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DESCRIPCION

Método para la estimacion in vitro de tumorigénesis, metastasis o esperanza de vida y nucleétido artificial
utilizado.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a métodos de prediccion de la capacidad de invasion de un tumor maligno, de
metastasis in vitro y la duracién del tiempo de supervivencia del paciente, y se refiere ademas a los fragmentos
de nucleostidos utilizados en los métodos.

Antecedentes de la técnica

La invasion y la metastasis son los motivos predominantes del mal prondéstico de los canceres. La destruccion de
organos vecinos y distantes mediante la invasion y metastasis del cancer conducen a la pérdida de la
oportunidad de reseccion quirdrgica y a la recurrencia después de los tratamientos curativos. Los biomarcadores
sensibles para la deteccion del potencial de invasion y metastasis mejorarian en gran medida la gestion clinica
personalizada de los pacientes de cancer. Por lo tanto, existe una gran demanda de prediccion del potencial de
invasion y metastasis de los canceres.

Es un hecho ampliamente reconocido que resulta practicamente imposible identificar el potencial de metastasis
de los canceres basandose Unicamente en la histopatologia. Por lo tanto, se espera que deba llevarse a cabo el
subtipado molecular mediante métodos de biologia molecular. Durante las ultimas décadas se han realizado
grandes avances en la modificacion de la expresion de las proteinas y el ARN. Aunque existen muchos estudios
sobre la biologia del cancer, todavia no se dispone de un método efectivo para reconocer con precision la
capacidad metastasica de las células cancerosas.

Con el rapido desarrollo de la biologia molecular, se ha obtenido una comprension integral de los mecanismos de
la carcinogénesis. Ademas de la inactivacion o activacion genética de los genes de tipo tumoral (incluyendo p53,
APC y Ras, etc.), la inactivacion epigenética de los genes supresores tumorales (incluyendo p15, p16 y hMLH1,
etc.) mediante hipermetilacion y la reactivacion de los protooncogenes mediante hipometilacion de islas de CpG
son otros tipos de sucesos frecuentes en los canceres. Es bien conocido que la deteccion de las alteraciones de
los niveles de proteinas y de los niveles de ARNm de los genes en unas cuantas células anormales en muestras
de tejido resulta muy dificil utilizando los ensayos de expresion génica debido a que su visibilidad se reduce
mucho por la coexistencia de poblaciones celulares principales en las que no ha cambiado la expresion génica.
En contraste, las islas de CpG metiladas y desmetiladas pueden analizarse con ensayos especificos de
metilacion y de desmetilacion, respectivamente. Lo anterior hace que la deteccion del estado de metilacion de las
islas de CpG sea tan sensible que puedan visualizarse claramente las alteraciones de la metilaciéon que se han
producido en unas cuantas células en un tejido de ensayo. Ello hace que la metilacion del ADN constituya un
biomarcador 6ptimo para la estratificacion molecular de los canceres.

El receptor GFRa1 se combina con el factor neurotréfico derivado de la linea celular glial (GDNF), formando la
fosfotirosina cinasa [Cell 85(7):1113-1124, 1996] del oncogén RET, que es capaz de activar rutas de sefalizacion
tales como SRC, MAPK, AKT y Rho, etc. Se encuentra estrechamente relacionado con la proliferacion,
diferenciacion y migracion de las células [Nature Reviews Neuroscience 3(5):383-394, 2002]. Se ha encontrado
que la expresion de GFRa1 se encuentra elevada en los tejidos de algunos canceres (tales como el cancer
pancreatico, el cancer de mama, el carcinoma de las células olfativas y el tumor de las células gliales). La
expresion elevada de dicho gen estimula la aparicion, desarrollo y metastasis de dichos canceres [Cancer
Research 65(24):11536-11541, 2005; Cancer Research 67(24):11733-11741, 2007]. También se ha informado
de que la desactivacion mediante metilacion de GDNF, el ligando de GFRa1, se relaciona con la incidencia de
cancer gastrico [Gastroenterology 136:2149-2158, 2009]. Se ha encontrado que el cancer de prostata esta
asociado a la metilacion de las islas de CpG en los promotores de mas de 30 genes. Un nivel elevado de
metilacion de las islas de CpG en dichos genes es indicativo de la presencia de un cancer (documento n° WO
2007/102891).

Sin embargo, no existe ningun informe sobre un método de utilizacion de la metilacion y la desmetilacion de las
islas de CpG de GFRa1 para la estimacion de la incidencia, metastasis y supervivencia de tumores en el
estdomago, el colon o el higado.

Descripcion detallada de la invencién

Por una parte, la presente invencion proporciona un ensayo de deteccion in vitro de la incidencia, metastasis y
tiempo de supervivencia del tumor en estémago, colon o higado, y el nucledtido artificial utilizado en el método.
Ayudara en el descubrimiento precoz y el diagndstico definitivo del tumor, en la estimacion exacta de la
capacidad de metastasis del tumor y del tiempo de supervivencia postoperatorio del paciente con el fin de
proporcionar ayuda al diagndstico y tratamiento del tumor.
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Con el fin de obtener lo expuesto anteriormente, la invencién proporciona la propuesta técnica siguiente.

En la invencion se da a conocer un ensayo de deteccion in vitro de la incidencia de tumor en estdbmago, colon o
higado, que incluye las etapas siguientes:

a) extraccion de muestras de ADN gendmico o de ADN libre de plasma a partir de pacientes de cancer y
pacientes sin cancer, respectivamente,

b) deteccion y calculo de la proporcion de metilacion o desmetilacion de islas de CpG ene GFRa1,
determinando un valor de corte de la metilacién o desmetilacion de un tumor,

c) extraccion del ADN gendémico o del ADN libre de plasma a partir del ensayo de pacientes in vitro y
deteccion y calculo de la proporcion de metilacion o desmetilacion de las islas de CpG de GFRa1 en las
muestras de ADN,

d) comparacion de la proporcion de metilacién o desmetilacion determinada en la etapa c) con el valor de
corte de metilacion o desmetilacion determinada en la etapa b),

e) en el caso de que la proporcion de metilacion o desmetilacion determinada en la etapa c) sea inferior o
igual al valor de corte determinado en la etapa b), debe considerarse la incidencia de un tumor, o

en el caso de que la proporcion de metilacion o desmetilacion 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.

Ademas, los métodos de deteccion y calculo de la proporcion de metilacion o desmetilacion de las islas de CpG
de GFRa1 en las etapa b) y c) son los siguientes: la modificaciéon quimica de la citosina no metilada; la seleccion
y sintesis de cebadores de PCR que se correspondan con las islas de CpG metiladas o desmetiladas de las
secuencias de GFRa1 modificadas; la amplificacion de las islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas
utilizando dichos cebadores; la deteccion y calculo de la proporcion de metilacion o desmetilacion de las islas de
CpG de GFRa1 utilizando ensayos cuantitativos de metilacion. También pueden utilizarse otros métodos de la
técnica para analizar el nivel de metilacién de GFRa1, tales como la secuenciacién basada en el enriquecimiento
en ADN metilado y la combinacién con otras tecnologias.

Ademas, el valor de corte de la proporcién de metilacién o desmetilacion de las islas de CpG de GFRa1l se
determina mediante el método de la curva ROC en la etapa b).

La invencion se refiere ademas a secuencias de ADN modificado de las islas de CpG de GFRa1 mencionadas en
las etapas b) y c), que se muestran en SEC IDn°1, SECIDn°2, SECIDn° 3y SEC ID n° 4.

Ademas, la proporcion de metilacion o desmetilacion de GFRa1 en las etapas b) y c¢) se cuantifica mediante
DHPLC, secuenciacion por bisulfito o PCR cuantitativa especifica de metilacion basada en sondas (MethyLight).

Preferentemente, los juegos de cebadores en el analisis de metilacién cuantitativo mediante DHPLC o
secuenciacion por bisulfito son:

a) el juego de cebadores las secuencias de bases del cual se muestran en SEC IDn°5y SEC ID n° 6, o
b) el juego de cebadores las secuencias de bases del cual se muestran en SEC ID n°7 y SEC ID n° 8.

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

a) el grupo de oligonucledtidos constituido por el juego de cebadores las secuencias de bases de los cuales
se muestran en SEC ID n° 9 y SEC ID n° 10 y la sonda cuya secuencia de bases se muestra en SEC ID
n®11,0

b) el grupo de oligonucledtidos constituido por el juego de cebadores las secuencias de bases de los cuales
se muestran en SEC ID n°® 12 y SEC ID n° 13 y la sonda cuya secuencia de bases se muestra en SEC ID
n° 14.

Los tumores mencionados en la presente invencion se seleccionan de entre cancer de colon, cancer gastrico o
cancer de higado.

La presente invencion proporciona ademas un método de ensayo de deteccion in vitro del riesgo de metastasis
de cancer en el estbmago, colon o higado, y un método de tiempo de supervivencia postoperatoria que incluye
las etapas siguientes:
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a) extracciéon del ADN a partir de los tejidos tumorales de los pacientes con cancer metastasico y de los
tejidos tumorales de pacientes con cancer no metastasico,

b) deteccion y calculo de la proporcion de metilacion (o desmetilacion) de las islas de CpG de GFRa1 y
determinacion del valor de corte para la prediccion de la metastasis del cancer,

c) extraccion del ADN tumoral del paciente de cancer de ensayo, deteccion y calculo de la proporciéon de
metilacion (o desmetilacion) de las islas de CpG de GFRa1 en el tejido tumoral,

d) comparacion entre la proporcion de metilacion (o desmetilacion) de GFRa1 determinada en la etapa c) y el
valor de corte de metilacion (o desmetilacion) determinado en la etapa b).

e) en el caso de que la proporcion de metilacion (o desmetilacion) determinada en la etapa c) sea inferior (o
superior) o igual al valor de corte determinado en la etapa b), se considerara que el paciente presenta un
riesgo elevado de metastasis tumoral y una corta supervivencia postoperatoria, o

en el caso de que la proporcion de metilacion (o desmetilacion) determinada en la etapa c) sea superior (0
inferior) al valor de corte determinado en la etapa b), se considerara que el paciente presenta un riesgo
bajo de metastasis tumoral y una supervivencia postoperatoria larga. En caso contrario, se considerara
que le paciente presenta un riesgo elevado de metastasis tumoral y una supervivencia postoperatoria
corta.

Ademas, el método de deteccion y calculo de la proporcion de metilacion (o desmetilacion) determinada en las
etapas b) y c) es el siguiente: modificacion quimica de la citosina no metilada; seleccion y sintesis de cebadores
de PCR que se correspondan con las islas de CpG metiladas (o desmetiladas) en las secuencias de GFRa1
modificadas; amplificacion de las islas de CpG de GFRa1 metiladas (o desmetiladas) utilizando dichos
cebadores; deteccion y calculo de la proporcion de metilacion (o desmetilacion) de las islas de CpG de GFRa1
utilizando los ensayos cuantitativos de metilaciéon. También pueden utilizarse otros métodos para analizar el nivel
de metilacion de GFRa1, tales como la secuenciacion basada en el enriquecimiento en ADN metilado y la
combinacién con ofras tecnologias.

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

Ademas, la secuencia oligonucledtida de las islas de CpG en la secuencia modificada de GFRa1 en las etapas b)
y c) es la mostrada en SEC IDn°1, SEC ID n° 2, SEC ID n° 3 0 SEC ID n° 4.

Ademas, se llevo a cabo el analisis cuantitativo del contenido de metilacion de GFRa1 en las etapas b) y c)
mediante DHPLC, secuenciacion por bisulfito y MethyLight (PCR cuantitativa especifica de metilaciéon basada en
sondas).

Ademas, en el analisis cuantitativo de metilacion en el ensayo DHPLC y en la secuenciacion por bisulfito, el
juego de cebadores mencionado en la presente invencion es:

a) el juego de cebadores constituido de oligonucledtidos las secuencias de bases de los cuales son las
mostradas en las SEC IDn°5yn°6, o

b) el juego de cebadores que esta constituido de oligonucleodtidos las secuencias de bases de los cuales son
las mostradas en SEC ID n® 7 y n° 8.

Ademas, en el método de andlisis cuantitativo de metilacion en el ensayo MethyLight, el grupo oligonucleétido
mencionado en la presente invencion es:

a) el grupo oligonucledtido que esta constituido del juego de cebadores las secuencias de bases de los
cuales son las mostradas en SEC ID n° 9 y n° 10, y la sonda cuya secuencia de bases es la mostrada en
SECIDn°11, 0

b) el grupo oligonucleotido que esta constituido del juego de cebadores las secuencias de bases de los
cuales son las mostradas en SEC ID n° 12 y SEC ID n° 13, y la sonda cuya secuencia de bases se
muestra en SEC ID n° 14.

El tumor mencionado en la presente invencion se refiere al cancer de estdmago, colon o higado.

La presente invencion proporciona ademas un tipo de molécula de ADN cuya secuencia de bases es la mostrada
enSECIDNn°1,SECIDNn®°2,SECIDn°3 0 SEC ID n°4.
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La presente invencion proporciona ademas un tipo de juego de cebadores, la secuencia de bases del cual es la
mostrada en SEC IDn°5y SEC ID n° 6.

La presente invencion proporciona ademas otro tipo de juego de cebadores, la secuencia de bases del cual es la
mostrada en SEC IDn° 7y SEC ID n° 8.

La presente invencion proporciona ademas un tipo de grupo de oligonucledtidos, que incluye un juego de
cebadores las secuencias de bases de los cuales son las mostradas en SEC ID n° 9 y SEC ID n° 10, y la sonda
con la secuencia de bases mostrada en SEC ID n° 11.

La presente invencion proporciona ademas un tipo de grupo de oligonucleétidos, que incluye un juego de
cebadores las secuencias de bases de los cuales son las mostradas en SEC ID n° 12y SEC ID n° 13, y la sonda
con la secuencia de bases mostrada en SEC ID n° 14.

La presente invencion proporciona ademas un método para detectar la reactivacion anormal de la expresion de
GFRa1 en el cancer de colon, estdmago o higado. La caracteristica del método es: el analisis de la desmetilacion
total de los sitios CpG en torno al sitio de inicio de transcripcion del gen de GFRa1. La primera mencién en todo
el mundo de este método es de los inventores de la invencion. Ademas, la invencién proporciona un juego de
ensayos para detectar la reactivacion anormal de GFRa1 para la determinacion de la incidencia y metastasis de
cancer de colon, estomago o higado y de la supervivencia postoperatoria del paciente.

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

Hipétesis

La incidencia y progresion del tumor es un proceso multifactor, y de multiples vias y estadios. Las firmas
epigenéticas y caracteristicas biologicas de las células de cancer pueden ser dependientes de la via, que
conducira a un pronéstico diferente. Por ejemplo, el prondstico del cancer colorrectal con alta inestabilidad de
microsatélites (MSI-H, relacionada con la inactivacion de genes de reparacion de apareamientos incorrectos,
tales como MLH1) es mejor que el que presenta una baja inestabilidad de MSI; el pronédstico de los gliomas con
inactivacion mediante metilacion del gen MGMT de reparacion del ADN es mejor que aquellos sin metilacion de
MGMT. Existe una isla de CpG en torno al sitio de inicio de transcripcion del gen GFRa1. GFRa1 resulta
inactivado mediante metilacion en la mayoria de tejidos adultos normales. Sin embargo, su expresion
evidentemente se encuentra regulada positivamente en muchos canceres. GFRa1 estimula la incidencia y
progresion de los canceres. En el contexto de la presente invencion se ha descubierto en primer lugar que
GFRa1 se encuentra desmetilado en los tejidos de cancer y la desmetilacion consecuentemente conduce a la
regulacion positiva de GFRa1 en los canceres. De acuerdo con lo anterior, los inventores han planteado la
hipotesis de que la deteccion de contenido de GFRa1 metilado (o desmetilado) podria utilizarse para determinar
la incidencia de cancer, para predecir la metastasis de canceres y la supervivencia del paciente. Esta hipotesis
ha sido validada en muchos canceres, tal como se indica a continuacion.

Validacion

1. Clave: los datos de metiloma del ADN en todo el genoma de los presentes inventores muestran que la
proporcion de sefal de metilacion [cancer gastrico (CG) vs. margen quirargico (MQ)] del promotor de
GFRa1 detectado con sondas de micromatriz es significativamente inferior en el CG metastasico que en
el CG no metastasico (figura 1). Lo anterior sugiere que la reactivacion de GFRa1 mediante desmetilacion
del ADN podria ser un potencial biomarcador potencial. Por lo tanto, se llevaron a cabo los experimentos
siguientes para confirmar dicha hipotesis en detalle.

2. Establecimiento de métodos para detectar cuantitativamente la metilacion y desmetilacion de GFRa1: se
convirtieron los residuos de citosina no metilados en muestras de ADN gendmico a residuos uracilo con
bisulfito sddico. Se utilizé 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 utilizé la cromatografia
liguida 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
secuenciacion clonal por bisulfito, un ensayo semicuantitativo, son consistentes con el analisis de DHPLC
(figura 3). Estos resultados indican que el ensayo de DHPLC podria utilizarse para el analisis cuantitativo
de la proporciéon de alelos de GFRa1 metilados a no metilados. Con el fin de detectar la metilacién de
GFRa1 en muestras de ADN de tejidos incluidos en parafina, en los que las moléculas grandes de ADN
se fragmentan en moléculas pequefias de ADN, se prepara un ensayo cuantitativo de PCR especifico de
metilacion basado en sondas (MethyLight) para determinar el nivel de metilacién en un fragmento de 158
pb dentro de la isla nuclear de CpG del gen. Tras normalizar respecto al ADN de entrada utilizando la
region libre de CpG en el gen de referencia COL2A1 (Widschwendter et al., Cancer Res. 64:3807-3813,
2004), los resultados del analisis de MethyLight son altamente consistentes con el analisis de DHPLC
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(r=0,5; p=0,000; figura 4). Pudo observarse una asociacion similar entre la metilacion de GFRa1 y las
caracteristicas del cancer tanto en la DHPLC como en el analisis de MethyL.ight.

Reactivacion de la expresion de GFRa1 mediante desmetilacién de las islas de CpG: en lineas celulares y
muestras de tejido con diferentes estados de metilacion de GFRa1, se analizé el nivel de ARNm del gen
GFRa1 con una RT-PCR cuantitativa basada en sondas fluorescentes. Los resultados demuestran que se
detecta ARNm de GFRa1 en 4 lineas celulares positivas para desmetilacion de GFRa1 pero no en 15
lineas celulares negativas para desmetilacion (P<0,001, figura 5A). De manera similar, se observo que los
niveles de ARNm de GFRa1 se encontraban inversamente correlacionados con los niveles de metilacion
de GFRa1 en muestras de tejido gastrico (P=0,041, figura 5B). También se observé el mismo fenémeno
en los tejidos de colon. En resumen, dichos resultados indican que la desmetilacion del ADN de promotor
podria reactivar la expresién de GFRa1.

Desmetilacién de GFRa1 en tejidos gastricos es un biomarcador potencial de cribado de cancer gastrico:
los niveles de desmetilacion en biopsias normales/gastricos procedentes de 48 pacientes de control no de
cancer (10 normales y 38 con gastritis cronica), 98 canceres gastricos y las muestras de tejido "normal”
del margen quirdrgico correspondientes se analizaron mediante la utilizacion de DHPLC. Los resultados
muestran que la proporcion de GFRa1 metilado:desmetilado en biopsias normales/de gastritis (mediana:
60,4%) es significativamente mas 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 cancer gastrico y que la
desmetilacion se produce tanto en los tejidos de cancer gastrico como en tejidos no cancerosos contiguos
a modo de efecto de campo. Por lo tanto, resulta muy util para el cribado del cancer gastrico en un estadio
precoz utilizando biopsias gastricas, en las que las células de cancer podrian no incluirse en la muestra
en algunos casos.

Con el fin de investigar la viabilidad del cribado de los carcinomas gastricos utilizando GFRa1 como
biomarcador, se calculé el valor de corte de la proporcion de metilacién:desmetilacion de GFRa1
utilizando la curva caracteristica de receptor-operador (ROC). La superficie bajo ROC era de 67,3%
(P<0,001, figura 6B) segun los resultados anteriores de metilacion de GFRa1 de pacientes de cancer
gastrico y sin cancer. Al fijar el valor de corte en 22,8% (£22,85% los positivos para desmetilacion y
>22,8% los negativos para desmetilacion), la tasa de positivos para desmetilacion en muestras
normales/de gastritis (15/48=31,2%) era mucho mas baja que en el margen quirurgico (77/98=78,5%) y
que en tejidos de cancer gastrico (60/98=61,2%) (P<0,001). La sensibilidad y especificidad de GFRa1
positivo para desmetilacion en el tejido del margen quirdrgico para el cribado del cancer gastrico eran de
79% y 69%, respectivamente.

La desmetilaciéon de GFRa1 es un potencial biomarcador para la prediccion de metastasis de los
carcinomas gastricos y la supervivencia global del paciente: en el andlisis de la relacion entre la
desmetilacion de GFRa1 y la metastasis del cancer gastrico o la supervivencia global del paciente, se
encontré que la proporcion de GFRa1 metilado en 49 carcinomas gastricos no metastasicos era
significativamente mas elevada que en 49 carcinomas metastasicos (mediana, 60,6% vs. 22,8%,
P=0,044). Por lo tanto, se utiliz6 el estado de metastasis del carcinoma gastrico como estandar de oro
para calcular la curva ROC a fin de evaluar la eficiencia para utilizar la metilacion de GFRa1 como
clasificador para la prediccion de la metastasis de cancer. Se encontré 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 proporcién de GFRa1 metilado
en 16,4% (<16,4% para elevada desmetilacion de GFRa1 y >16,4% para baja desmetilacion), la tasa de
alta desmetilacion en carcinomas gastricos metastasicos de 17% (35/49) era significativamente superior a
la observada en carcinomas gastricos no metastasicos, de 49% (24/49, P=0,038) (sensibilidad de 71% y
especificidad de 51%). El analisis de Kaplan-Meier mostraba que la supervivencia global del paciente con
alta desmetilacion de GFRa1l era mas corta que en pacientes con baja desmetilacion (tasa de
supervivencia a 5 afios de 32,8% frente a 62,2%; prueba de rangos logaritmicos, P=0,001; analisis
multivariante, P=0,002, figura 8).

Los resultados anteriores se validaron adicionalmente en 120 pacientes independientes con carcinoma
gastrico sin metastasis distante. Nuevamente se encontré que la proporcion de GFRa1 metilado en 47
tejidos de cancer no metastasico era significativamente mas alta que en 73 casos de metastasis a ganglio
linfatico (mediana, 49,0% vs. 30,6%, P<0,001). Utilizando el mismo valor de corte (16,4%), la tasa de alta
desmetilacién de GFRa1 en los casos metastasicos (46/73) era significativamente mas alta que en casos
no metastasicos (19/47) (63,1% vs. 40,4%, P=0,024; sensibilidad de 63% y especificidad de 60%). El
analisis de Kaplan-Meier también mostré que los pacientes con alta desmetilacién presentaban una
supervivencia global significativamente mas corta que los pacientes con baja desmetilacion (tasa de
supervivencia a 5 afios: 47,7% vs. 71,7%; prueba de rangos logaritmicos, P=0,015; analisis multivariante,
P=0,025; figura 9). Los resultados de los estudios de descubrimiento y validacion muestran que los
niveles de desmetilacion de las islas de CpG de GFRa1 en los carcinomas gastricos se encuentran
estrechamente relacionados con la metastasis de cancer y la supervivencia global de los pacientes. Estos
resultados indican que la desmetilacion de GFRa1 podria ser un biomarcador Util para la prediccién de la
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metastasis del cancer.

6. La desmetilacién de GFRa1l es un biomarcador para predecir la incidencia y metastasis del cancer de
colon y la supervivencia del paciente. Con el fin de estudiar la relacion entre la desmetilacion de GFRa1 y
el prondstico de otros canceres, se analizaron mediante ensayo de DHPLC los niveles de desmetilacion
de GFRa1 en muestras de biopsia de mucosa del colon procedentes de 21 pacientes sin cancer, 97
canceres de colon y los tejidos del margen quirurgico correspondientes. Los resultados demuestran que la
proporcion de GFRa1 metilado en las biopsias de colon (mediana: 64,1%) es significativamente mas alta
que en carcinomas de colon (31,6%, P=0,001) y en los tejidos de margen quirdrgico (26,6%, P<0,001,
figura 10). La superficie bajo la curva ROC era de 74,1% segun los resultados del andlisis de metilacion
utilizando tejidos de cancer y biopsias de control procedentes de pacientes sin cancer (P<0,001, figura
11). Al fijar el valor de corte en 34,5% (<34,5% para los positivos para desmetilacién y >34,5% para los
negativos para desmetilacion), la tasa de positivos para desmetilacion de GFRa1 en 7/21 biopsias de
control procedentes de pacientes sin cancer (33,3%) era significativamente mas baja que en 93/97
muestras de margen quirargico (95,8%, P<0,001) y que en 60/97 muestras de cancer (61,9%, P<0,001).
Al utilizar la tasa de positivo para desmetilacion de GFRa1 en biopsias sin cancer o en muestras de
margen quirtrgico como biomarcador para el cribado del cancer de colon, se obtuvo una sensibilidad y
una especificidad de 95,8% y 66,7%, respectivamente.

Ademas, también se analizo la relacion entre la desmetilacion de GFRa1 y la metastasis del cancer de
colon en dichos 97 pacientes de cancer de colon (49 canceres no metastasicos y 48 metastasicos). La
proporcion de GFRa1 metilado en los 49 casos metastasicos era significativamente mas alta que en los48
casos de metastasis (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 desmetilacion de GFRa1
y >27,6% para baja desmetilacion), la tasa positiva para alta desmetilacion de GFRa1 en los 48 canceres
metastasicos (33/48=68,8%) era significativamente mas alta que en los 49 canceres no metastasicos
(22/49=44,9%, P=0,024; sensibilidad de 69% y especificidad de 55%). El analisis de Kaplan-Meier
demostré que los pacientes de cancer con alta desmetilaciéon de GFRa1 presentaban una supervivencia
global significativamente mas corta que los pacientes con baja desmetilacion (tasa de supervivencia a los
3 afos, 41,8% vs. 66,7%; prueba de rangos logaritmicos, P=0,019; analisis multivariante, P=0,031, figura
13).

Se observaron resultados similares al utilizar una PCR cuantitativa de fluorescencia especifica de
metilacion para detectar el nivel de desmetilacion 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
desmetilacién de GFRa1 y >22,3% para baja desmetilacion), la tasa positiva para alta desmetilacion de
GFRa1 en los 48 canceres metastasicos (40/48) era significativamente mas alta que en los 48 canceres
no metastasicos (31/49) (83,3% vs. 63,3%, P=0,038; sensibilidad de 83% y especificidad de 37%). El
analisis de Kaplan-Meier demostré que los pacientes de cancer de alta desmetilacion de GFRa1
presentaban una supervivencia global significativamente mas corta que los pacientes de baja
desmetilacion (tasa de supervivencia a 3 afos, 46,5% vs. 69,2%, figura 15).

7. La desmetilacion de GFRa1 es un biomarcador para predecir la incidencia y metastasis de otros canceres
y la supervivencia del paciente. También se analizo la relacion entre la desmetilaciéon de GFRa1 y el
prondstico de los carcinomas hepatocelulares (CHC). Los resultados demuestran que la proporcion de
alelos de GFRa1 metilados en 20 CHC no metastasicos era mas alta que en los 17 CHC metastasicos
(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 desmetilacion de GFRa1 y >49,3% para baja
desmetilacion), la tasa de positivo para alta desmetilacion de GFRa1 en 17 CHC metastasicos (12/17) era
significativamente mas alta que en 20 CHC no metastasicos (11/20) (70,5% vs. 55%, P=0,024;
sensibilidad de 70% y especificidad de 45%). El anadlisis de Kaplan-Meier también demostré que los
pacientes con alta desmetilacion de GFRa1 presentaban una supervivencia global mas corta que los
pacientes con baja desmetilacién de GFRa1 (figura 17).

Ademas, se encontré que las islas de CpG de GFRa1 se encontraban completamente desmetiladas en las
células de cancer pulmonar A549 y en las células de cancer de prostata PC-3. Los resultados indicados
anteriormente indican que la desmetilacion de GFRa1 esta asociada a la incidencia de multiples canceres.

En resumen, los presentes datos demuestran que la desmetilacion de las islas de CpG de GFRa1 es un
biomarcador potencial para el cribado de diversos canceres y puede utilizarse el nivel elevado de desmetilacion
de GFRa1 para predecir la metastasis de multiples canceres y el tiempo de supervivencia global del paciente.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 se refiere a la comparacion de la intensidad de la sefial de metilacion del ADN en diferentes
sectores de islas de CpG en GFRRa1 en la base de datos del metiloma de ADN de carcinomas gastricos y de
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tejidos de margen quirdrgico. La figura 1A son las localizaciones del amplicon de 522 pb (las lineas gruesas
negras) y de las sondas de micromatriz para la deteccion de la metilacién (los cuadrados negros) de las islas
de CpG en GFRa1. La figura 1B es la comparacion entre la intensidad de la sefial de metilacién del ADN en
diferentes sectores de islas de CpG de GFRa1 en la base de datos del metiloma de ADN. Se observé una
metilacion diferencial en la regién de promotor en carcinoma gastrico metastasico (M+) y cancer gastrico no
metastasico (M-).

La figura 2 son cromatogramas del amplicon de 522 pb de islas de CpG de GFRa1 metiladas y desmetiladas
en el analisis por bisulfito-DHPLC. La figura 2A se refiere al resultado de GFRa1 desmetilado de lineas
celulares humanas; la figura 2B es para el tejido gastrico; se utilizé el ADN gendmico de los glébulos blancos
periféricos a modo de control negativo; se utilizo6 ADN sanguineo metilado con M.sssl, a modo de control
positivo.

La figura 3 es el resultado de la secuenciacion por bisulfito de clones de PCR de 522 pb de islas de CpG de
GFRa1 de lineas celulares humanas. Los puntos remarcados en negro representan los sitios de CpG
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 analisis de correlacion entre los niveles de metilacion de GFRa1 detectados mediante HPLC
y el andlisis de PCR cuantitativa especifica de metilacion basada en sondas de fluorescencia (MethyLight).

La figura 5 muestra la relacion entre la desmetilacion de GFRa1 y el nivel de transcripcion. La figura 5A es un
analisis de correlacion que utiliza 19 lineas celulares humanas; la figura 5B es un analisis de correlacion en
carcinomas gastricos y tejidos de margen quirurgico.

La figura 6 muestra una comparacion entre el nivel de metilacion de GFRa1 en biopsias normales o de
gastritis procedentes de pacientes sin cancer y de carcinomas gastricos y muestras de margen quirurgico. La
figura 6A muestra los porcentajes de GFRa1 metilado en tejidos gastricos en diferentes estados patoldgicos;
la figura 6B muestra el valor de corte de la curva ROC de deteccion de carcinoma gastrico utilizando el
contenido de metilacién de GFRa1 en los tejidos gastricos de pacientes de cancer y sin cancer.

La figura 7 es la curva ROC de deteccion de la metastasis del cancer gastrico mediante la utilizacion del
contenido de desmetilacién de GFRa1 como clasificador.

La figura 8 muestra la curva de Kaplan-Meier de tiempo de supervivencia global postoperatoria de 98
pacientes de cancer gastrico de alta desmetilacion o baja desmetilacion de GFRa1 en la cohorte de
descubrimiento.

La figura 9 muestra la curva de Kaplan-Meier de supervivencia global postoperatoria de 120 pacientes de
cancer gastrico de alta o baja desmetilacion de GFRa1 en la cohorte de validacion.

La figura 10 es la comparacion entre el nivel de metilacion de GFRa1 en biopsias de colon procedentes de
pacientes sin cancer, y muestras de colon de cancer y de margen quirdrgico.

La figura 11 es el valor de corte de la curva ROC de deteccion de carcinoma de colon utilizando el contenido
de metilacion de GFRa1 en biopsias de colon procedentes de pacientes sin cancer y muestras de tejido de
margen quirdrgico procedentes de pacientes con cancer de colon.

La figura 12 es la curva ROC de deteccion de metastasis y no metastasis de canceres de colon utilizando el
grado de desmetilacion de GFRa1.

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

La figura 14 es la curva ROC de deteccion de metastasis y ausencia de metastasis de cancer de colon
utilizando la alta o baja desmetilacion de GFRa1, determinada mediante la utilizacion de un ensayo de PCR
cuantitativo especifico de metilacion 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 cancer de colon que contenian un nivel elevado o bajo de desmetilacion de GFRa1 en el analisis de PCR
cuantitativo especifico de metilacion basado en sondas (MethyLight).

La figura 16 es la curva ROC de deteccion de metastasis y ausencia de metastasis de CHC mediante la
utilizacion de una alta o baja desmetilacion de GFRa1.

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 desmetilacion de GFRa1.

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

A continuacion, se proporciona una ilustracion detallada de la invencién 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 invencion.

Formas de realizaciéon 6ptimas

Ejemplo 1: cribado para cancer gastrico mediante la deteccion de la desmetilacion de las islas de CpG de
GFRa1 en tejido gastrico mediante la utilizacion de DHPLC.

1.

Sujetos: biopsias de mucosa gastrica procedentes de 48 pacientes sin cancer (10 casos sin cambios
patolégicos observados en el estdmago y 38 casos con gastritis cronica), carcinomas gastricos y las
muestras correspondientes de tejido congelado de margen quirargico procedentes de 98 pacientes.

Digestion habitual de proteinas tisulares utilizando proteinasa K seguido de la extraccion del ADN
gendmico (aproximadamente 10 ug) utilizando el método habitual de precipitacion con etanol.

Modificacién de los residuos de citosina no metilados en muestras de ADN utilizando bisulfito sédico 5 M,
que incluia las etapas siguientes:

1)

Adicion y disolucion de 2 ug del ADN gendmico preparado en la etapa 2 en 18 pl de agua destilada
estéril; incubacion del tubo en un bafio de agua a 95°C durante 20 min, seguido de la incubacion en un
bafo de hielo.

Adicién de 2 yl de NaOH 3 M, mezcla e incubacién a 42°C durante 20 min para desnaturalizar el ADN
de doble cadena.

Preparacion de solucion de bisulfito sédico 5 M (NaHSO3, 4 ml); adicion de 1,9 g de Na»S,0s5 en 2,5 ml
de agua destilada estéril; adicion de 0,7 ml de solucién de NaOH 2 M y 0,5 ml de hidroquinona 1 M;
incubacién en un bafio de agua a 50°C, con inversion y mezcla repetidas hasta la disolucién completa.

Adicion de 380 pl de solucion fresca de NaHSO3 5 M y mezcla. Cobertura de la parte superior de la
reaccion con 200 ul de parafina liquida para evitar la evaporacion de la reaccion. Incubaciéon en el
bafio de agua a 50°C durante la noche para convertir los residuos de citosina no metilados en residuos
de uracilo.

Retirada de la parafina liquida. Purificacién del ADN modificado con el sistema de lavado de ADN
Wizard (Promega A7280) siguiendo las instrucciones del kit: adicion 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
inyector conectado a un filtro de microcolumna; eliminacion de la fase liquida y transferencia de la
muestra de ADN a la fase sdlida en el filtro de microcolumna bajo vacio; adicion de 2 ml de alcohol
isopropilico al 80%, eliminacion del liquido en el filtro inyector bajo vacio y desconexion del tubo
inyector; ajuste del filtro de microcolumna a otro tubo de centrifuga (1,5 ml), centrifugacion a alta
velocidad (10.000g, 20 segundos) para eliminar el liquido residual en el filtro de columna, fijacion del
filtro de microcolumna a otro tubo de centrifuga.

Adicion de 50 pl de agua destilada estéril (precalentada a 80°C) a la microcolumna, reposo durante 15
min, centrifugacion a alta velocidad (10.000g, 20 segundos) para recoger el eluyente. Repeticion de
dicho procedimiento de lavado. Agrupado de la solucion de eluyente.

Adicion de 11 pl de solucién de NaOH 3 M, mezcla e incubaciéon en el bafio de agua a 37°C durante
15 min para terminar cualquier modificacion posterior.

Adicién de 166 pl de NaOAc 5 My 750 pl de etanol frio al 100%, mezcla y almacenamiento a -20°C
durante 4 horas para precipitar el ADN. Centrifugacion a 10.000g durante 30 min y descarte de la
solucion. Adicion de 200 pl de etanol frio al 80% para lavar el ADN. Nueva centrifugacién y descarte
de la solucién.

Resuspension del ADN en 3~6 pl de agua estérii o tampon TE. Utilizacion inmediata o
almacenamiento a -20°C.
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4. Disefio de los juegos de cebadores de PCR. Segun la secuencia de la cadena de sentido de GFRa1
modificado (SEC ID n°® 1 y SEC ID n° 2), disefio y sintesis de juegos de cebadores universales libres de
CpG (SECIDn°5,SECIDnNn°6 0 SECID n°7; SEC ID n° 8).

5. Amplificacion 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 utilizacion de una PCR de inicio
en caliente.

6. Deteccion de las islas de CpG de GFRa1 metiladas y desmetiladas en el producto de PCR mediante la
utilizacién de DHPLC. Calculo de la proporcién de superficie bajo el pico para GFRa1 desmetilado:

porcentaje de GFRa1l 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%,

o calculo 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

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

7. Resultados: la proporcion media de superficie de pico para GFRa1 metilado en biopsias gastricas
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
observada en carcinomas gastricos y en las muestras de margen quirdrgico (51,0%, p=0,043, y 14,5%,
p=0,000, figura 6A), respectivamente. Por lo tanto, se calcul6 la curva caracteristica del receptor-operador
(ROC) para el cribado de los carcinomas gastricos utilizando el porcentaje de metilacion de GFRa1 como
biomarcador. Al fijar el valor de corte en 22,8% (<22,8% positivo para desmetilacién y >22,8% negativo
para desmetilacion), la tasa de positivo para desmetilacion en muestras normales/de gastritis
(15/48=31,2%) era mucho mas baja que en el margen quirurgico (77/98=78,5%) y que en tejidos de
cancer gastrico (60/98=61,2%) (P<0,001). La sensibilidad y especificidad de la positividad para
desmetilacion de GFRa1 en tejido de margen quirurgico para el cribado de cancer gastrico era de 79% y
69%, respectivamente (figura 2B).

Ejemplo 2: deteccion de metastasis de carcinomas gastricos y supervivencia del paciente mediante la
deteccion de la desmetilacion de las islas de CpG de GFRa1 mediante la utilizacion de DHPLC

1. Sujetos: muestras de tejido congelado de carcinoma gastrico procedentes de 98 pacientes (incluyendo 49
pacientes con carcinomas gastricos con metastasis a linfa o sitios distantes y émbolo y 49 pacientes con
carcinomas gastricos no metastasicos) en la cohorte de descubrimiento. Muestras de tejido congelado de
carcinoma gastrico procedentes de 120 pacientes (incluyendo 73 carcinomas gastricos con linfa pero no
metastasis distante y 47 carcinomas gastricos no metastasicos) en la cohorte de validacion. Los datos
clinico-patoldgicos y de seguimiento se encuentran disponibles para la totalidad de dichos sujetos.

2. lgual que las etapas 2 a 5 en el Ejemplo 1.
3. Igual que la etapa 6 en el Ejemplo 1.
4. Resultados:

La proporcion media de superficie de pico para GFRa1 metilado en 49 muestras de carcinoma gastrico no
metastasico era significativamente mas elevada que en 49 muestras de carcinoma gastrico metastasico
(mediana, 60,6% vs. 22,8%, P=0,044). Segun la curva ROC para la deteccién de metastasis de carcinoma
gastrico utilizando la metilacién de GFRa1 como clasificador, la superficie bajo la curva ROC (AUC) era de 65,6%
(P=0,004, figura 7). Al fijar el valor de corte en 16,4% (£16,4% para alta desmetilacion de GFRa1 y >16,4% para
baja desmetilacion), la tasa de alta desmetilacion en carcinomas gastricos metastasicos (35/49=71%) era
significativamente mas alta que en carcinomas gastricos no metastasicos (24/49=49%) (P=0,038; sensibilidad de
71% y especificidad de 51%). El analisis de Kaplan-Meier demostré que la supervivencia global del paciente con
alta desmetilacion de GFRa1 era mas corta que en pacientes con baja desmetilacion (tasa de supervivencia a 5
afos, 32,8% vs. 62,2%; prueba de rangos logaritmicos, P=0,001; analisis multivariante, P=0,002, figura 8).

En la cohorte de validacion, la proporcién media de superficie de pico para GFRa1 metilada en 47 tejidos de
cancer no metastasico era significativamente mas alta que en 73 casos metastasicos (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
tasa de alta desmetilacion de GFRa1 en los casos metastasicos (46/73=63,1%) era significativamente mas alta
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que en casos no metastasicos (19/47=40,4%) (P=0,024; sensibilidad de 63% y especificidad de 60%). El analisis
de Kaplan-Meier también demostré que los pacientes de alta desmetilacién presentaban una supervivencia
global significativamente mas corta que los pacientes de baja desmetilacion (tasa de supervivencia a 5 afos,
47,7% vs. 71,7%; prueba de rangos logaritmicos, P=0,015; analisis multivariante, P=0,025, figura 9).

Ejemplo 3: cribado para cancer gastrico mediante la deteccion de desmetilacion de islas de CpG de
GFRa1 en tejido gastrico utilizando la secuenciacion por bisulfito

1. Igual que las etapas 1 a 5 en el Ejemplo 1.
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: deteccion de metastasis de carcinomas gastricos y supervivencia del paciente mediante la
deteccion de desmetilacion de islas de CpG de GFRa1 utilizando la secuenciacién por bisulfito

1. Igual que las etapas 1 a 2 en el Ejemplo 2.
2. lgual que la etapa 2 en el Ejemplo 3.
3. Resultados: se obtuvieron los mismos resultados que en el Ejemplo 2.

Ejemplo 5: cribado para cancer de colon mediante deteccion de desmetilacion de las islas de CpG de
GFRa1 en tejido de colon mediante la utilizacion de DHPLC

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

2. lgual que las etapas 2 a 6 en el Ejemplo 1.
3. Resultados:

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

Ejemplo 6: deteccion de metastasis de carcinomas de colon y supervivencia del paciente mediante la
deteccion de desmetilacion en islas de CpG de GFRa1 mediante la utilizacion de DHPLC

1. Sujetos: tejidos de cancer de colon procedentes de 49 pacientes sin metastasis y tejidos de cancer de
colon metastasico procedentes de 48 pacientes de control. Se encuentran disponibles los datos clinico-
patoldgicos y de seguimiento para todos los sujetos anteriormente indicados.

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

3. Resultados: la proporcion media de GFRa1 metilado en 49 canceres de colon no metastasico era
significativamente mas alta que en 48 canceres metastasicos (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% positivos para alta desmetilacion de GFRa1 y >27,6% para baja desmetilacion), la tasa de
positivo para alta desmetilacion de GFRa1 en 48 canceres metastasicos (33/48) era significativamente
mas alta que en 49 canceres no metastasicos (22/49) (68,8% vs. 44,9%, P=0,024, sensibilidad de 69% y
especificidad de 55%). El analisis de Kaplan-Meier mostré que los pacientes de cancer con alta
desmetilacion de GFRa1 presentaban una supervivencia global significativamente mas corta que los
pacientes de baja desmetilacion (tasa de supervivencia a 3 afos, 41,8% vs. 66,7%; prueba de rangos
logaritmicos, P=0,019; analisis multivariante, P=0,031, figura 13).
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Ejemplo 7: cribado para cancer de colon mediante la deteccion de desmetilacion de islas de CpG de
GFRa1 en tejido de colon utilizando la PCR cuantitativa especifica de metilacion basada en sondas
(MethyLight)

1.

2.

Sujetos: los mismos que en la etapa 1 en el Ejemplo 5.
Gestion de las muestras de ADN: igual que las etapas 2 a 3 en el Ejemplo 1.

De acuerdo con la secuencia de la cadena de sentido (SEC ID n® 1) o la cadena antisentido (SEC ID n° 3)
de GFRa1 modificado con bisulfito, disefio y sintesis de los cebadores de PCR directo e inverso (SEC ID
n® 9y SEC ID n° 10) y la sonda fluorescente especifica de secuencia (SEC ID n° 11) para la secuencia de
la cadena antisentido, o disefio y sintesis de los cebadores de PCR directo e inverso (SEC ID n° 12, SEC
ID n° 13) y sonda fluorescente especifica de secuencia (SEC ID n°® 14) para la secuencia de la cadena de
sentido.

Amplificacion 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 amplificéd utilizando amplificacion
por PCR cuantitativa fluorescente.

Tal como se informa en la literatura (Widschwendter et al., Cancer Res. 64:3807-3813, 2004), el gen
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 amplificé utilizando el juego de
cebadores correspondiente (SEC ID n° 15 y SEC ID n°® 16) y la sonda fluorescente (TagMan, secuencia
SEC ID n® 17, 6FAM-Col2a*"**-BHQ1).

Calculo de la proporciéon de moldes de GFRa1 metilados: basandose en los valores de Ct para GFRa1 y
8OL2,?\1, se calculé el nimero relativo de copia de GFRa1 metilado utilizando la formula [2'(CtGFRA1'
coLan’].

Resultados: la proporcién media de GFRa1 metilado en biopsias de colon normal (mediana, 46,8%) era
significativamente mas elevada que en muestras de carcinoma de colon (12,6%, P<0,01) o en los tejidos
de margen quirurgico 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 desmetilacion de GFRa1 y >1,3%
negativo para desmetilacion), la tasa de positivo para desmetilacion en biopsias de colon procedentes de
pacientes sin cancer (8/20=40%) era significativamente mas baja que en tejidos de margen quirdrgico
(16/20=80%) y que en tejidos de cancer de colon (97/97=100%, P<0,001). La sensibilidad y especificidad
para la deteccion de cancer de colon utilizando la alta desmetilacion fue de 80~100% y 60%,
respectivamente.

Ejemplo 8: deteccion de metastasis de carcinomas de colon y supervivencia del paciente mediante
deteccion de desmetilacion de islas de CpG de GFRa1 utilizando la PCR cuantitativa especifica de
metilacion basada en sondas (MethyLight)

1.

2.

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

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

Fijacion del valor de corte. El nimero de copia relativo medio de GFRa1 metilado en 49 canceres de colon
metastasicos era significativamente mas elevado que en 48 muestras de cancer de colon metastasico
(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 desmetilacion de GFRa1 y >22,3% para
baja desmetilacion), la tasa de positivo para alta desmetilacion en 48 canceres metastasicos (40/48) era
significativamente mas elevada que en 49 canceres no metastasicos (31/49) (83,3% vs. 63,3%, P=0,038;
sensibilidad de 83% y especificidad de 37%). El analisis de Kaplan-Meier mostré que los pacientes de
cancer con alta desmetilacion de GFRa1 presentaban una supervivencia global significativamente mas
corta que los pacientes de baja desmetilacion (tasa de supervivencia a 3 afios, 46,5% vs. 69,2%,
P=0,056, figura 15).

Ejemplo 9: cribado para canceres mediante deteccion de la desmetilacion de las islas de CpG de GFRa1
en ADN libre de plasma utilizando la PCR cuantitativa especifica de metilacion 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.
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Segun el manual de instrucciones del kit de extraccion 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 cancer y de
sujetos de control sin cancer.

Igual que la etapa 3 en el Ejemplo 1.
Igual que las etapas 3 a 6 en el Ejemplo 7.

Resultado: la proporcion media de GFRa1 metilado en la muestra de ADN libre de plasma procedente de
sujetos de control sin cancer era significativamente mas elevada que en sujetos de cancer de colon
(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 desmetilacion de GFRa1 y >2,3% negativo para
desmetilacion), la tasa de positivos para desmetilacion de GFRa1 en las muestras de plasma procedentes
de sujetos sin cancer (4/20=20%) era significativamente mas baja que la de pacientes de cancer de colon
(97/97=100%). La sensibilidad y especificidad para el cribado del cancer de colon utilizando la
desmetilacién de GFRa1 en plasma como biomarcador eran de 100% y 80%, respectivamente.

Ejemplo 10: deteccion de metastasis de carcinomas hepatocelulares y supervivencia del paciente
mediante la deteccion de la desmetilacion de las islas de CpG de GFRa1 mediante la utilizacion de
DHPLC

1.

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

Gestion del ADN y analisis de GFRa1 metilado: igual que las etapas 2 a 6 en el Ejemplo 1.

Resultados: la proporcion media de GFRa1 metilado en 20 carcinomas hepatocelulares no metastasicos
era significativamente mas alta que en 17 casos de metastasis (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%
(=49,3% alta desmetilacion de GFRa1 y >49,3% para la baja desmetilacion, la tasa de positivos para alta
desmetilacion de GFRa1 era mas elevada en los canceres metastasicos (12/17=70,5%) que en canceres
no metastasicos (11/20=55,0%) (P=0,067). La sensibilidad y especificidad de deteccion de la metastasis
de cancer de higado utilizando la alta desmetilacion de GFRa1 como biomarcador era de 70% y 45%,
respectivamente. El analisis de Kaplan-Meier mostré que los pacientes con cancer de higado con elevada
desmetilacion de GFRa1 presentaban una supervivencia global mas corta que los pacientes con canceres
de higado con baja desmetilacion de GFRa1 (figura 17).
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<400> 1

gggauauuat
utggacgcgg
gaauuuattg
uuutttuttt
utguauutgu
ggaagcguuc
agucgaggac
gggauatcgg
agggcggega
gutcgutggu
guuagggutyg
uaggutucgu
gtutcgggtt
uaguuutuau
utgggtgggg

ggggagaggyg
utuuuttuua

uatuucggag
autggatgga
gutgagutuu
aguuucgcgu
agtcgagguu
guuuauuucyg
gtgtuttttt
gutguutgaa
gcgggggaut
tocgoggaguc
gaagagaaaa
atggutgguu
utecggaaage
ggaguucggg
gguagcguag
uttgcggguu
ucggatggtc
atuuutgauu
guautuaggu
ggagaucguu
auuvaagtauc
tucgguutgg
ututauaaut
tggaguatgt
utuuucgaag
tutuuuuagu

<210> 2
<211> 2567
<212> ADN

tguuutgaaa
tcggttgagt
ucguttuucyg
ttgutggegt
cgggguacgu
gagtuutggyg
gcgecggcggyg
ttuuuuutgg
utggggutag
tgacgegagg
gutagggagu
tcgecgacgut
gaauuuaaua
utuuatuuuc
gtgggtuutu
ttutgtgggy
ggttgggteg
utgagtcguc
gutgaauttt
utcgguaaga
cgguauuatg
cgucgcgggu
uuutucguau
ggggaatggyg
gutttteggg
aagaaguuut
geggegggua
gtttttuucg
tguuucgegu
guutgagttt
tcgttgutua
gututggagu
cgggaggagyg
gagaggtgga
cgggegegeyg
tuuutuuuut
tggattgegt
guacgutaag
agguuaagga
gucgutguaa
auuagaguut
guaggcgggu
tguagagtga

<213> Sintesis artificial
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gaataaataa
uuaggttggt
tuuututtuu
utuuuaautt
cgggautgeg
uaucgggcga
tagggggtag
uttggegguu
ggattggcga
agggggaggu
tgucgucguc
cggaaagtau
gauauuuuut
gtgtuagcgg
auuucggtgt
ggagtutucg
gauutgaauu
ggcggceggtyg
gggcgguuagy
uunagcggcg
ttuutggcga
tttuttauun
uaaaattggg
atcgecgaatu
uttggttttg
uuaguuuagg
ggtggagttg
agtaguttut
uuagegegeg
uagucgggcg
gguuaggatg
aaauuuttga
agagaggagu
uucgutuuua
uuutcoguucyg
utguuucgua
gaaaguuagt
guagtgegtyg
tgagtgucgu
gcggggtatyg
guagggtacg
utttaogtuuu
ggauutttun

gtaaataaau
gguatttgga
uuautuuttu
taggguucgg
ggucggcegeg
gagtgtgaga
gggcguagga
tutggaggga
teggagtggg
uaauttuucg
guuaucgagg
cgtttattta
tggautttag
uuuutggaaa
tggaaattuu
gcgututucg
uutaaaageg
gutgutguua
aguaguauag
gutcgggatt
uvutgtautt
tutgagtutt
gcgegggtgt
uucgggttag
atttuutgtg
guuutguauu
gggaguattyg
ggguaututu
uucggtguuu
gagegggtgg
uuucggggcy
aguucgeggy
tggaattuua
gaguagggcy
gaguaggggc
gauttgutuu
gatuagtguu
gcggguaagyg
agecguuatgg
aagaaggaga
cgtggaauut
tggguuagut
ttgguuuuua
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aaautggutu
gttttttteg
ttuuuuuutu
ggggagutag
utcguuutgg
ggagcggacy
aucgggtttu
gacgagtuuce
gagggucggce
ggagaagggg
gutcggautu
tttatttgut
gaauuututt
auacguauat
uuaaaggcgg
ututuatutu
gaaucguutu
gauucggagt
utgtucgggg
tttttggggg
cgcgutgucg
tuutagggtec
ggtggatgtg
ggaggcggtg
gtttttaatg
uuuagagagt
gggucgggayg
cguucggcgyg
agtucgucgu
utggagucgg
gagggucgac
utgaguutgce
gggggcggga
uuuucgaagg
ggucggggtu
tgtecggucga
tgaaggagua
agauuaautt
agguuutgaa
agaautguuk
uuuvauuuua
gatutuatuu
gggauaa

utcgucguag
ttutgtttgg
utucgguuau
tggcgueggy
gutggggtge
uuuaggagygyg
aguuuuagtc
ggggagaagg
ggutgagcga
ututttegge
uagguagutg
tgcgttuage
uagauututu
guauuucgau
gaacggggga
aaagogoguu
ucguuutcgu
ttuututttu
atcgutguac
ggcggggauu
ututtgggta
guttguagua
gaaggaagaa
gcggegegge
auuuaauttg
ututgggagu
aguaaauttg
aucgutgauu
cguauttutu
gggtgguucg
gtgcgceggtg
guuaututtu
aaatggautu
utggtuaagu
uucguucgue
agtgagcgge
gagutguagu
uaguutggua
guagaagtcg
geguatttau
uuucgtgtuu
tuvautuaut

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2567



<400> 2

gggaunauuat
utggaugugg
gaauuuattyg
uuutttuttt
utguauutgu
ggaaguguuu
agquugaggau
gggauatugg
agggugguga
gutugutggu
guuagggutg
uaggutuugu
gtutugggtt
uaguuutuau
utgggtgggg

ggggagaggyg
utuuuttuua

uatuuuggag
autggatgga
gutgagutuu
aguuuugugu
agtugagguu
guuuauuuug
gtgtuttttt
gutguutgaa
gugggggaut
tuguggaguu
gaagagaaaa
atggutgguu
utuggaaagu
ggaguuuggyg
gguaguguag
uttguggguu
uuggatggtu
atuuutgauu
guautuaggu
ggagauuguu
auuvaagtauu
tuugguutgg
ututauaaut
tggaguatgt
utuuuugaaqg
tutuuuuagu

<210>3
<211> 2567
<212> ADN

tguuutgaaa
tuggttgagt
uuguttuuug
ttgutggugt
ugggguaugu
gagtuutggy
gugugguggg
ttuuuuutgg
utggggutag
tgaugugagg
gutagggagu
tugugaugut
gaauuuaaua
utuuatuuuu
gtgggtuutu
ttutgtgggg
ggttgggtug
utgagtuguu
gutgaauttt
utugguaaga
ugguauuatg
uguugugggu
uuutuuguau
ggggaatggg
guttttuggg
aagaaguuut
guggugggua
gtttttuuug
tguuuugugu
guutgagttt
tugttgutua
gututggagu
ugggaggagyg
gagaggtgga
ugggugugug
tuuutuuuut
tggattgugt
guaugutaag
agguuaagga
guugutguaa
auuagaguut
guaggugggu
tguagagtga

<213> Sintesis artificial
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gaataaataa
uuaggttggt
tuuututtuu
utuuuaautt
ugggautgug
uauuggguga
tagggggtag
uttggugguu
ggattgguga
agggggaggu
tguuguuguu
uggaaagtau
gauauuuuut
gtgtuagugg
auuuuggtgt
ggagtutuug
gauutgaauu
ggugguggty
gggugguuadg
uuuagugguy
ttuutgguga
tttuttauuun
unaaaattggg
atugugaatu
uttggttttg
unaguuuagg
ggtggagttyg
agtaguttut
uuagugugug
uaguuggguyg
gguuaggatg
aaauuuttga
agagaggagu
uuugutuuua
uuutuguuug
utguuuugua
gaaaguuagt
guagtgugtg
tgagtguugu
guggggtatg
guagggtaug
utttugtuuu
ggauutttuu

gtaaataaan
gguatttgga
uuautuuttu
taggguuugg
gguugguguyg
gagtgtgaga
ggguguagga
tutggaggga
tuggagtggg
uaauttuuug
guuauugagg
ugtttattta
tggautttag
uuuutggaaa
tggaaattuu
gugututuug
uutaaaagug
gutgutguua
aguaguauvag
gutugggatt
uuutgtautt
tutgagtutt
gugugggtgt
uuugggttag
atttuutgtg
guuutguaun
gggaguattg
ggguaututu
uuuggtguuu
gagugggtgg
uuuugggguyg
aguuuguggyg
tggaattuua
gaguagggug
gaguaggggu
gauttgutuu
gatuagtguu
guggguaagyg
aguguuatgg
aagaaggaga
ugtggaauut
tggguuagut
ttgguuuuua
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aaautggutu
gtttttttug
ttuuuuuutu
ggggugutug
utuguuutgg
ggaguggaug
avugggtttu
gaugagtuuu
gaggguuggu
ggagaagggyg
gutuggautu
tttatttgut
gaauuututt
auvauguauat
uvaaagguqgqg
ututuatutu
gaauuguutu
gauuuggagt
utgtuugggg
tttttggggy
ugugutguug
tuutagggtu
ggtggatgty
ggagguggtyg
gtttttaatg
uuuagagagt
ggguugggag
uguuuggugg
agtuuguugu
utggaguugg
gaggguugau
utgaguutgu
ggggguggga
uuuuugaagg
gguuggggtu
tgtugguuga
tgaaggagua
agauuaautt
agguuutgaa
agaautguut
uuuuauuuua
gatutuatuu
gggauaa

utuguuguag
ttutgtttgg
utuugguuau
tgguguuggg
gutggggtgu
uuuaggaggg
aguuuuagtu
ggggagaagg
ggutgaguga
ututttuggu
uagguagutg
tgugttuagu
uagauututu
guauuuugau
gaauggggga
aaaguguguu
uuguuutugu
ttuututttu
atugutguau
gguggggauu
ututtgggta
guttguagua
gaaggaagaa
gugguguggu
auuuvaauttqg
ututgggagu
aguaaauttg
auugutgauu
uguauttutu
gggtgguuug
gtguguggtg
guuaututtu
aaatggautu
utggtuaagu
uuuguuuguu
agtgaguggu
gagutguagu
uaguutggua
guagaagtug
guguatttau
uuuugtgtuu
tuuautuaut

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
9560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2567



<400> 3

ttgtuuutgg
tgagatuagu
ggtggggagg
unagttuttut
aggguutuua
ttggtutuut
tuuttuaggu
gucgauvagga
uucggucguu
tcgggggegu
cguuuuutgg
ggutuaguuc
gguuutucgu
gutuuaguua
geggautggyg
ucgggcggag
ucgguuuuaa
ututgggggt
taaaaauuau
cguutuuuta
atuuauuaua
uutaggaaag
uagcgcgaaqg
uuaaaaaaat
cggauagutg
ucgggtutgg
geggttucgu
atgagagcgg
uutttgggga
tgegtgtttt
agggttuuta
aaataaataa
tucgaguuut
uttutuucgg
gguuutuuuu
autcgtutuu
auucggttuu
ucgutuutut
gggcgagege
gocguuuuucy
gggggaagaa
aaaaaautuu

uuagtttgtt

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

ggguuaagga
tggquuuaggg
ttuuacgegt
uuttuttuat
tggcgutgey
tguucguuac
autgatuaut
guaagtutge
uutgutucgg
uutgututgg
aattuuagut
gcggguttua
uucgggguat
uucgutucgu
uaucgggcge
agtguuuaga
tgutuuuuaa
guaggguuut
aggaaatuaa
auucggggat
uucgcguuuu
autuagaggg
tauvagggtcg
uucgagucgu
tgutgututg
uaguaguuau
ttttaggggt
agagogucgyg
atttuuaaua
uuaggggucy
aagtuuaagg
ataaacggta
cggtggcgge
gaagttgguu
autucgatcg
utuuagaggu
tgocguuuuta
uauaututecg
gucgguucgu
gguuutaaag
ggagtgggga
aaatguuauu
tatttautta

<213> Sintesis artificial
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aaggtuutua
acgaaagguu
auuutguagg
auuucguttg
guautuatuu
guautguutt
ggutttuacg
gggguagagg
gcgagggcege
gagcegggtuu
uutututuut
agggtttgut
uutgguutga
ucggutgaaa
gegutgggeg
agutautcegyg
utuuauutgu
gggutggagg
aauuaaguuc
tcgegatuun
aattttggtg
taagaaaguu
uunaggaauat
cgutgggtut
gucguuuaaa
cgucgueggce
tuaggtucga
agautuuuuu
ucggggtgag
utgavacggg
gggtgtutgt
utttucgagc
ggcgguagut
tuuuuutuut
uuaatuuuta
cguuaaguua
unuuutauuc
uucggtguuu
agtuucggcg
ttgggagacyg
agagggacgy
aauutggaut
tttattuttt

ututguagut
cguutguutt
ututggtaua
uagcgguagt
ttgguutuua
agegtgeggt
uvaatuuagge
Jggagggaguu
gcguucgggt
auututcgau
uutuucgggu
uuagaguutg
guaacgauuc
utuaggcgut
cgggguaggu
gaaaaauttt
ucgucgeggu
guttuttagt
gaaaaguttu
attuuuuaaa
cggagggcgg
cgeggegggu
ggtgucggeg
tgucgaggga
gttuagutuu
gautuagutu
uuuaauutgg
uauvagaauuu
gauuuauuuu
gatggaggtg
tgggttuaau
gtcgegageg
uuutaguuag
cgcgtuaguu
guuuuagtcg
gggggaaucyg
gucgecgegtu
aggtutcggg
tguuucggua
uuaguaaaaa
gaagcgguaa
uaaucgaucyg
uaggguaatg
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ggggagaagt
cggggaggga
tgutuuagta
tgtagagcga
ggucggatgu
auttggtgut
ggtutucguc
tgagtgcgge
uvagggatgut
uvatucgggag
ucguaaggaa
cgutguuuau
gggutuucgyg
ttucgaggag
uvaguuatggt
tututtuuaa
tucgegagut
uuuucguuaa
agguagocguc
aagaaauttu
ggtgggutgu
utcgauttau
cggggutggt
gutuaguatg
atuuagtgaa
cgggatggeg
aagggagggc
tutuuuutuu
uauuuaggte
agggutggag
ucgagacgut
gaguutguag
uuutggcogue
agcgagutcg
ucguuutuut
atgtuucgau
utcggutuuun
cguttucgua
ggtguaguuc
gaaaggggtg
tgggttuuua
cgtuvagutyg
gtgtuuu

gagtggagga
uacgggatay
aatgcguagg
uttutguttu
uaggutgaag
guagututgu
gutuauttcg
gggcggggau
tgauuaguut
tuuattttuu
gagtggcgua
cgaeguacgte
guuauuuucy
aagtgcggeg
uageggtucg
gtttgututu
uuuagagaut
gttgggtuat
gogucguuau
ttuuttuuau
tguaagcgau
uuaagagcgg
uuucguuuul
uagcgatuuu
agaggaaaut
agggcgggag
gcegutttgag
uucgttuucg
ggggtguatg
aggtutgaag
gaacguaagu
utguutggag
gaaagaguuu
utuagucguc
tutuuucggg
tggggutgaa
tuutgggegt
uuuuaguuua
ggcguuacga
gucggaggag
aauagaacga
cggcgaggaqg
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<400> 4

ttgtuuutgg
tgagatuagu
ggtggggagyg
uagttuttut
aggguutuua
ttggtutuut
tuuttuaggu
guugauagga
uuugguuguu
tugggggugu
uguuuuutgg
ggutuaguuu
gguuutuugu
gutuuaguua
guggautggg
uuggguggag
uugguuuuaa
ututgggggt
taaaaauuau
uguutuuuta
atuuauuaua
uutaggaaag
uagugugaag
uuaaaaaaat
uggauagutg
uugggtutgg
guggttuugu
atgagagugg
uutttgggga
tgugtgtttt
agggttuuta
aaataaataa
tuugaguuut
uttutuuugg
gguuutuuuu
autugtutuu
auuuggttuu
uugutuutut
gggugagugu
guguuuuuug
gggggaagaa
aaaaaautuu
uuagtttgtt

<210>5
<211> 22
<212> ADN

ggguuaagga
tgguuuaggy
ttuuaugugt
uuttuttuat
tggugutgug
tguuuguuau
autgatuaut
guaagtutgu
uutgutuugg
uutgututgg
aattuuagut
guggguttua
unuugggguat
uuugutuugu
uauugggugu
agtguuuaga
tgutuuvuuaa
guaggguuut
aggaaatuaa
auvuuggggat
uuuguguuuu
autuagaggg
tauagggtug
uuugaguugu
tgutgututg
uaguaguuau
ttttaggggt
agaguguugg
atttuuaaua
uuagggguug
aagtuuaagg
ataaauggta
uggtgguggu
gaagttgguu
autuugatug
utuuagaggu
tguguuuuta
uauvaututug
guugguuugu
gguuutaaag
ggagtgggga
aaatguuauu
tatttautta

<213> Sintesis artificial

<400> 5

ggtgttggaa attttttaaa gg

<210>6
<211> 22
<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 6

aaaacacttc ttccttccac at

<210>7
<211> 27
<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 7

agtttttttt tttattggat ggagttg
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aaggtuutua
augaaagguu
aunuutguagg
auuuuguttyg
guautuatuu
guautguutt
ggutttuaug
gggguagagyg
gugagggugu
gagugggtuu
uutututuut
agggtttgut
uutgguutga
uuggutgaaa
gugutgggug
agutautugg
utuuauutgu
gggutggagg
aauuaaguuu
tugugatuuu
aattttggtg
taagaaaguu
unaggaauat
ugutgggtut
guuguuuaaa
uguuguuggu
tuaggtuuga
agautuuuuu
uuggggtgag
utgauvauggg
gggtgtutgt
utttuugagu
ggugguagut
tuuuuntuut
unaatuuuta
uguuaaguua
uuuuutauuu
uuuggtguuu
agtuuuggug
ttgggagaug
agagggaugg
aauutggaut
tttattuttt

22

22

27

ututguagut
uguutguutt
ututggtaua
uagugguagt
ttgguutuua
agugtguggt
uaatuuaggu
ggagggaguu
guguuugggt
auututugau
uutuuugggu
uuagaguutg
guaaugauuu
utuaggugut
ugggguaggu
gaaaaauttt
uuguuguggu
guttuttagt
gaaaaguttu
attuuuuaaa
uggagggugyg
uguggugggu
ggtguuggug
tguugaggga
gttuagutuu
gautuagutu
uuuaauutgg
uauagaauuu
gauuuauuuu
gatggaggtg
tgggttuaau
gtugugagug
uuutaguuag
ugugtuaguu
guuuuagtug
gggggaauug
guugugugtu
aggtutuggg
tguuuuggua
uuaguaaaaa
gaagugguaa
uaauugauug
uaggguaatg
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ggggagaagt
uggggaggga
tgutuuagta
tgtagaguga
gguuggatgu
auttggtgut
ggtutuuguu
tgagtguggu
uagggatgut
uatuugggag
uuguaaggaa
ugutguuuau
gggutuuugg
ttuugaggag
uaguuatggt
tututtuuaa
tuugugagut
uuuuuguuaa
agguaguguu
aagaaauttu
ggtgggutgu
utugauttau
uggggutggt
gutuaguatg
atuuagtgaa
ugggatggug
aagggagggu
tutuuuntuu
uauuuaggtu
agggutggag
uugagaugut
gaguutguag
uuutgguguu
agugagutug
uuguuutuut
atgtuuugau
utuggutuuu
uguttuugua
ggtguaguuu
gaaaggggtyg
tgggttuuua
ugtuvagutg
gtgtuuu

gagtggagga
uauggggtgg
aatguguagg
uttutguttu
uaggutgaag
guagututgu
gutuauttug
ggguggggau
tgauuaguut
tuuattttuu
gagtggugua
uguguaugtu
gquuauuuuuyg
aagtguggug
uagquggtuug
gtttgututu
uuuagagaut
gttgggtuat
guguuguuau
ttuuttuuau
tguaagugau
uuaagagugyg
uuuuguuuuu
uagugatuuu
agaggaaaut
agggugggag
gugutttgag
uuugttuuug
ggggtguatg
aggtutgaag
gaauguaagu
utguutggag
gaaagaguuu
utuaguuguu
tutuuuuggyg
tggggutgaa
tuutgggugt
uuuuaguuua
gguguuauga
guuggaggag
aauagaauga
uggugaggag
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<210> 8

<211> 26

<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 8
cctaaactaa aaaacttctt aatccc

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400>9
ggattagttt cgcgtcggta 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 10
cgccccaatt ttaatacgaa 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 11
gcgattttgt atttcgegtt 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 12
ggggatgggga ttagttttgt 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 13
acacccacac cccaatttta 20

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 14
tgaggtttgt tgtggagtttt t 21

<210> 15

<211> 28

<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 15
tctaacaatt ataaactcca accaccaa

<210> 16
<211>25

26

28
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<212> ADN
<213> Sintesis artificial

<400> 16
gggaagatgg gatagaaggg aatat 25

<210> 17

<211> 36

<212> ADN

<213> Sintesis artificial

<400> 17
ccttcattct aacccaatac ctatcccacc tctaaa 36
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REIVINDICACIONES

1.  Método de deteccion de la incidencia de canceres en estdmago, colon o higado, in vitro, caracterizado por
que dicho método comprende las etapas siguientes:

a) extraer el ADN tisular o ADN libre de plasma a partir de un determinado nimero de pacientes de cancer y
sin cancer, respectivamente;

b) detectar y calcular la proporcion de islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas; establecer un valor
de corte para la deteccion de canceres que utiliza la proporciéon de GFRa1 metilado o desmetilado;

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 proporcién de islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas en las muestras de
ADN;

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

e) si la proporcion 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 cancer; de lo contrario, no se considera la
incidencia de cancer; o, si la proporcion 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 cancer; de lo
contrario, no se considera la incidencia de cancer.

2. Método de deteccion de la incidencia de canceres in vitro segun la reivindicacion 1, en el que la proporcion
de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado descrita en las etapas b) y c) se determina y se calcula de la manera
siguiente: modificar quimicamente la citosina no metilada; disefiar y sintetizar los juegos de cebadores y
amplificar las islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas segun sus secuencias modificadas, y determinar
y calcular la proporcion de islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas con un analisis cuantitativo de la
metilacion.

3. Método de deteccion de la incidencia de canceres in vitro segun la reivindicacion 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
deteccion de la incidencia de canceres.

4. Meétodo de deteccion de la incidencia de canceres in vitro segun la reivindicacion 2, en el que las
secuencias modificadas de las islas de CpG de GFRa1 descritas en las etapas b) y ¢) son como se representa
enSECIDNn°1,SECIDNn°2,SECIDn°3 0 SEC ID n°4.

5. Método de deteccion de la incidencia de canceres in vitro segun la reivindicacion 2, en el que la proporcion
de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado descrita en las etapas b) y c) se determina y calcula utilizando los
ensayos siguientes: DHPLC, secuenciacion por bisulfito o una PCR especifica de metilacion, cuantitativa, basada
en sonda fluorescente (MethyLight).

6. Método de deteccion de la incidencia de canceres in vitro segun la reivindicacion 5, en el que la proporcion
de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado se determina y calcula mediante DHPLC o secuenciacién por
bisulfito que utiliza los juegos de cebadores siguientes: a) secuencias de nucledtidos del juego de cebadores
representadas en SEC ID n° 5 y SEC ID n® 6, o b) secuencias de nucledtidos del juego de cebadores
representadas en SEC ID n°7 y SEC ID n° 8.

7. Método de deteccion de la incidencia de canceres in vitro segun la reivindicacion 5, en el que se determina
y calcula la proporcién de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado mediante una PCR especifica de metilacion,
cuantitativa, basada en sonda fluorescente (MethyLight) que utiliza los grupos de oligonucleétidos siguientes:

a) las secuencias de nucleotidos del juego de cebadores representadas en SECIDn°9y SECIDn°10vy la
secuencia de nucleétidos de la sonda representada en SEC ID n° 11; o

b) las secuencias de nucleotidos del juego de cebadores representadas en SECIDn°12y SECIDn° 13y la
secuencia de nucleotidos de la sonda representada en SEC ID n° 14.

8. Método de deteccion de la metastasis de canceres en estdbmago, colon o higado 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 ndmero de pacientes con cancer
metastasico y pacientes con cancer no metastasico;
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b) detectar y calcular la proporcién de islas de CpG de GFRa1 metiladas o desmetiladas; establecer el valor
de corte de alta y baja desmetilacion para la deteccion de metastasis del cancer que utiliza la proporcion
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
proporcion de GFRa1 metilado o desmetilado en las muestras de ADN;

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

e) si la proporcion de GFRa1 metilado determinada en la etapa c) es inferior o igual al valor de corte
establecido en la etapa b), se considera la metastasis de cancer y una supervivencia postoperatoria corta,
de lo contrario, no se consideran la metastasis del cancer y una supervivencia corta; o, si la proporcion de
GFRa1 desmetilado determinada en la etapa c) es superior o igual al valor de corte establecido en la
etapa b), se considera la metastasis del cancer y una supervivencia corta, de lo contrario, no se
consideran la metastasis del cancer y una supervivencia corta.

9. Método de deteccion de la metastasis de canceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
segun la reivindicacion 8, en el que la proporcion de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado descrita en las
etapas b) y c) se determina y calcula mediante los ensayos siguientes: modificacion quimica de la citosina no
metilada; disefiar y sintetizar los juegos de cebadores para la amplificacion por PCR de islas de CpG de GFRa1
metiladas o desmetiladas segun sus secuencias modificadas; determinar y calcular la proporcién de islas de CpG
de GFRa1 metiladas o desmetiladas con el analisis cuantitativo de la metilacion.

10. Meétodo de deteccion de la metastasis de canceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
segun la reivindicacion 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 deteccion de la metastasis de canceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
segun la reivindicacion 9, 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 IDn° 1, SEC IDn°2, SEC ID n° 3 0 SEC ID n° 4.

12. Meétodo de deteccion de la metastasis de canceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
segun la reivindicacion 9, en el que la proporcion de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado descrita en las
etapas b) y ¢) se determina y calcula utilizando los ensayos siguientes: DHPLC, secuenciacion por bisulfito o una
PCR especifica de metilacién, cuantitativa, basada en sonda fluorescente (MethyLight).

13. Meétodo de deteccion de la metastasis de canceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
segun la reivindicacion 12, en el que la proporcion de alelos de GFRa1 metilado o desmetilado se determina y
calcula mediante DHPLC o secuenciacion por bisulfito que utiliza los juegos de cebadores siguientes:

a) las secuencias de nucleotidos del juego de cebadores representadas en SEC IDn°5y SEC ID n° 6; o
b) las secuencias de nucledtidos del juego de cebadores representadas en SEC ID n° 7 y SEC ID n° 8.

14. Método de deteccion de la metastasis de canceres y la supervivencia postoperatoria de pacientes in vitro
segun la reivindicacion 12, en el que la proporcion de alelos de GFRa1 metilado se determina y calcula mediante
una PCR especifica de metilacion, cuantitativa, basada en sonda fluorescente (MethyLight) que utiliza los grupos
de oligonucledtidos siguientes:

a) las secuencias de nucleotidos del juego de cebadores representadas en SECIDn°9y SECIDn° 10y la
secuencia de nucleétidos de la sonda representada en SEC ID n® 11; o

b) las secuencias de nucleotidos del juego de cebadores representadas en SECIDn°12y SECIDn° 13y la
secuencia de nucleétidos de la sonda representada en SEC ID n° 14.

15. Secuencia de nucledtidos artificial presentada como SEC IDn° 1, SECIDn°2, SECID n°3 0 SEC ID n°4.
16. Secuencias de los juegos de cebadores presentadas como SEC ID n° 5y SEC ID n° 6.
17. Secuencias de los juegos de cebadores presentadas como SEC ID n° 7 y SEC ID n° 8.

18. Secuencias de grupo de oligonucleétidos y sonda presentadas como SEC ID n° 9 y SEC ID n°® 10 para los
cebadores y SEC ID n°® 11 para la sonda.

19. Secuencias de grupo de oligonucledtidos y sonda presentadas como SEC ID n° 12 y SEC ID n® 13 para los
cebadores y SEC ID n° 14 para la sonda.
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20. Método de deteccion de la reactivacion anormal del gen de GFRa1 en los canceres de estémago, colon o
higado, caracterizado por que se determina la desmetilacion completa de los sitios CpG alrededor del sitio de
inicio de transcripcion y representa la reactivacion de GFRa1.

21. Método de deteccion de la incidencia, la metastasis de canceres y la supervivencia postoperatoria de
pacientes mediante la deteccion de la reactivacion anormal del gen GFRa1 segun la reivindicacion 20.
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