14.

55
15. Secuencia de nucleótidos artificial presentada como SEC ID nº 1, SEC ID nº 2, SEC ID nº 3 o SEC ID nº 4.

16. Secuencias de los juegos de cebadores presentadas como SEC ID nº 5 y SEC ID nº 6.

17. Secuencias de los juegos de cebadores presentadas como SEC ID nº 7 y SEC ID nº 8.60

18. Secuencias de grupo de oligonucleótidos y sonda presentadas como SEC ID nº 9 y SEC ID nº 10 para los 
cebadores y SEC ID nº 11 para la sonda.

19. Secuencias de grupo de oligonucleótidos y sonda presentadas como SEC ID nº 12 y SEC ID nº 13 para los 65
cebadores y SEC ID nº 14 para la sonda.
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20. Método de detección de la reactivación anormal del gen de GFRa1 en los cánceres de estómago, colon o 
hígado, caracterizado por que se determina la desmetilación completa de los sitios CpG alrededor del sitio de 
inicio de transcripción y representa la reactivación de GFRa1.

5
21. Método de detección de la incidencia, la metástasis de cánceres y la supervivencia postoperatoria de
pacientes mediante la detección de la reactivación anormal del gen GFRa1 según la reivindicación 20.

10

15

20
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