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DESCRIPCIÓN

Métodos y usos de los ácidos nucleicos para el análisis de la metilación y la expresión de genes, en particular de 
NFATC3, asociados con trastornos proliferativos de células de la próstata.

Campo de la invención

La presente invención se relaciona con secuencias de ADN genómico que exhiben patrones de expresión alterados 5
en estados de enfermedad con relación a la normalidad. Realizaciones particulares proveen métodos, ácidos 
nucleicos, arreglo de ácidos nucleicos y kits útiles para la detección de, o para el diagnóstico de carcinoma de próstata.

Técnica anterior 

El cáncer de próstata es el cáncer más común y la tercera causa principal de muerte en los hombres estadounidenses 
(Jemal et al., Cancer statistics, 2006. CA Cancer J Clin. 2006;56(2): 106-30). Las tasas de incidencia y mortalidad de 10
esta enfermedad se incrementan considerablemente con la edad, con más del 65% de todos los casos de cáncer de 
próstata diagnosticados en hombres mayores de 65 años (Jemal et al., 2006; supra). La etapa de la enfermedad al 
momento del diagnóstico también afecta a las tasas globales de supervivencia. Debido al uso generalizado de la 
prueba de detección del antígeno prostático específico (PSA), casi el 90% de los nuevos pacientes son diagnosticados 
con enfermedad local o regional (Jemal et al, 2006; supra). Los pacientes con enfermedad local o regional, cuando 15
son diagnosticados tienen una tasa de supervivencia relativa a cinco años que se aproxima al 100% (Jemal et al, 2006; 
supra).

Las guías actuales para la detección del cáncer de próstata, de acuerdo con la American Cancer Society, aconsejan
las pruebas de PSA elevado y el tacto rectal anualmente a partir de los 50 años. Para hombres con alto riesgo de 
desarrollar cáncer de próstata (hombres afroamericanos y hombres con uno o más familiares en primer grado 20
diagnosticados a una edad temprana), el cribado debe comenzar a los 45 años. Los resultados positivos en cualquiera 
de estos exámenes son confirmados mediante una biopsia de próstata. El advenimiento del cribado de PSA ha 
cambiado el panorama del diagnóstico de cáncer de próstata. Las tasas de incidencia de cáncer de próstata se han 
incrementado dramáticamente en los últimos 20 años, mientras que el diagnóstico en los hombres mayores de 65 
años se ha estabilizado. La prueba de PSA adolece de dos desventajas. El primero es su baja especificidad puesto 25
que el PSA es elevado en un número de condiciones benignas, además de en cáncer de próstata. Esto da como 
resultado un gran número de biopsias de próstata que son conducidas en hombres que no tienen cáncer de próstata. 
La segunda desventaja es que a pesar de la relativamente alta sensibilidad del PSA, hay hombres que albergan el 
cáncer de próstata en ausencia de PSA elevado (> 4 ng/ml) (Thompson et al., Prevalence of prostate cancer among 
men with a prostatespecific antigen level < or =4.0 ng per milliliter. N Engl J Med. 2004 May 27;350(22):2239-46. 30
Erratum in: N Engl J Med. 2004 30;351(14): 1470).). También se ha estimado que hasta el 10% de las biopsias de 
próstata bajo las guias actuales son falsos negativos, lo que da como resultado la disminución de la sensibilidad incluso 
con biopsia (Djavan et al., Optimal predictors of prostate cancer on repeat prostate biopsy: a prospective study of 1,051 
men. J Urol. 2000; 163(4): 1144-8; discussion 1148-9.; Mian et al., Predictors of cancer in repeat extended multisite 
prostate Biopsiain men with previous negative extended multisite biopsy. Urology. 2002;60(5):836-40; Gupta et al., 35
Transrectal ultrasound guided Biopsiafor detecting early prostate cancer: An Indian experience., Indian J Cancer. 
2005;42(3): 151-4; Hanley et al., ADN integrity assay: a plasma-based screening tool for the detection of prostate 
cancer. Clin Cancer Res. 20061;12(15):4569-74). Son claramente necesarias pruebas mejoradas con una 
especificidad y sensibilidad incrementadas. Pong et al. (PNAS, vol. 104, no. 5, p. 1655-1660, 2007) divulga que el 
virus XMRV, que ha sido aislado del tejido del cáncer de próstata, se integra en el genoma humano en tres posiciones 40
diferentes, una de las cuales es 1816 pb corriente abajo del inicio de la transcripción del gen NFATC3. Glud (Blood, 
vol. 106, no. 10, p. 3546-3552, 2005) divulga que en los linfomas de células T en los que se ha integrado un provirus, 
la expresión de NFATC3 se reprime. El documento WO 2005/054517 A divulga un método de diagnóstico para detectar 
una neoplasia, en la que se determina la expresión de un factor de transcripción NF-AT.

Enfoque multifactorial. El diagnóstico del cáncer se ha basado tradicionalmente en la detección de marcadores 45
moleculares individuales (por ejemplo, mutaciones genéticas, niveles elevados de PSA). Desafortunadamente, el 
cáncer es un estado de enfermedad en el que los marcadores individuales han fallado típicamente para detectar o 
diferenciar muchas formas de la enfermedad. Por lo tanto, los ensayos que reconocen solamente un único marcador 
han demostrado ser de valor predictivo limitado. Un aspecto fundamental de esta invención es que el diagnóstico de 
cáncer basado en metilación y la detección, el diagnóstico y el seguimiento terapéutico de este tipo de enfermedades 50
proveerá mejoras significativas sobre el estado de la técnica que utiliza análisis con marcadores individuales mediante 
el uso de una selección de marcadores múltiples. El enfoque analítico múltiple es particularmente adecuado para el 
diagnóstico del cáncer ya que el cáncer no es una enfermedad simple, este enfoque de "panel" multifactorial es 
consistente con la naturaleza heterogénea del cáncer, tanto citológica como clínicamente.

La clave para la implementación exitosa de un enfoque de panel para las pruebas de diagnóstico basadas en 55
metilación es el diseño y desarrollo de paneles optimizados de marcadores que pueden caracterizar y distinguir 
estados de enfermedad. La presente invención describe una pluralidad de paneles particularmente eficientes y únicos 
de genes, el análisis de metilación de uno o una combinación de los miembros del panel que permite la detección de 
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trastornos proliferativos de células de próstata con particularmente una alta sensibilidad, especificidad y/o valor 
predictivo.

Desarrollo de las pruebas médicas. Dos medidas evaluativas clave de cualquier detección médica o prueba de 
diagnóstico son su sensibilidad y especificidad, que miden qué tan bien se desempeña la prueba para detectar con 
precisión a todos los individuos afectados sin excepción, y sin incluir falsamente individuos que no tienen la 5
enfermedad objetivo (valor predictivo). Históricamente, se han criticado muchas pruebas de diagnóstico debido a la 
escasa sensibilidad y especificidad.

Un resultado positivo verdadero (TP) es cuando la prueba es positiva y está presente la condición. Un resultado falso 
positivo (FP) es cuando la prueba es positiva, pero no está presente la condición. Un resultado verdadero negativo 
(TN) es cuando la prueba es negativa y no está presente la condición. Un resultado falso negativo (FN) es cuando la 10
prueba es negativa pero no está presente la condición. En este contexto: Sensibilidad = TP/(TP + FN); Especificidad 
= TN/(FP + TN); y Valor predictivo = TP/(TP + FP).

La sensibilidad es una medida de la capacidad de una prueba para detectar correctamente la enfermedad objetivo en 
un individuo que está siendo probado. Una prueba que tiene poca sensibilidad produce una alta tasa de negativos
falsos, es decir, las personas que tienen la enfermedad, pero se identifican falsamente como libre de dicha 15
enfermedad. El peligro potencial de un falso negativo es que el individuo enfermo permanecerá sin diagnosticar y sin 
tratar durante algún periodo de tiempo, durante el cual la enfermedad puede progresar a una etapa posterior en la que 
los tratamientos, en su caso, pueden ser menos efectivos. Un ejemplo de una prueba que tiene una baja sensibilidad 
es un análisis de sangre a base de proteínas del VIH. Este tipo de prueba exhibe pobre sensibilidad, ya que no puede 
detectar la presencia del virus hasta que la enfermedad está bien establecida y el virus ha invadido el torrente 20
sanguíneo en cantidades sustanciales. Por el contrario, un ejemplo de una prueba que tiene alta sensibilidad es la 
detección de carga viral usando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La alta sensibilidad se consigue porque 
este tipo de prueba puede detectar cantidades muy pequeñas de virus. La alta sensibilidad es particularmente 
importante cuando las consecuencias de la falta de un diagnóstico son altos.

La especificidad, por otro lado, es una medida de la capacidad de una prueba para identificar con precisión pacientes 25
que están libres del estado de enfermedad. Una prueba que tiene poca especificidad produce una alta tasa de falsos 
positivos, es decir, individuos que se identifican falsamente como tener la enfermedad. Un inconveniente de falsos 
positivos es que obligan a los pacientes a someterse a tratamientos de innecesarios procedimientos médicos con sus 
riesgos inherentes, las tensiones emocionales y financieras, y que podrían tener efectos adversos sobre la salud del 
paciente. Una característica de las enfermedades que hace que sea difícil de desarrollar pruebas de diagnóstico con 30
alta especificidad es que los mecanismos de la enfermedad, especialmente en el cáncer, frecuentemente involucran 
una pluralidad de genes y proteínas. Adicionalmente, ciertas proteínas pueden ser elevadas por razones no 
relacionadas con un estado de enfermedad. Un ejemplo de una prueba que tiene alta especificidad es una prueba 
basada en los genes que puede detectar una mutación p53. La especificidad es importante cuando el coste o el riesgo 
asociado con procedimientos de diagnóstico adicionales o una intervención médica adicional son muy altos.35

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 provee una visión general de la metilación media logarítmica medida por medio del ensayo HM de acuerdo 
con el Ejemplo 1. Para cada gen analizado (según marcado a la derecha de las figuras), se proveen dos gráficas, las 
gráficas de la parte izquierda proveen el análisis multiclase, la sensibilidad se muestra en el eje Y, la metilación del 
ADN medido en (log 10 ng/ml) se muestra en el eje X. La gráfica de la derecha provee una ROC en donde la 40
sensibilidad se muestra en el eje Y y la especificidad 1 se muestra en el eje X. (A- Sangre normal, B - Próstata normal, 
C – Próstata NAT, D - Próstata tumoral).

La Figura 2 provee una visión general de la metilación media logarítmica medida por medio de ensayos de PCR en 
tiempo real de HM de orina después de masajes prostáticos de PCa y clase I negativa (individuos jóvenes
asintomáticos) de acuerdo con el Ejemplo 1. Para cada gen analizado (según marcado encima de cada gráfica), la 45
sensibilidad se muestra en el eje Y, la metilación del ADN medido en (log 10 ng/ml) se muestra en el eje X.

La Figura 3 provee una visión general de la metilación media logarítmica medida por medio de ensayos de PCR en 
tiempo real de HM de orina después de masajes prostáticos de PCa y de clase II negativos (individuos jóvenes 
asintomáticos además de negativos en biopsia) de acuerdo con el Ejemplo 1. Para cada gen analizado (como la 
etiqueta encima de cada trama), la sensibilidad se muestra en el eje Y, la metilación del ADN se mide en (log 10 ng/ml) 50
se muestra en el eje X.

La Figura 4 muestra la metilación medida logarítmica medida por medio de ensayos de PCR en tiempo real de HM de 
plasma de PCa y clase I negativa (individuos asintomáticos jóvenes). Para cada gen analizado (según lo marcado 
encima de cada gráfica), la sensibilidad se muestra en el eje Y, la metilación del ADN medida en (log 10 ng/ml) se 
muestra en el eje X.55
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La Figura 5 muestra la metilación medida logarítmica medida por medio de ensayos de PCR en tiempo real de HM de 
plasma de PCa y clase II negativa (individuos jóvenes asintomáticos más negativos en biopsia). Para cada gen 
analizado (según lo marcado encima de cada gráfica), la sensibilidad se muestra en el eje Y, la metilación del ADN 
medida en (log 10 ng/ml) se muestra en el eje X.

La figura 6 muestra el rendimiento de biomarcadores en la discriminación de los pacientes con PCa de hombres 5
asintomáticos (Ejemplo 1: Realización de biomarcadores para PCa vs. clase I negativa (hombres asintomáticos)). A, 
la Tabla compara las AUC, la sensibilidad y los valores de p de Wilcoxon de los cuatro biomarcadores para PCa versus 
hombres asintomáticos en ADN de orina. B, la Tabla compara las AUC, la sensibilidad y los valores de Wilcoxon de 
los cuatro biomarcadores para PCa versus hombres asintomáticos en ADN de plasma. C, curvas ROC para 
biomarcadores de PCa individuales en ADN de orina.10

La Figura 7 muestra el rendimiento de biomarcadores en la discriminación del PCa de pacientes negativos de biopsia 
(Ejemplo 1: Rendimiento de biomarcadores para PCa versus hombres negativos de biopsia). A, la Tabla compara  
valores p de AUC y Wilcoxon de los cuatro biomarcadores para PCa versus pacientes negativos de biopsia en ADN 
de orina. Las sensibilidades se dan para especificidades de 50%, 80%, 90% y 95%. B, la Tabla compara los valores p 
de AUC y de Wilcoxon de los cuatro biomarcadores para PCa versus pacientes negativos de biopsia en ADN de 15
plasma. Las sensibilidades se dan para especificidades de 50%, 80%, 90% y 95%. C, la Tabla compara los valores p 
de AUC y de Wilcoxon de los biomarcadores relacionados con PSA para PCa versus pacientes negativos de biopsia. 
Las sensibilidades se dan para especificidades de 50%, 80%, 90% y 95%. D, curvas ROC para los biomarcadores 
PCa individuales en ADN de orina.

La Figura 8 muestra el rendimiento de biomarcadores CARTPT. La Figura 8A muestra el rendimiento de 20
biomarcadores CARTPT en la discriminación del PCa a partir de tejidos benignos (metilación media logarítmica medida 
por medio de PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR); Ejemplo 2) y la Figura 8B muestra el rendimiento de 
biomarcadores CARTPT en la discriminación del PCa de la orina del paciente de biopsia negativa (izquierda de la 
curva ROC, derecha metilación media logarítmica medida mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 3).

La Figura 9 muestra el rendimiento de biomarcadores CX43/GJA1. La Figura 9A muestra el rendimiento de 25
biomarcadores CX43/GJA1 en la discriminación de PCa a partir de tejidos benignos (metilación media logarítmica 
medida mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 2) y la Figura 9B muestra el rendimiento de biomarcadores 
CX43/GJA1 en la discriminación de PCa de la orina del paciente de biopsia negativa (izquierda de la curva ROC, 
derecha metilación media logarítmica medida mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 3).

La Figura 10 muestra el rendimiento de biomarcadores GPR68 en la discriminación de tejidos de PCa de suma alta 30
de Gleason a partir de PCa de suma baja de Gleason (metilación media logarítmica medida mediante qPCR en tiempo 
real; Ejemplo 2). 15/26 (58%) Gleason 8/9; 3/12 (25%) Gleason 5/6; AUC = 0.66; p de Wilcoxon = 0.05 Gleason 9-10 
vs. 5-8 (Los números de 5-9 en el diagrama indican las puntuaciones de Gleason 5, 6, 7, 8, y 9).

La Figura 11 muestra el rendimiento de biomarcadores FGF 13. La Figura 11A muestra el rendimiento de 
biomarcadores FGF 13 en la discriminación del PCa a partir de tejidos benignos (metilación media logarítmica medida 35
mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 2) y la Figura 11B muestra el rendimiento de biomarcadores FGF 13 en la 
discriminación de PCa de la orina del paciente de biopsia negativa (izquierda curva ROC, derecha metilación media 
logarítmica medida mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 3).

La Figura 12 muestra el rendimiento de biomarcadores SPG20. La Figura 12A muestra el rendimiento de 
biomarcadores SPG20 en la discriminación de PCa a partir de tejidos benignos (metilación media logarítmica medida 40
mediante qPCR en tiempo real, Ejemplo 2) y la Figura 12B muestra el rendimiento de biomarcadores SPG20 de PCa
de orina del paciente de biopsia negativa (izquierda curva ROC, derecha metilación media logarítmica medida 
mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 3).

La Figura 13 muestra el rendimiento de biomarcadores NKX2-6 en la discriminación del PCa a partir de tejidos 
benignos (metilación media logarítmica medida por medio de qPCR en tiempo real, Ejemplo 2).45

La Figura 14 muestra el rendimiento de biomarcadores RARB en la discriminación de PCa a partir de tejidos benignos 
(metilación media logarítmica medida mediante qPCR en tiempo real, Ejemplo 2).

La Figura 15 muestra el rendimiento de biomarcadores PDE4D en la discriminación de PCa a partir de tejidos benignos 
(metilación media logarítmica medida por medio de qPCR en tiempo real, Ejemplo 2).

La Figura 16 muestra el rendimiento de biomarcadores MN1. La Figura 16A muestra el rendimiento de biomarcadores 50
MN1 en la discriminación de PCa a partir de tejidos benignos (metilación media logarítmica medida mediante qPCR 
en tiempo real, Ejemplo 2) y la Figura 16B muestra el rendimiento de biomarcadores MN1 en la discriminación de PCa
de orina del paciente de biopsia negativa (izquierda curva ROC, derecha metilación media logarítmica medida 
mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 3).
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La Figura 17 muestra el rendimiento de biomarcadores KLF8. La Figura 17A muestra el rendimiento de biomarcadores 
KLF8 en la discriminación de PCa a partir de tejidos benignos (metilación media logarítmica medida mediante qPCR 
en tiempo real, Ejemplo 2) y la Figura 17B muestra el rendimiento de biomarcadores KLF8 en la discriminación del 
PCa de orina del paciente de biopsia negativa (izquierda curva ROC, derecha metilación media logarítmica medida 
mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 3).5

La Figura 18 muestra el rendimiento de biomarcadores M0BKL2B. La Figura 18A muestra el rendimiento de 
biomarcadores MOBKL2B en la discriminación del PCa a partir de tejidos benignos (metilación media logarítmica 
medida mediante qPCR en tiempo real, Ejemplo 2) y la Figura 18B muestra el rendimiento de biomarcadores M0BKL2B 
del PCa de orina del paciente de biopsia negativa (izquierda curva ROC, derecha metilación media logarítmica medida 
mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 3).10

La Figura 19 muestra el rendimiento de biomarcadores HIST1H2BD en la discriminación del PCa a partir de tejidos 
benignos (metilación media logarítmica medida mediante qPCR en tiempo real, Ejemplo 2).

La Figura 20 muestra el rendimiento de biomarcadores NFATC3. La Figura 20A muestra el rendimiento de 
biomarcadores NFATC3 en la discriminación del PCa a partir de tejidos benignos (metilación media logarítmica medida 
mediante qPCR en tiempo real, Ejemplo 2) y la Figura 20B muestra el rendimiento de biomarcadores NFATC3 en la 15
discriminación del PCa de orina del paciente de biopsia negativa (izquierda curva ROC, derecha metilación media 
logarítmica medida mediante qPCR en tiempo real; Ejemplo 3).

Resumen de la invención

La presente invención provee métodos y usos para detectar trastornos proliferativos de células de próstata de acuerdo 
con las reivindicaciones adjuntas.20

Preferiblemente, se analiza una pluralidad de genes (en adelante también denominado como un "panel de genes"). 
Preferiblemente se analizan 2, 3 o 4 genes. En una realización del método dicho panel comprende junto a NFATC3 al 
menos un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-
1 ; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; MN1 ; 
KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 y/o25
EXÓN 2); y/o sus promotores o regiones reguladoras. Preferiblemente, dicho grupo comprende el gen HIST1H4K.

El método para detectar trastornos proliferativos de células de la próstata comprende detectar la presencia o ausencia 
de metilación de CpG dentro de NFATC3, en donde la presencia de metilación indica la presencia de trastornos 
proliferativos de células de próstata, más específicamente, carcinoma de próstata.

Dicho método comprende las siguientes etapas: i) poner en contacto el ADN genómico aislado de una muestra 30
biológica (preferiblemente seleccionado del grupo que consiste de la eyaculación, plasma sanguíneo, suero 
sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre) obtenida del sujeto con al 
menos un reactivo, o serie de reactivos que distinguen entre dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de al 
menos uno y más preferiblemente una pluralidad de regiones objetivo del ADN genómico, en donde la secuencia de 
nucleótidos de dicha región objetivo comprende al menos una secuencia de dinucleótido CpG de NFACTC3 y ii) 35
detectar el carcinoma, al menos en parte.

Preferiblemente, se analiza una pluralidad de genes (en adelante también se denomina "panel de genes") como se 
describe anteriormente.

Preferiblemente, la región objetivo comprende, o se hibrida bajo condiciones restrictivas con una secuencia de al 
menos 16, 50, 100 o 500 nucleótidos contiguos de SEQ ID NO: 50 (NFATC3) y al menos una secuencia seleccionada 40
del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-49 y 51-65 para el al menos un gen adicional.

Dicho uso del al menos un gen adicional puede ser permitido por medio de cualquier análisis de la expresión del gen, 
por medio de análisis de la expresión de ARNm o análisis de la expresión de proteínas. Sin embargo, en la realización 
más preferida esto es permitido por medio de análisis del estado de metilación del al menos un gen adicional 
seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; 45
ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; MN1; KLF8; FGF13; 
NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); y/o su 
promotor o elementos reguladores.

Preferiblemente, se analiza una pluralidad de genes (en adelante también se denomina "panel de genes") como se 
describe anteriormente.50

Preferiblemente, la fuente de la muestra de prueba se selecciona del grupo que consiste de células o líneas celulares, 
cortes histológicos, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculado, orina, sangre, y 
combinaciones de los mismos. Más preferiblemente, la fuente se selecciona del grupo que consiste de eyaculado, 
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orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre 
obtenida del sujeto.

Específicamente, la presente invención provee un método para detectar el cáncer de próstata adecuado para uso en 
una herramienta de diagnóstico, que comprende: obtener una muestra biológica que comprende ácido(s) nucleico 
genómico; poner en contacto el ácido(s) nucleico, o un fragmento del mismo, con un reactivo o una pluralidad de 5
reactivos suficientes para distinguir entre secuencias de dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de al 
menos uno y más preferiblemente una pluralidad de secuencias objetivo del ácido nucleico del sujeto, en donde cada 
una de dichas secuencias objetivo comprende, o se hibrida bajo condiciones restrictivas con, una secuencia que 
comprende al menos 16, 50, 100 o 500 nucleótidos contiguos de una secuencia de SEQ ID NO: 50 y opcionalmente 
además una secuencia de seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-49 y 51-65, comprendiendo 10
dicho nucleótidos contiguos al menos una secuencia de dinucleótido CpG; y determinar, basado en al menos en parte 
sobre dicho distintivo, el estado de metilación de al menos uno y más preferiblemente una pluralidad de secuencia 
dinucleótido CpG objetivo, o un promedio, o un valor que refleja un estado medio de metilación promedio de una 
pluralidad de secuencias de dinucleótidos CpG objetivo.

Preferiblemente, distinguiendo entre las secuencias de dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de la 15
secuencia objetivo comprende la conversión o no conversión dependiente del estado de metilación de al menos una
de tales secuencia de dinucleótido CpG a la secuencia de dinucleótido convertido o no convertido correspondiente 
dentro de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 5-20; 66-181, y regiones contiguas de 
los mismos que corresponden a la secuencia objetivo.

Realizaciones adicionales proveen un método para la detección de trastornos proliferativos de células de próstata, lo 20
más preferiblemente, cáncer de próstata que comprende: obtener una muestra biológica que tiene ADN genómico 
sometido; extraer el ADN genómico; tratar el ADN genómico, o un fragmento del mismo, con uno o más reactivos para 
convertir bases de citosina no metiladas en posición 5 en uracilo o en otra base que es detectable diferente a la citosina 
en términos de propiedades de hibridación; poner en contacto el ADN genómico tratado, o el fragmento tratado del 
mismo, con una enzima de amplificación y al menos dos cebadores que comprenden, en cada caso una secuencia 25
contigua de al menos 9 nucleótidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones restrictivas o 
rigurosas a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 92-93; 0 150-151, y complementos de 
los mismos, en donde el ADN tratado o el fragmento del mismo o bien se amplifica para producir un amplificado, o no 
se amplifica; y determinar, sobre la base de una presencia o ausencia de, o en una propiedad de dicho amplificado, el 
estado de metilación o un promedio, o un valor que refleja un promedio del nivel de metilación de al menos uno, pero 30
más preferiblemente una pluralidad de dinucleótidos CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de
SEQ ID NO:50.

Preferiblemente, comprende la determinación del uso de al menos un método seleccionado del grupo que consiste 
de: i) hibridación en al menos una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia contigua en al menos 9 
nucleótidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas 35
a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 92-93; o 151-151, y complementos del mismo; 
ii) hibridar al menos una molécula de ácido nucleico, unida a una fase sólida, que comprende una secuencia contigua 
de al menos 9 nucleótidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones moderadamente 
rigurosas o rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 92-93; o 151-151, y 
complementos del mismo; iii) hibridar al menos una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia 40
contigua de al menos 9 nucleótidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones 
moderadamente rigurosas o rigurosas a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 92-93; o 
151-151, y complementos del mismo, y que se extiende al menos una de tales moléculas de ácido nucleico hibridado 
por al menos una base de nucleótido; y iv) la secuenciación del amplificado.

Se describen además nuevas secuencias genómicas y químicamente modificadas de ácidos nucleicos, así como los 45
oligonucleótidos y/o oligómeros PNA para el análisis de los patrones de metilación de citosina dentro de las secuencias 
del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65.

Descripción detallada de la invención

Definiciones:

El término "Relación Observado/Esperado" ( "Relación O/E") se refiere a la frecuencia de dinucleótidos CpG dentro 50
de una secuencia de ADN particular, y corresponde al [número de sitios de CpG/(número de bases C x número de 
bases G)]/longitud de banda para cada fragmento.

El término "isla CpG" se refiere a una región contigua de ADN genómico que satisface los criterios de (1) que tiene 
una frecuencia de dinucleótidos CpG que corresponde a un "Relación observado/Esperado" > 0.6, y (2) que tiene un 
"contenido GC" > 0.5. Las islas CpG son típicamente, pero no siempre, entre aproximadamente 0.2 hasta 55
aproximadamente 1 kb, o hasta aproximadamente 2 kb de longitud.
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El término "estado de metilación" o "estatus de metilación" se refiere a la presencia o ausencia de 5-metilcitosina ("5-
mCyt") en uno o una pluralidad de dinucleótidos CpG dentro de una secuencia de ADN. Los estados de metilación en 
uno o más sitios de metilación CpG particulares (que tienen cada uno dos secuencias de dinucleótidos CpG) dentro 
de una secuencia de ADN incluyen "no metilado", "totalmente metilado" y "hemimetilado".

El término "hemi-metilación" o " hemimetilación" se refiere al estado de metilación de un ADN de doble cadena en 5
donde solamente una de las cadenas de la misma está metilado.

El término "AUC como se usa aquí es una abreviatura para el área bajo una curva. En particular, se refiere al área 
bajo una curva característica de funcionamiento del receptor (ROC). La curva ROC es una gráfica de la tasa de 
verdadero positivo contra la tasa de positivos falsos para los diferentes puntos de corte posibles de una prueba 
diagnóstica. Se muestra el compromiso entre la sensibilidad y la especificidad dependiendo del punto de corte 10
seleccionado (cualquier incremento en la sensibilidad vendrá acompañado por una disminución en la especificidad). 
El área bajo una curva ROC (AUC) es una medida de la exactitud de una prueba de diagnóstico (cuanto mayor sea el 
área mejor, el óptimo es 1, una prueba aleatoria tendría una curva ROC recostada sobre la diagonal con un área de 
0.5; para la referencia: J.P. Egan. Signal Detection Theory and ROC Analysis, Academic Press, New York, 1975).

El término "hipermetilación" se refiere al estado de metilación promedio que corresponde a un incremento de la 15
presencia de 5-mCyt en uno o una pluralidad de dinucleótidos CpG dentro de una secuencia de ADN de una muestra 
de ADN de prueba, con relación a la cantidad de 5-mCyt encontrado en los dinucleótidos CpG correspondientes dentro 
de una muestra normal de ADN de control.

El término "hipometilación" se refiere al estado de metilación promedio que corresponde a una presencia disminuida 
de 5-mCyt en uno o una pluralidad de dinucleótidos CpG dentro de una secuencia de ADN de una muestra de ADN 20
de prueba, con relación a la cantidad de 5-mCyt encontrada en dinucleótidos CpG correspondientes dentro de una 
muestra normal de ADN de control.

El término "microarreglo" se refiere ampliamente a ambos "microarreglos de ADN," y  chip(s) de ADN como se 
reconoce en la técnica, abarca todos los soportes sólidos reconocidos en la técnica, y abarca todos los métodos para 
fijar moléculas de ácido nucleico a los mismos o la síntesis de ácidos nucleicos sobre los mismos.25

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

"Parámetros epigenéticos" son, en particular, metilación de citosina. Parámetros epigenéticos adicionales incluyen, 
por ejemplo, la acetilación de histonas que, sin embargo, no se puede analizar directamente usando el procedimiento 30
descrito pero que, a su vez, se correlacionan con la metilación del ADN.

El término "reactivo de bisulfito" se refiere a un reactivo que comprende bisulfito, bisulfito, sulfito de hidrógeno o 
combinaciones de los mismos, útiles como se divulgan aquí para distinguir entre las secuencias de dinucleótidos CpG 
metilados y no metilados.

El término "ensayo de metilación" se refiere a cualquier ensayo para determinar el estado de metilación de una o más 35
secuencias de dinucleótidos CpG dentro de una secuencia de ADN.

El término "MS.AP-PCR" (reacción en cadena de la polimerasa cebada arbitrariamente sensible a la metilación) se 
refiere a la tecnología reconocido en la técnica que permite un barrido global del genoma usando cebadores ricos en 
CG para enfocarse en las regiones con mayor probabilidad de contener dinucleótidos CpG, y descrito por Gonzalgo 
et al., Cancer Research 57:594-599, 1997.40

El término "MethyLight™" se refiere a la técnica de PCR en tiempo real basada en fluorescencia reconocida en la 
técnica, descrita por Eads et al., Cancer Res. 59: 2302-2306, 1999.

El término ensayo de "HeavyMetil™", en la realización del mismo implementado aquí, se refiere a un ensayo, en donde 
las sondas de bloqueo específicas de la metilación (también denominadas aquí como bloqueadoras) que cubre las 
posiciones de CpG entre, o cubierta por los cebadores de amplificación permiten la amplificación selectiva específica 45
de metilación de una muestra de ácido nucleico.

El término ensayo de "HeavyMetil ™ MethyLight™", en la realización del mismo implementado aquí, se refiere a un 
ensayo de HeavyMethyl™ MethyLight™, que es una variación del ensayo MethyLight™, en donde el ensayo de 
MethyLight™ se combina con las sondas de bloqueo de metilación específica cubriendo las posiciones de CpG entre 
los cebadores de amplificación.50

El término "Ms-SNuPE" (Extensión del cebador de un solo nucleótido sensible a la metilación) se refiere al ensayo 
reconocido en la técnica descrito por Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997.
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El término "MSP" (PCR específica de la metilación) se refiere al ensayo de metilación reconocido en la técnica descrito 
por Herman et al. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93: 9821 a 9826, 1996, y en la Patente US No. 5,786,146.

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

El término "MCA" (Amplificación de una isla CpG metilada) se refiere al ensayo de metilación descrito por Toyota et 5
al., Cancer Res. 59: 2307-12, 1999, y en el documento WO 00/26401 A1.

El término "hibridación" ha de entenderse como un enlace de un oligonucleótido con una secuencia complementaria 
a lo largo de las líneas de los emparejamientos de bases de Watson-Crick en el ADN de muestra, que forma una 
estructura dúplex.

"Condiciones de hibridación rigurosas", tal como se definen aquí, involucran la hibridación a 68ºC en 5x SSC/solución 10
de Denhardt 5x/1.0% de SDS, y el lavado en 0.2x SSC/0.1% de SDS a temperatura ambiente, o involucra el 
equivalente del mismo reconocido en la técnica (por ejemplo, condiciones en las que se lleva a cabo una hibridación 
a 60°C en regulador 2.5 x SSC, seguido por varias etapas de lavado a 37°C en una concentración baja de regulador, 
y se mantiene estable). Las condiciones moderadamente rigurosas, como se define aquí, involucrar la inclusión del 
lavado en 3x SSC a 42°C, o su equivalente reconocido en la técnica. Los parámetros de concentración de sal y de15
temperatura se pueden variar para lograr el nivel óptimo de identidad entre la sonda y el ácido nucleico objetivo. La 
orientación con respecto a tales condiciones está disponible en la técnica, por ejemplo, por Sambrook et al., 1989, 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y. .; y Ausubel et al. (eds.), 1995, Current 
Protocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.) en la Unidad 2.10.

Los términos "Enzimas de restricción específicas de la metilación" o "enzimas de restricción sensibles a la metilación" 20
deberán interpretarse únicamente como una enzima que digiere selectivamente un ácido nucleico dependiente del 
estado de metilación de su sitio de reconocimiento. En el caso de tales enzimas de restricción que cortan 
específicamente si el sitio de reconocimiento no está metilado o hemimetilado, el corte no se llevará a cabo, o con una 
eficiencia significativamente reducida, si el sitio de reconocimiento está metilado. En el caso de tales enzimas de 
restricción que cortan específicamente si el sitio de reconocimiento está metilado, el corte no se llevará a cabo, o con 25
una eficiencia significativamente reducida si el sitio de reconocimiento no está metilado. Se prefieren las enzimas de 
restricción específicas de la metilación, la secuencia de reconocimiento de los cuales contiene un dinucleótido CG (por 
ejemplo cgcg o cccggg). Se prefieren además para algunas realizaciones enzimas de restricción que no cortan si la 
citosina en este dinucleótido es metilado en el átomo de carbono C5.

"Enzimas de restricción no específicas a la metilación " o "enzimas de restricción no sensibles a la metilación" son 30
enzimas de restricción que cortan una secuencia de ácido nucleico con independencia del estado de metilación con 
una eficiencia casi idéntica. También se les llama "enzimas de restricción inespecíficas de metilación."

En referencia a las secuencias del arreglo compuesto, la frase "nucleótidos contiguos" se refiere a una región de 
secuencia contigua de cualquier secuencia contigua individual del arreglo compuesto, pero no incluye una región de 
la secuencia del arreglo compuesto que incluye un "nodo", como se define aquí más arriba.35

Los términos " RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; 
CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; 
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); "se entenderá que incluyen todas 
las variantes de transcripción de los mismos y todos los promotores y elementos reguladores de los mismos. 
Adicionalmente puesto que se conoce una pluralidad de los SNP dentro de dichos genes, el término debe entenderse 40
incluyendo todas las variantes de la secuencia misma.

Se describe un método para la detección de carcinoma en un sujeto que comprende la determinación de los niveles 
de expresión de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; 
MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTDI (KRAS); 
ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 45
(REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); en una muestra biológica aislada de dicho sujeto en donde la subexpresión 
y/o la metilación CpG es indicativa de la presencia o clase de dicho trastorno. Dichos marcadores pueden ser utilizados 
para el diagnóstico de cáncer de próstata incluyendo la detección temprana durante las etapas de precancerosas de 
la enfermedad. Los marcadores son particularmente eficientes en la detección de trastornos proliferativos de células 
de próstata malignos tales como el carcinoma de próstata, proveyendo de ese modo medios mejorados para la 50
detección precoz, la clasificación y el tratamiento de dichos trastornos.

La modificación con bisulfito del ADN es una herramienta reconocida en la técnica utilizada para evaluar el estatus de 
metilación de CpG. La 5-metilcitosina es la modificación de base covalente más frecuente en el ADN de las células 
eucariotas. Desempeña un papel, por ejemplo, en la regulación de la transcripción, en la impronta genética, y en la 
tumorigénesis. Por lo tanto, la identificación de 5-metilcitosina como componente de información genética es de un 55
interés considerable. Sin embargo, las posiciones de 5-metilcitosina no pueden ser identificadas por secuenciación, 
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porque la 5-metilcitosina tiene el mismo comportamiento de apareamiento de bases que la citosina. Por otra parte, la 
información epigenética transportada por la 5-metilcitosina se pierde completamente, por ejemplo, durante la 
amplificación por PCR.

El método más frecuentemente utilizado para el análisis del ADN por la presencia de 5-metilcitosina se basa en el 
reacción específica del bisulfito con la citosina por medio de la cual, tras la subsecuente hidrólisis alcalina, la citosina 5
se convierte en uracilo que corresponde a la timina en su comportamiento de apareamiento de bases. 
Significativamente, sin embargo, la 5-metilcitosina permanece sin modificar bajo estas condiciones. Por consiguiente, 
el ADN original se convierte de tal manera que la metilcitosina, que originalmente no podría distinguirse de la citosina 
por su comportamiento de hibridación, ahora puede ser detectada como la única citosina restante utilizando técnicas 
estándar de biología molecular reconocidas en la técnica, por ejemplo, por amplificación e hibridación, o por 10
secuenciación. Todas estas técnicas se basan en las propiedades diferenciales de apareamiento de bases, que ahora 
pueden ser totalmente explotadas.

La técnica anterior, en términos de sensibilidad, se define mediante un método que comprende encerrar el ADN que 
se va a analizar en una matriz de agarosa, evitando así la difusión y renaturalización del ADN (el bisulfito sólo reacciona 
con ADN monocatenario), y la sustitución de todas las etapas de precipitación y purificación con diálisis rápida (Olek 15
A, et al., A modified and improved method for bisulfite based cytosine methylation analysis, Nucleic Acids Res. 24: 
5064-6, 1996). Por lo tanto, es posible analizar las células individuales para el estado de metilación, ilustrando la 
utilidad y sensibilidad del método. Una visión general de los métodos reconocidos en el arte para detectar 5-
metilcitosina es proporcionada por Rein, T., et al., Nucleic Acids Res., 26: 2.255, 1998.

La técnica del bisulfito, salvo algunas excepciones (por ejemplo, Zeschnigk M, et al., Eur J Hum Genet. 5: 94 - 98, 20
1997), solo se usa actualmente en investigación. En todos los casos, se amplifican fragmentos específicos cortos de 
un gen conocido después del tratamiento con bisulfito, y, o bien secuenciados completamente (Olek and Walter, Nat 
Genet. 1997 17: 275 - 6, 1997), sometidos a una o más reacciones de extensión del cebador (Gonzalgo and Jones, 
Nucleic Acids Res, 25:  2529 - 31, 1997; el documento WO 95/00669, la patente US No. 6.251.594) para analizar las 
posiciones individuales de citosina, o tratado por digestión enzimática (Xiong y Laird, Nucleic Acids Res., 25: 2532 -25
4, 1997). La detección por hibridación también ha sido descrita en la técnica (Olek y colaboradores, WO 99/28498). 
Además, se ha descrito el uso de la técnica del bisulfito para la detección de metilación con respecto a los genes 
individuales (Grigg y Clark, Bioessays, 16: 431 - 6, 1994; Zeschnigk M, et al., Hum Mol Genet, 6: 387-95, 1997; Feil 
R, et al., Nucleic Acids Res, 22: 695 -, 1994; Martin V, et al., Gene, 157: 261 - 4, 1995; los documentos WO 9746705 
y WO 9515373).30

La presente invención provee el uso de la técnica de bisulfito, en combinación con uno o más ensayos de metilación, 
para la determinación del estado de metilación de secuencias de dinucleótidos CpG dentro de SEQ ID NO: 50 y 
opcionalmente además la SEQ ID NO: 1-4; 37-49 y 51-65. Los dinucleótidos CpG metilados genómicos pueden ser 
metilados o no metilados (alternativamente conocidos como metilados arriba y abajo, respectivamente). Sin embargo, 
los métodos de la presente invención son adecuados para el análisis de muestras biológicas de naturaleza 35
heterogénea, por ejemplo, una baja concentración de células tumorales dentro de un fondo de sangre o de eyaculado. 
En consecuencia, al analizar el estado de metilación de una posición de CpG dentro de tal muestra la persona experta 
en la técnica puede usar un ensayo cuantitativo para determinar el nivel (por ejemplo, porcentaje, fracción, relación, 
proporción o grado) de la metilación en una posición de CpG particular en oposición a un estado de metilación. De 
acuerdo con el término estatus de metilación o estado de metilación también se deben tomar en el sentido de un valor 40
que refleja el grado de metilación en una posición CpG. A menos que se indique específicamente los términos 
“hipermetilado” o “sobremetilado” deben ser considerados que significan un nivel de metilación por encima de la de un 
punto de corte especificado, en donde dicho corte puede ser un valor que representa el nivel de metilación promedio 
o medio para una población dada o es preferiblemente un nivel de corte optimizado. El "corte también se denomina 
aquí como “umbral". En el contexto de la presente invención, los términos “metilado” “hipermetilado” o “sobremetilado” 45
se tendrán que incluir un nivel de metilación por encima de la línea de corte que sea cero (0)% de metilación (o sus 
equivalentes) para todas las posiciones CpG dentro y asociadas con (por ejemplo, en promotor o regiones reguladoras) 
los genes RASSF2A genes; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; 
CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; 
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2).50

De acuerdo con la presente invención, la determinación del estatus de metilación de secuencias de dinucleótidos CpG 
dentro de SEQ ID NO: 50 y opcionalmente además la SEQ ID NO: 1-4; 37-49 y 51-65 tiene utilidad en el diagnóstico 
de cáncer de próstata.

Procedimientos de ensayo de metilación. Se conocen en la técnica diversos procedimientos de ensayo de metilación, 
y se pueden utilizar en conjunción con la presente invención. Estos ensayos permiten la determinación del estado de 55
metilación de uno o una pluralidad de dinucleótidos CpG (por ejemplo, islas de CpG) dentro de una secuencia de ADN. 
Tales ensayos involucran, entre otras técnicas, la secuenciación de ADN del ADN tratado con bisulfito, PCR (para la 
amplificación específica de secuencia), análisis de transferencia tipo Southern, y el uso de enzimas de restricción 
sensibles a la metilación.
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Por ejemplo, la secuenciación genómica se ha simplificado para el análisis de los patrones de metilación de ADN y la 
distribución de 5-metilcitosina usando tratamiento con bisulfito (Frommer et al, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 89:1827-
1831, 1992). Además, se utiliza la digestión con enzimas de restricción de productos de PCR amplificados a partir de 
ADN convertido con bisulfito, por ejemplo, el método descrito por Sadri & Hornsby (Nucl Acids Res 24:.. 5058-5059, 
1996), o COBRA (Análisis de restricción combinado bisulfito) (Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25: 2532-2534, 1997).5

COBRA. El análisis COBRATM es un ensayo de metilación cuantitativo útil para determinar los niveles de metilación 
del ADN en los loci de genes específicos en cantidades pequeñas de ADN genómico (Xiong y Laird, Nucleic Acids 
Res. 25: 2532 - 2534, 1997). En resumen, la digestión con enzimas de restricción se utiliza para revelar las diferencias 
de secuencia que dependen de la metilación en los productos de la PCR de ADN tratado con bisulfito de sodio. Se 
introducen primero las diferencias de la secuencia que dependen de la metilación en el ADN genómico mediante 10
tratamiento estándar con bisulfito de acuerdo con el procedimiento descrito por Frommer et al., (Proc Natl Acad Sci 
EE.UU. 89: 1827 - 1831, 1992). Se lleva a cabo luego la amplificación por PCR del ADN convertido con bisulfito 
utilizando cebadores específicos para las islas CpG de interés, seguido por la digestión con endonucleasas de 
restricción, electroforesis en gel, y la detección mediante sondas de hibridación específicas marcadas. Los niveles de 
metilación en la muestra original de ADN están representados por las cantidades relativas del producto PCR digerido 15
y no digerido de una forma linealmente cuantitativa a través de un amplio espectro de niveles de metilación del ADN. 
Además, esta técnica puede ser aplicada de forma confiable al ADN obtenido a partir de muestras de tejido 
microseccionadas embebidas en parafina.

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se pueden encontrar en un kit típico basado en COBRATM) para el análisis 
COBRATM pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para un gen específico (o una secuencia de ADN 20
tratada con bisulfito o una isla CpG); una enzima de restricción y regulador apropiado; oligo de hibridación en el gen; 
oligo de hibridación de control; un kit de marcación de quinasa para la sonda oligo; y nucleótidos marcados. Además, 
los reactivos de conversión con bisulfito pueden incluir: regulador de desnaturalización de ADN; regulador de 
sulfonación; reactivos o kits de recuperación del ADN (por ejemplo, precipitación, ultrafiltración, columna de afinidad); 
regulador de desulfonación; y componentes de recuperación del ADN.25

Preferiblemente, ensayos tales como las reacciones "MethyLightTM" (técnica de PCR en tiempo real basada en 
fluorescencia) (Eads ET AL., Cancer Res. 59: 2302 - 2306, 1999), Ms-SNuPE ™ (extensión del cebador de un solo 
nucleótido sensible a la metilación) (Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res 25: 2529 - 2531, 1997), PCR específica 
para metilación ("MSP"; Herman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93: 9821 - 9826, 1996; patente US No. 5.786.146), 
y amplificación de la isla CpG metilada ("MCA"; Toyota et al., Cancer Res. 59: 2307 - 12, 1999) se usan solos o en 30
combinación con otro de estos métodos.

El ensayo "Heavy Methyl™", la técnica es un método cuantitativo para la evaluación de diferencias de metilación 
basadas en la amplificación específica de metilación de ADN tratado con bisulfito. Las sondas de bloqueo específicas 
de metilación (también denominados en este documento como bloqueadores) que cubre las posiciones de CpG entre, 
o cubiertas por los cebadores de amplificación permiten la amplificación selectiva específica de metilación de una 35
muestra de ácido nucleico.

El término ensayo de "Heavy Methyl™ MethyLight™", en la realización del mismo implementado en el presente 
documento, se refiere a un ensayo de HeavyMethyl™ MethyLight™, que es una variación del ensayo MethyLight™, 
en donde el ensayo de MethyLight™ se combina con las sondas de bloqueo específicas de metilación que cubren las 
posiciones de CpG entre los cebadores de amplificación. El ensayo HeavyMethyl™ también se puede usar en 40
combinación con cebadores de amplificación específica de metilación.

Reactivos típicos (por ejemplo, como podría encontrarse en un kit típico basado en MethyLight D) para el análisis 
HeavyMethyl™ pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para los genes específicos (o secuencia de 
ADN tratada con bisulfito o isla CpG); el bloqueo de los oligonucleótidos; reguladores de PCR optimizados y 
desoxinucleótidos; y Taq polimerasa.45

MSP. La MSP (PCR específica para metilación) permite evaluar el estatus de metilación de virtualmente cualquier 
grupo de sitios CpG dentro de una isla CpG, independientemente del uso de enzimas de restricción sensibles a la 
metilación (Herman y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93: 9821 - 9826, 1996; patente de los Estados 
Unidos No. 5.786.146). En resumen, el ADN se modifica mediante la conversión con bisulfito de sodio de todas las 
citosinas no metiladas, pero no las citosinas metiladas en uracilo, y posteriormente amplificadas con cebadores 50
específicos para ADN metilado versus no metilado. MSP requiere solamente pequeñas cantidades de ADN, es 
sensible a 0.1% de alelos metilados de un locus dado de una isla CpG, y se puede realizar en ADN extraído de 
muestras incluidas en parafina. Los reactivos típicos (por ejemplo, como se pueden encontrar en un kit típico basado 
en MSP) para el análisis con MSP pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR metilados y no metilados 
para un gen específico (o secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG), reguladores optimizados para PCR y 55
desoxinucleótidos, y sondas específicas.

MethyLightTM. El ensayo MethyLightMR es un ensayo de metilación cuantitativa de alto rendimiento que utiliza 
tecnología PCR en tiempo real con base en fluorescencia (TaqMan ™) que no requiere manipulaciones adicionales 
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después de la etapa de PCR (Eads et al., Cancer Res. 59: 2302 - 2306, 1999). En resumen, el proceso MethyLightTM

comienza con una muestra mixta de ADN genómico que se convierte, en una reacción con bisulfito de sodio, en una 
combinación mixta de diferencias de secuencia que dependen de la metilación de acuerdo con procedimientos 
estándar (el proceso con bisulfito convierte los residuos de citosina no metilados en uracilo). La PCR basada en 
fluorescencia se realiza en una reacción "sesgada" (con cebadores de PCR que se superponen en los dinucleótidos 5
CpG conocidos). La discriminación de la secuencia puede ocurrir ya sea a nivel del proceso de amplificación o a nivel 
del proceso de detección por fluorescencia.

El ensayo MethyLightTM puede ser usado como una prueba cuantitativa para los patrones de metilación en la muestra 
de ADN genómico, en donde la discriminación de la secuencia se presenta al nivel de la hibridación de la sonda. En 
esta versión cuantitativa, la reacción PCR provee una amplificación específica de metilación en presencia de una 10
sonda fluorescente que se superpone a un sitio particular de metilación putativa. Se proporciona un control no sesgado 
para la cantidad de ADN de entrada mediante una reacción en la que ni los cebadores, ni la sonda recubren ninguno 
de los dinucleótidos CpG. Alternativamente, se logra una prueba cualitativa para la metilación genómica mediante 
sondeo de la combinación PCR sesgada, ya sea con oligonucleótidos de control que no "cubren" sitios de metilación 
conocidos (una versión con base en fluorescencia de la técnica "MSP"), o con los sitios de metilación potenciales que 15
cubren los oligonucleótidos.

El proceso MethyLight™ se puede utilizar con cualquier sonda adecuada, por ejemplo "TaqMan®", LightCycler® etc. 
Por ejemplo, el ADN genómico de doble cadena se trata con bisulfito de sodio y es sometido a uno de los dos conjuntos 
de reacciones de PCR usando sondas TaqMan®; por ejemplo, con los cebadores de MSP y/u oligonucleótidos 
bloqueadores de HeavyMethyl y sonda TaqMan®. La sonda TaqMan® está doblemente marcada con moléculas 20
"reporteras" e "inactivadoras" fluorescentes, y se diseña para ser específica para una región con contenido 
relativamente alto de GC de manera que se funde a aproximadamente 100ºC de temperatura más alta en el ciclo de 
PCR que los cebadores directos e inversos. Esto permite que la sonda TaqMan® permanezca hibridada 
completamente durante la etapa de hibridación/extensión de la PCR. A medida que la Taq polimerasa sintetiza 
enzimáticamente una nueva cadena durante la PCR, eventualmente alcanza la sonda TaqMan® hibridada. La 25
actividad 5’ a 3’ endonucleasa de la Taq polimerasa desplazará entonces la sonda Taqman® digiriéndola para liberar 
la molécula reportera fluorescente para detección cuantitativa de su señal ahora no inactivada usando un sistema de 
detección de fluorescencia en tiempo real.

Los reactivos típicos (por ejemplo, como los que se pueden encontrar en un kit típico con base en MethyLightD) para 
el análisis MethyLightTM pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para un gen específico (o secuencia 30
de ADN tratada con bisulfito o isla CpG); sondas TaqMan®; o sondas Lightcycler®, reguladores optimizados para PCR 
y desoxinucleótidos; y Taq polimerasa.

El ensayo de QM™ (metilación cuantitativa) es una prueba cuantitativa alternativa para los patrones de metilación en 
muestras de ADN genómico, en donde la discriminación de secuencia ocurre a nivel de la hibridación de la sonda. En 
esta versión cuantitativa, la reacción de PCR provee amplificación no sesgada en presencia de una sonda fluorescente 35
que superpone un sitio de metilación putativo particular. Un control no sesgado para la cantidad de ADN de entrada 
es provee por una reacción en la que ni los cebadores, ni la sonda recubren ningún dinucleótido CpG. 
Alternativamente, una prueba cualitativa para la metilación genómica se logra mediante el sondeo de la combinación 
PCR sesgada, ya sea con oligonucleótidos de control que no "cubren" sitios de metilación conocidos (una versión 
basada en fluorescencia de las técnicas HeavyMethyl™ y MSP), o con oligonucleótidos que cubren sitios potenciales 40
de metilación.

El proceso QM™ puede utilizarse con cualquier sonda adecuada, por ejemplo "TaqMan®", LightCycler® etc., en el 
proceso de amplificación. Por ejemplo, el ADN genómico de doble cadena se trata con bisulfito de sodio y se somete 
a cebadores no sesgados y la sonda TaqMan®. La sonda TaqMan® está doblemente marcada con moléculas 
"reporteras" e "inactivadoras" fluorescentes, y está diseñada para ser específico para una región de contenido de GC 45
relativamente alto de manera que se funde a aproximadamente 10ºC de temperatura más alta en el ciclo de PCR que 
los cebadores directos o inversos. Esto permite que la sonda TaqMan® permanezca hibridada completamente durante 
la etapa de hibridación/extensión de la PCR. A medida que la Taq polimerasa sintetiza enzimáticamente una nueva 
cadena durante la PCR, eventualmente alcanza la sonda TaqMan® hibridada. La actividad 5’ a 3’ endonucleasa de la 
Taq polimerasa desplazará entonces la sonda TaqMan® digiriéndola para liberar la molécula reportera fluorescente 50
para detección cuantitativa de su señal ahora no inactivada usando un sistema de detección de fluorescencia en 
tiempo real. 

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se podría encontrar en un típico kit basado en QM™) para el análisis QM™ 
puede incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para el gen específico (o secuencia de ADN tratada con bisulfito
o isla CpG); sondas TaqMan® o LightCycler®; reguladores de PCR optimizados y desoxinucleótidos; y Taq 55
polimerasa.

Ms-SNuPE. La técnica Ms-SNuPETM es un método cuantitativo para evaluar diferencias de metilación en sitios 
específicos CpG con base en el tratamiento con bisulfito del ADN, seguido por la extensión del cebador de un solo 
nucleótido (Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529 - 2531, 1997). En resumen, se hace reaccionar el ADN 
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genómico con bisulfito de sodio para convertir la citosina no metilada en uracilo, dejando la 5-metilcitosina sin cambios. 
La amplificación de la secuencia objetivo deseada es luego realizada usando cebadores de PCR específicos para el 
ADN convertido con bisulfito, y se aísla el producto resultante y se utiliza como plantilla para el análisis de metilación 
en el(los) sitio(s) CpG de interés. Se pueden analizar pequeñas cantidades de ADN (por ejemplo, secciones de 
patología microseccionadas), y se evita la utilización de enzimas de restricción para determinar el estatus de metilación 5
en los sitios CpG.

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se pueden encontrar en un kit típico con base en Ms-SNuPETM) para el 
análisis con Ms-SNuPETM pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para un gen específico (o secuencia 
de ADN tratada con bisulfito o isla CpG); reguladores optimizados para PCR y desoxinucleótidos; kit de extracción en 
gel; cebadores de control positivo; cebadores para Ms-SNuPETM para el gen específico; regulador de reacción (para 10
la reacción Ms-SNuPE); y nucleótidos marcados. Además, los reactivos de conversión con bisulfito pueden incluir: 
regulador de desnaturalización de ADN; regulador de sulfonación; reactivos o kit de recuperación de ADN (por ejemplo, 
precipitación, ultrafiltración, columna de afinidad); regulador de desulfonación; y componentes de recuperación de 
ADN.

Las secuencias genómicas de acuerdo con SEQ ID NO: 1-4; 37-65, y de origen no natural trataron variantes de los 15
mismos de acuerdo con SEQ ID NO: 5-20; 66-181, se determinó que tienen utilidad novedosa para la detección 
temprana, la clasificación y/o el tratamiento de trastornos de proliferación celular, en particular, el carcinoma de 
próstata

En una realización la invención del método comprende las siguientes etapas: i) poner en contacto el ADN genómico 
(preferiblemente aisladas de fluidos corporales) obtenido del sujeto con al menos un reactivo, o serie de reactivos que 20
distinguen entre dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro del gen NFATC3 y opcionalmente al menos un 
gen adicional seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-
1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; MN1; KLF8 
FGF 13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 
2); (Incluidos el promotor y las regiones reguladoras); y ii) detectar los trastornos proliferativos de células de próstata, 25
lo más preferiblemente, el carcinoma de próstata.

Preferiblemente, se analiza una pluralidad de genes (también aquí denominado como un "panel de gen"). 
Preferiblemente se analizan 2, 3 o 4 genes. 

En una realización del método dicho panel comprende comprende junto a NFATC3 al menos un gen adicional 
seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; 30
ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; MN1; KLF8; FGF13; 
NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); y/o sus
promotores o regiones reguladoras. Preferiblemente, dicho grupo comprende el gen HIST1H4K.

El ADN genómico puede ser aislado por cualquier medio estándar en la técnica, incluyendo el uso de kits disponibles 
en el mercado. Brevemente, en donde el ADN de interés está encapsulado por una membrana celular, la muestra 35
biológica debe ser rota y lisada por medios enzimáticos, químicos o mecánicos. La solución de ADN puede entonces 
ser limpiada de proteínas y otros contaminantes, por ejemplo, por digestión con proteinasa K. El ADN genómico se 
recupera entonces de la solución. Esto puede llevarse a cabo por medio de una variedad de métodos que incluyen 
precipitación por saturación salina, extracción orgánica o enlazamiento de ADN a un soporte en fase sólida. La 
selección del método se verá afectada por varios factores incluyendo tiempo, costo y cantidad necesaria de ADN. 40
Todos los tipos de muestras clínicas que comprenden la materia neoplásica o materia paraneoplásica son adecuados 
para uso en el presente método, se prefieren las líneas celulares, cortes histológicos, biopsias, tejido incluido en 
parafina, fluidos corporales, eyaculado, orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas 
aisladas, células aisladas de la sangre y combinaciones de los mismos. Los fluidos corporales son la fuente preferida 
de ADN; particularmente preferidos son eyaculado, orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, sangre entera, células 45
sanguíneas aisladas y células aisladas de la sangre.

La muestra de ADN genómico se trata entonces con al menos un reactivo, o serie de reactivos que distinguen entre 
dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos uno y más preferiblemente una pluralidad de región(es) 
objetivo del ADN genómico, en donde cada región objetivo comprende, o se hibrida bajo condiciones rigurosas con 
una secuencia de al menos 16, 50, 100 o 500 nucleótidos contiguos de al menos una secuencia seleccionada del 50
grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65, respectivamente, en donde dichos nucleótidos contiguos comprenden 
al menos una secuencia de dinucleótido CpG.

Se prefiere particularmente que dicho reactivo convierta las bases de citosina que están sin metilar en la posición 5'en 
uracilo, timina, u otra base que sea diferente a la citosina en términos de comportamiento de hibridación. Sin embargo,
en una realización alternativa dicho reactivo puede ser una enzima de restricción sensible a la metilación.55

En donde la muestra de ADN genómico se trata de una manera tal que las bases de citosina que están sin metilar en 
la posición 5' se convierten en uracilo, timina, u otra base que sea diferente a la citosina en términos de comportamiento 
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de hibridación. Se prefiere que este tratamiento sea llevado a cabo con bisulfito (sulfuro de hidrógeno, bisulfito) y 
subsecuente hidrólisis alcalina. Tales resultados de tratamiento en la conversión de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 de SEQ 
ID NO: 5-12; 66-123 (véase la Tabla 1) en donde dicho dinucleótidos CpG están metilados o SEQ ID NO: 13-20; 124-
181 en donde dichos dinucleótidos CpG son no metilados (véase Tabla 1).

El ADN tratado se analiza entonces, con el fin de determinar el estado de metilación del gen NFATC3 y opcionalmente 5
al menos un gen adicional seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; 
RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); 
ANXA2; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE 
INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); antes del tratamiento.

Preferiblemente, se analiza una pluralidad de genes (en adelante también denominado como un "panel de gen") como 10
se describe más arriba. 

Se prefiere particularmente que cada región objetivo comprenda, o se hibride bajo condiciones rigurosas con al menos 
16, 50, 100 o 500 nucleótidos contiguos de dichos genes. Se prefiere que la secuencia de dichos genes de acuerdo 
con SEQ ID NO: 1-4; 37-65 se analiza como se provee en la Tabla 1 y el listado de secuencias adjuntas. El método 
de análisis se puede seleccionar de los conocidos en la técnica, incluyendo los que se listan en este documento. 15

Particularmente preferidos son MethyLight™, MSP y el uso de oligonucleótidos bloqueadores (Heavy Methyl™) como 
se describe aquí.

Además, se prefiere que cualesquier oligonucleótidos utilizados en tales análisis (incluyendo cebadores, 
oligonucleótidos bloqueadores y sondas de detección) deben ser complementarios inversos, idénticos, o que se 
hibriden bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas con al menos un segmento de 16 pares de bases de largo 20
de las secuencias de base de una o más de SEQ ID NO: 5-20; 66-181 y las secuencias complementarias de las 
mismas. 

La metilación aberrante, más específicamente la hipermetilación de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; 
RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); 
ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 25
(REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); (así como el promotor y/o regiones reguladoras de la misma) se asocia con la 
presencia de trastornos proliferativos de células de próstata, en particular, el cáncer de próstata. En consecuencia, en 
donde una muestra biológica se presenta dentro de cualquier grado de metilación, dicha muestra se debe determinar
como de un trastorno proliferativo celular, en particular cáncer.

La expresión aberrante del ARNm transcrito a partir de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste de30
RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; 
HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; 
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); está asociada con la 
presencia de trastornos proliferativos de células de próstata, en particular, cáncer de próstata en un sujeto. Bajo la 
expresión (y/o presencia de metilación) se asocia con la presencia de cáncer, y viceversa sobreexpresión (y/o ausencia 35
de metilación) se asocia con la ausencia de cáncer.

La expresión del ARNm de la pluralidad de los genes (aquí también se denomina como un "panel de gen") como se 
describe más arriba se puede analizar. 

Para detectar la presencia de ARNm que codifica un gen o secuencia genómica, se obtiene una muestra de un 
paciente. La muestra puede ser cualquier muestra adecuada que comprende materia celular del tumor. Tipos de 40
muestras adecuadas incluyen líneas celulares, cortes histológicos, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos 
corporales, eyaculado, orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas aisladas, células 
aisladas de la sangre y todas las combinaciones posibles de los mismos. Se prefiere que dichos tipos de muestras 
sean eyaculado o fluidos corporales seleccionado del grupo que consiste de eyaculado, orina, plasma sanguíneo, 
suero sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre.45

La muestra puede ser tratada para extraer el ADN contenido en la misma. El ácido nucleico resultante de la muestra
se analiza a continuación. Muchas técnicas se conocen en el estado de la técnica para determinar los niveles absolutos 
y relativos de la expresión génica, se utiliza comúnmente técnicas adecuadas para uso en la presente invención 
incluyen la hibridación in situ (por ejemplo FISH), análisis Northern, ensayos de protección de RNasa (RPA), 
microarreglos y técnicas basadas en PCR tales como PCR cuantitativo y PCR de presentación diferencial o cualquier 50
otro método de detección de ácido nucleico.

Es particularmente preferido el uso de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa 
(RT-PCR). El método de RT-PCR es bien conocido en la técnica (por ejemplo, véase Watson and Fleming, supra).
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El método RT-PCR puede llevarse a cabo como sigue. El ARN celular total se aísla mediante, por ejemplo, el método 
de isotiocianato de guanidinio estándar y el ARN total se transcribió de forma inversa. El método de transcripción 
inversa implica la síntesis de ADN en una plantilla de ARN utilizando una enzima transcriptasa inversa y un cebador 
dT oligonucleótido de terminal 3' y/o cebadores hexámeros aleatorios. El ADNc así producido se amplifica entonces 
por medio de PCR. (Belyavsky et al, Nucl Acid Res 17:2919-2932, 1989; Krug and Berger, Methods in Enzymology, 5
Academic Press, N.Y., Vol.152, pp. 316-325, 1987). Es adicionalmente preferida la variante "en tiempo real" de RT-
PCR, en donde el producto de PCR se detecta por medio de sondas de hibridación (por ejemplo, TaqMan™, 
LightCycler, cebador Molecular beacons™ y Scorpion™) o SYBRGreen. La señal detectada de las sondas o 
SYBRGreen es entonces cuantificada bien por referencia a una curva estándar o mediante la comparación de los 
valores de Ct a la de un estándar de calibración. El análisis de los genes cuidadores se usa frecuentemente para 10
normalizar los resultados.

En el total del análisis de transferencia Northern o poli(A)+ ARNm se ejecuta en un gel de agarosa desnaturalizante y 
se detecta por hibridación con una sonda marcada en el gel secado en sí mismo o en una membrana. La señal 
resultante es proporcional a la cantidad de ARN objetivo en la población de ARN.

La comparación de las señales de dos o más poblaciones de células o tejidos revela diferencias relativas en los niveles 15
de expresión génica. La cuantificación absoluta se puede realizar mediante la comparación de la señal con una curva 
estándar generada usando cantidades conocidas de una transcripción in vitro correspondiente al ARN objetivo. Se 
espera que los análisis de genes cuidadores, los genes cuyos niveles de expresión se espera que permanezcan 
relativamente constantes independientemente de las condiciones, a menudo se utilizan para normalizar los resultados, 
la eliminación de las diferencias aparentes causados por transferencia desigual de ARN a la membrana o carga 20
desigual de ARN en el gel.

El primer paso en el análisis Northern es aislar el ARN puro, intacto de las células o tejido de interés. Debido a que la 
transferencia Northern distingue los ARN por tamaño, la integridad de la muestra influye en el grado en el que una 
señal se localiza en una banda individual. Muestras de ARN parcialmente degradadas darán como resultado que la 
señal está manchada o distribuida sobre varias bandas con una pérdida global de la sensibilidad y posiblemente una 25
interpretación errónea de los datos. En el análisis de transferencia Northern, se pueden utilizar sondas de ADN, ARN 
y de oligonucleótidos y estas sondas se marcan preferiblemente (por ejemplo, marcadores radiactivos, marcadores de 
masa, marcadores quimioluminiscentes o marcadores fluorescentes). El tamaño del ARN objetivo, no la sonda, 
determinará el tamaño de la banda detectada, por lo que métodos tales como el etiquetado de cebado al azar, que 
genera sondas de longitudes variables, son adecuados para la síntesis de la sonda. La actividad específica de la 30
sonda determinará el nivel de sensibilidad, por lo que se prefiere que se utilicen sondas con altas actividades 
específicas.

En un ensayo de protección de RNasa (RPA), el ARN objetivo y una sonda de ARN de una longitud definida son 
hibridados en solución. Después de la hibridación, el ARN es digerido con RNasas específicas para los ácidos 
nucleicos de cadena sencilla para eliminar cualquier ARN objetivo de cadena sencilla no hibridada y la sonda. Las 35
ARNasas son inactivadas, y el ARN se separa, por ejemplo, por electroforesis en gel de poliacrilamida 
desnaturalizante. La cantidad de sonda de ARN intacto es proporcional a la cantidad de ARN objetivo en la población 
de ARN. RPA puede utilizarse para la cuantificación relativa y absoluta de la expresión génica y también para mapear 
la estructura del ARN, tales los límites de intrón/exón y sitios de inicio de la transcripción. El ensayo de protección de 
RNasa es preferible al análisis de transferencia Northern, ya que generalmente tiene un límite inferior de detección.40

Las sondas de ARN antisentido utilizadas en RPA son generados por transcripción in vitro de una plantilla de ADN 
con un punto final definido y están típicamente en el rango de 50-600 nucleótidos. El uso de sondas de ARN que 
incluye secuencias adicionales no homólogas al ARN objetivo permite que el fragmento protegido sea distinguido de 
la sonda de longitud completa. Las sondas de ARN se utilizan típicamente en lugar de sondas de ADN debido a la 
facilidad de generar sondas de ARN de cadena sencilla y la reproducibilidad y fiabilidad de la digestión dúplex 45
ARN:ARN con RNasas (Ausubel et al 2003), son particularmente preferidos sondas con altas actividades específicas.

Es particularmente preferido el uso de microarreglos. El proceso de análisis de microarreglos se puede dividir en dos 
partes principales. En primer lugar está la inmovilización de secuencias de genes conocidos en portaobjetos de vidrio 
u otro soporte sólido seguido por la hibridación del ADNc marcado con fluorescencia (que comprende las secuencias 
que se van a interrogar) a los genes conocidos inmovilizados sobre el portaobjetos de vidrio (u otra fase sólida). 50
Después de la hibridación, los arreglos son escaneados utilizando un escáner de microarreglos fluorescente. El 
análisis de la intensidad de fluorescencia relativa de diferentes genes provee una medida de las diferencias en la 
expresión génica.

Los arreglos de ADN pueden generarse inmovilizando oligonucleótidos presintetizados sobre portaobjetos de vidrio 
preparados u otras superficies sólidas. En este caso, las secuencias de genes representativos se fabrican y se 55
preparan utilizando síntesis de oligonucleótidos estándar y métodos de purificación. Estas secuencias de genes 
sintetizados son complementarios a la transcripción de ARN de los genes RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; 
MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); 
ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68
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(REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); y tienden a ser secuencias más cortas en el rango de 25-70 nucleótidos. Como 
alternativa, los oligos inmovilizados pueden ser sintetizados químicamente in situ en la superficie del portaobjetos. La 
síntesis de oligonucleótidos in situ involucra la adición consecutiva de los nucleótidos apropiados con los puntos en el 
microarreglo; los puntos que no reciben un nucleótido se protegen durante cada etapa del proceso usando máscaras 
físicas o virtuales. Preferiblemente, dichos ácidos nucleicos sintetizados son ácidos nucleicos bloqueados.5

En los experimentos de microarreglos de perfiles de expresión, las plantillas de ARN utilizadas son representativas del 
perfil de transcripción de las células o tejidos bajo estudio. El ARN es primero aislado de las poblaciones de células o 
tejidos que se van a comparar. Cada muestra de ARN se utiliza entonces como una plantilla para generar ADNc 
marcado con fluorescencia a través de una reacción de transcripción inversa. El etiquetado fluorescente del ADNc 
puede realizarse por cualquiera marcado directo o métodos de marcado indirecto. Durante el marcado directo, los 10
nucleótidos fluorescentemente modificados (por ejemplo, Cy®3- o Cy®5-dCTP) se incorporan directamente en el 
ADNc durante la transcripción inversa. Alternativamente, el marcado indirecto puede lograrse mediante la 
incorporación de nucleótidos modificados con aminoalilo durante la síntesis de ADNc y luego conjugar un colorante 
de N-hidroxisuccinimida (NHS)-éster con el ADNc modificado con aminoalilo después de que la reacción de 
transcripción inversa está completa. Alternativamente, la sonda puede estar sin marcar, pero puede ser detectable15
mediante el enlazamiento específico con un ligando que está marcado, ya sea directa o indirectamente. Los 
marcadores y métodos adecuados para marcar ligandos (y sondas) son conocidos en la técnica, e incluyen, por 
ejemplo, marcadores radiactivos que pueden ser incorporados por métodos conocidos (por ejemplo, traducción de 
muescas o tratamiento con quinasa). Otros marcadores adecuados incluyen, pero no se limitan a biotina, grupos 
fluorescentes, grupos quimioluminiscentes (por ejemplo, dioxetanos, particularmente dioxetanos activados), enzimas, 20
anticuerpos, y similares.

Para llevar a cabo el análisis de expresión génica diferencial, el ADNc generado a partir de diferentes muestras de 
ARN se marcan con Cy®3. El ADNc marcado resultante se purifica para eliminar los nucleótidos no incorporados, 
colorante libre y el ARN residual. Después de la purificación, las muestras de ADNc marcadas se hibridan al 
microarreglo. La rigurosidad de la hibridación se determina por un número de factores durante la hibridación y durante 25
el procedimiento de lavado, incluyendo la temperatura, concentración iónica, longitud de tiempo y concentración de 
formamida. Estos factores se delinean en, por ejemplo, Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd 
ed., 1989). El microarreglo se escanea después de la hibridación utilizando un escáner de microarreglos fluorescente. 
La intensidad fluorescente de cada punto indica el nivel de expresión del gen analizado; puntos brillantes corresponden 
a genes fuertemente expresados, mientras que los puntos oscuros indican expresión débil.30

Una vez obtenidas las imágenes, se deben analizar los datos sin procesar. En primer lugar, la fluorescencia de fondo 
se debe restar de la fluorescencia de cada punto. Los datos son entonces normalizados a una secuencia de control, 
tales como ácidos nucleicos añadidos exógenamente (preferiblemente ARN o ADN), o un panel de gen cuidador para 
dar cuenta de cualquier hibridación no específica, las imperfecciones del arreglo o la variabilidad en la configuración
del arreglo, el marcador de ADNc, la hibridación o el lavado. La normalización de datos permite que sean comparados 35
los resultados de los múltiples arreglos.

También se describe un kit para su uso en el diagnóstico de trastornos proliferativos de células de próstata, lo más 
preferiblemente, cáncer de próstata en un sujeto de acuerdo con los métodos de la presente invención, dicho kit 
comprende: un medio para medir el nivel de transcripción de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste de 
RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; 40
HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF 13; NKX2-6; SPG20; 
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2). Los medios para medir 
el nivel de la transcripción pueden comprender oligonucleótidos o polinucleótidos capaces de hibridar bajo condiciones 
rigurosas o moderadamente rigurosas con los productos de transcripción de dicho al menos un gen. El nivel de la 
transcripción puede ser determinado por técnicas seleccionadas del grupo de análisis Northern Blot, PCR de 45
transcriptasa inversa, en tiempo real.

PCR, protección de ARNasa, y microarreglos. En otra realización de la invención, el kit comprende además medios 
para obtener una muestra biológica del paciente. Es un kit preferido, que comprende además un recipiente que es lo 
más preferiblemente adecuado para contener los medios para medir el nivel de transcripción y la muestra biológica 
del paciente, y lo más preferiblemente comprende además instrucciones para el uso y la interpretación de los 50
resultados del kit. 

El kit puede comprender (a) una pluralidad de oligonucleótidos o polinucleótidos capaces de hibridar bajo condiciones 
rigurosas o moderadamente rigurosas a los productos de la transcripción de al menos un gen seleccionado del grupo 
que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; 
CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; 55
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); (b) un recipiente, 
preferiblemente adecuado para contener los oligonucleótidos o polinucleótidos y una muestra biológica del paciente, 
que comprende los productos de transcripción en donde los oligonucleótidos o polinucleótidos pueden hibridar bajo 
condiciones rigurosas o moderadamente rigurosas a los productos de transcripción, (c) medios para detectar la 
hibridación de (b); y, (d) opcionalmente instrucciones para el uso y la interpretación de los resultados del kit.60
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El kit también puede contener otros componentes, tales como regulador de hibridación (donde los oligonucleótidos 
son para ser utilizados como una sonda) empacados en un recipiente separado. Alternativamente, cuando los 
oligonucleótidos son para ser utilizados para amplificar una región objetivo, el kit puede contener, empaquetados en 
recipientes separados, una polimerasa y un regulador de reacción optimizado para la extensión del cebador mediada 
por la polimerasa, tal como PCR. Preferiblemente, dicha polimerasa es una transcriptasa inversa. Además, se prefiere 5
que dicho kit contenga además un reactivo de ARNasa.

La presente solicitud describe además métodos para la detección de la presencia del polipéptido codificado por dichas 
secuencias de genes en una muestra obtenida de un paciente.

Los niveles aberrantes de expresión de polipéptidos de los polipéptidos codificados por al menos un gen seleccionado 
del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; 10
PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; LTD 1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; 
SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); están asociados 
con la presencia de cáncer.

Bajo la expresión de dichos polipéptidos se asocia con la presencia de trastornos proliferativos de células de próstata, 
en particular, el cáncer de próstata.15

Se puede utilizar cualquier método conocido en la técnica para detectar polipéptidos. Tales métodos incluyen, pero no 
se limitan a la espectrometría de masa, inmunodifusión, inmunoelectroforesis, métodos inmunoquímicos, ensayos de 
aglomerante-ligando, técnicas inmunohistoquímicas, ensayos de aglutinación y de complemento (por ejemplo, véase 
Basic y Clinical Immunology, Sites y Terr, eds., Appleton & Lange, Norwalk, Conn, pp 217-262,1991). Se prefieren los 
métodos de inmunoensayo de aglomerante-ligando que incluyen hacer reaccionar anticuerpos con un epítopo o 20
epítopos y desplazar competitivamente un polipéptido marcado o derivado del mismo.

Ciertas realizaciones de la presente invención comprenden el uso de anticuerpos específicos para los polipéptidos
codificado por los genes RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; 
PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; 
SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2).25

Tales anticuerpos son útiles para el diagnóstico de cáncer. En ciertas realizaciones la producción de anticuerpos 
monoclonales o policlonales se puede inducir por el uso de un epítopo codificado por un polipéptido de un gen 
seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; 
ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; 
FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (INTRÓN 1 y/o el exón 2 REGION) 30
como un antígeno. Tales anticuerpos pueden a su vez ser usados para detectar polipéptidos expresados como 
marcadores de diagnóstico de cáncer. Los niveles de tales polipéptidos presentes pueden cuantificarse por métodos 
convencionales. El enlazamiento de anticuerpo-polipéptido puede ser detectado y cuantificado por una variedad de 
medios conocidos en la técnica, tales como marcar con ligandos fluorescentes o radiactivos. Se divulgan kits para 
realizar los procedimientos antes mencionados, en donde dichos kits contienen anticuerpos específicos para los 35
polipéptidos investigados.

Numerosos inmunoensayos competitivos y no competitivos de enlazamiento de polipéptido son bien conocidos en la 
técnica. Los anticuerpos empleados en tales ensayos pueden estar sin marcar, por ejemplo como se utiliza en pruebas 
de aglutinación, o marcados para uso una amplia variedad de métodos de ensayo. Los marcadores que pueden usarse 
incluyen radionúclidos, enzimas, compuestos fluorescentes, quimioluminiscentes, sustratos enzimáticos o cofactores, 40
inhibidores de enzimas, partículas, colorantes y similares. Los ensayos preferidos incluyen, pero no se limitan a 
radioinmunoensayo (RIA), inmunoensayos enzimáticos, por ejemplo, ensayo de inmunoabsorción ligados a enzimas 
(ELISA), inmunoensayos fluorescentes y similares. Los anticuerpos policlonales o monoclonales o epítopos de los 
mismos se pueden hacer para uso en inmunoensayos mediante cualquiera de una serie de métodos conocidos en la 
técnica.45

Las proteínas se pueden detectar por medio de análisis de transferencia Western. Dicho análisis es estándar en la 
técnica, las proteínas brevemente se separan por medio de electroforesis por ejemplo SDS-PAGE. Las proteínas 
separadas se transfieren entonces a una membrana adecuada (o papel), por ejemplo, nitrocelulosa, conservando la 
separación espacial lograda por electroforesis. La membrana se incuba entonces con un agente de bloqueo para 
enlazar los restantes lugares adhesivos en la membrana, los agentes utilizados comúnmente incluyen proteína 50
genérica (por ejemplo, proteína de la leche). Se agrega entonces un anticuerpo específico para la proteína de interés, 
estando dicho anticuerpo marcado de forma detectable, por ejemplo, por los colorantes o medios enzimáticos (por 
ejemplo, fosfatasa alcalina o peroxidasa de rábano picante). Se detecta entonces la localización del anticuerpo en la 
membrana.

Las proteínas se pueden detectar por medio de inmunoquímica (el uso de anticuerpos para sondear antígenos 55
específicos en una muestra). Dicho análisis es estándar en la técnica, en donde la detección de antígenos en tejidos 
es conocida como inmunohistoquímica, mientras que la detección en las células cultivadas se denomina generalmente 
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inmunocitoquímica. Brevemente el anticuerpo primario para ser detectado por el enlazamiento a su antígeno 
específico. El complejo anticuerpo-antígeno se enlaza entonces mediante un segundo anticuerpo conjugado 
enzimático. En la presencia del sustrato y el cromógeno necesario la enzima enlazada se detecta de acuerdo con los 
depósitos de color en los sitios de enlazamiento anticuerpo-antígeno. Hay un amplio rango de tipos adecuados de 
muestra, la afinidad de anticuerpo-antígeno, tipos de anticuerpos, y métodos de mejora de la detección. Por lo tanto 5
las condiciones óptimas para la detección inmunohistoquímica o inmunocitoquímica deben ser determinados por la 
persona experta en la técnica para cada caso individual.

Un enfoque para preparar anticuerpos para un polipéptido es la selección y preparación de una secuencia de 
aminoácidos de la totalidad o parte del polipéptido, sintetizar químicamente la secuencia de aminoácidos e inyectarla 
en un animal apropiado, normalmente un conejo o un ratón (Milstein and Kohler Nature 256:495-497, 1975; Gulfre and 10
Milstein, Methods in Enzymology: Immunochemical Techniques 73:1-46, Langone and Banatis eds., Academic Press, 
1981). Los métodos para la preparación de los polipéptidos o epítopos de los mismos incluyen, pero no se limitan a la 
síntesis química, técnicas de ADN recombinante o aislamiento de muestras biológicas.

En el paso final del método se determina el diagnóstico del paciente, por lo que la subexpresión es indicativa de la 
presencia de cáncer. El término subexpresión se considera que significa la expresión en un nivel detectado menos 15
que un corte predeterminado que puede ser seleccionado del grupo que consiste de la media, la mediana o un valor 
umbral optimizado.

Otro aspecto de divulgación es un kit para su uso en el diagnóstico de cáncer en un sujeto de acuerdo con los métodos 
de la presente invención, que comprende: un medio para detectar polipéptidos de al menos un gen seleccionado del 
grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; 20
PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; 
SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2). Los medios para 
la detección de los polipéptidos comprenden, preferiblemente, anticuerpos, derivados de anticuerpos, o fragmentos 
de anticuerpos. Los polipéptidos se detectan más preferiblemente por medio de transferencia Western utilizando un 
anticuerpo marcado. El kit puede comprender además medios para obtener una muestra biológica del paciente. Se 25
prefiere un kit, que comprende además un recipiente adecuado para contener los medios para la detección de los 
polipéptidos en la muestra biológica del paciente, y lo más preferiblemente comprende además instrucciones para el 
uso y la interpretación de los resultados del kit. En una realización preferida, el kit comprende: (a) un medio para 
detectar polipéptidos de al menos un gen de los genes anteriores; (b) un recipiente adecuado para contener los dichos 
medios y la muestra biológica del paciente, que comprende los polipéptidos en donde los medios pueden formar 30
complejos con los polipéptidos; (c) un medio para detectar los complejos de (b); y opcionalmente (d) instrucciones 
para el uso y la interpretación de los resultados del kit.

El kit también puede contener otros componentes tales como reguladores y soluciones adecuadas para el bloqueo, 
lavado o recubrimiento, empacados en un recipiente separado.

Las realizaciones particulares de la presente invención, como se define en las reivindicaciones, proveen una aplicación 35
novedosa del análisis de los niveles de metilación y/o patrones dentro de dichas secuencias que permiten una 
detección precisa, caracterización y/o el tratamiento de carcinoma de próstata. La detección temprana del cáncer está 
directamente relacionado con el pronóstico de la enfermedad, y el método divulgado permite así al médico y el paciente 
tomar mejores y más decisiones informadas de tratamiento.

Se divulgan usos novedosos para las secuencias genómicas SEQ ID NO: 1-4; 37-65. También se divulgan variantes 40
modificados de la SEQ ID NO: 1-4; 37-65, así como los oligonucleótidos y/o PNA-oligómeros para el análisis de los 
patrones de metilación de citosina dentro de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 o dentro de las variantes modificadas de SEQ ID 
NO: 1-4; 37-65.

Un objetivo de la invención comprende el análisis del estado de metilación de uno o más dinucleótidos CpG dentro de 
SEQ ID NO: 50 y opcionalmente además la SEQ ID NO: 1-4; 37-49 y 61-65 y secuencias complementarias de las 45
mismas.

La divulgación provee ácidos nucleicos tratados, derivados del genómico SEQ ID NO: 1-4; 37-65, en donde el 
tratamiento es adecuado para convertir al menos una base de citosina no metilada de la secuencia de ADN genómico 
en uracilo u otra base que es detectable similar a la citosina en términos de hibridación. Las secuencias genómicas 
en cuestión pueden comprender uno o más posiciones CpG metiladas consecutivas. Dicho tratamiento comprende 50
preferiblemente el uso de un reactivo seleccionado del grupo que consiste de bisulfito, sulfito de hidrógeno, bisulfito, 
y combinaciones de los mismos. Se divulga un ácido nucleico modificado de origen no natural que comprende una 
secuencia de al menos 16 bases de nucleótidos contiguos de longitud de una secuencia seleccionada del grupo que 
consiste de SEQ ID NO: 5-20; 66-181. Dicho ácido nucleico puede ser de al menos 50, 100, 150, 200, 250 o 500 pares 
de bases de longitud de un segmento de la secuencia de ácido nucleico descrita en la SEQ ID NO: 5-20; 66-181. Se 55
ejemplifica una molécula de ácido nucleico que es idéntica o complementaria a toda o una porción de las secuencias
de SEQ ID NO: 5-20; 66-181 pero no de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 o de otro ADN de origen natural.
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Dicha secuencia puede comprender al menos un dinucleótido CpG, TpA o CpA y secuencias complementarias de las 
mismas. Las secuencias de SEQ ID NO: 5-20; 66-181 proveen versiones modificadas de origen no natural del ácido 
nucleico de acuerdo con SEQ ID NO: 1-4; 37-65, en donde la modificación de cada secuencia genómica da como 
resultado la síntesis de un ácido nucleico que tiene una secuencia que es única y distinta de dicha secuencia genómica 
de la siguiente manera. Para cada ADN genómico de cadena en sentido, por ejemplo, SEQ ID NO: 1, se divulgan 5
cuatro versiones convertidas. Una primera versión en donde "C" se convierte en "T", pero "CpG" sigue siendo "CpG" 
(es decir, corresponde al caso en el que, para la secuencia genómica de cadena en sentido, todos los residuos "C" de 
secuencias de dinucleótidos CpG están metilados y por lo tanto no se convierten); una segunda versión divulga el 
complemento de la secuencia de ADN genómico divulgado (es decir, cadena antisentido), en donde "C" se convierte 
en "T", pero "CpG" sigue siendo "CpG" (es decir, corresponde al caso donde, para todos los residuos "C" de las 10
secuencias de dinucleótidos CpG están metilados y por consiguiente no se convierten). Las secuencias convertidas 
sobremetiladas de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 corresponden a la SEQ ID NO: 5-12; 66-123. Se provee una tercera versión 
químicamente convertida de cada una de las secuencias genómicas, en donde "C" se convierte en "T" para todos los 
residuos "C", incluyendo los de las secuencias de dinucleótidos "CpG" (es decir, corresponde al caso donde, para las 
secuencias genómicas de cadena en sentido, todos los residuos "C" de secuencias de dinucleótidos CpG son no 15
metilados); una cuarta versión químicamente convertida de cada secuencia, divulga el complemento de la secuencia 
de ADN genómico divulgado (es decir, cadena antisentido), en donde "C" se convierte en "T" para todos los residuos 
"C", incluyendo los de las secuencias de dinucleótidos "CpG" (es decir, corresponde al caso en que, por el 
complemento (cadena antisentido) de cada secuencia genómica, todos los residuos "C" de secuencias de 
dinucleótidos CpG están metilados). Las secuencias convertidas submetiladas de SEQ ID NO: 1-4; 37-6520
corresponden a SEQ ID NO: 13-20; 124-181. Véase la Tabla 1 para más detalles.

De manera significativa, hasta ahora, las secuencias de ácidos nucleicos y moléculas de acuerdo con SEQ ID NO: 5-
20; 66-181 no estaban implicadas en o conectadas con la detección, clasificación o tratamiento del cáncer.

Se divulgan además oligonucleótidos u oligómeros adecuados para uso en los métodos de la invención para detectar 
el estado de metilación de citosina dentro del ADN genómico o tratado (modificado químicamente), de acuerdo con 25
SEQ ID NO: 1-4; 37-65 o SEQ ID NO: 5-20; 66-181. Dichos ácidos nucleicos de oligonucleótidos u oligómeros proveen 
medios novedosos de diagnóstico. Dicho oligonucleótido u oligómero que comprende una secuencia de ácido nucleico 
que tiene una longitud de al menos nueve (9) nucleótidos que es idéntica a, se hibrida, bajo condiciones 
moderadamente rigurosas o rigurosas (como se define aquí anteriormente), a una secuencia de ácido nucleico tratado 
de acuerdo con SEQ ID NO: 5-20; 66-181 y/o secuencias complementarias de las mismas, o a una secuencia 30
genómica de acuerdo con SEQ ID NO: 1-4; 37- 65 y/o secuencias complementarias de las mismas.

Así, se divulgan moléculas de ácido nucleico (por ejemplo, oligonucleótidos y moléculas de ácidos nucleicos peptídicos 
(PNA) (PNA-oligómeros)) que se hibridan bajo condiciones de hibridación moderadamente rigurosas y/o rigurosas a 
toda o a una porción de las secuencias de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 o a los complementos de las mismas. Se prefiere 
particularmente una molécula de ácido nucleico que hibrida bajo condiciones de hibridación moderadamente rigurosas 35
y/o rigurosas a toda o una porción de las secuencias de SEQ ID NO: 5-20; 66-181 pero no de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 
u otro ADN genómico humano.

La porción idéntica o hibridación de los ácidos nucleicos de hibridación es típicamente de al menos 9, 16, 20, 25, 30 
o 35 nucleótidos de longitud. Sin embargo, las moléculas más largas tienen utilidad.

Preferiblemente, la porción de hibridación de los ácidos nucleicos de hibridación de la invención es al menos 95%, o 40
al menos 98%, o 100% idéntica a la secuencia, o a una porción de la misma de la SEQ ID NO: 5-20; 66-181, o a los 
complementos de las mismas.

La hibridación de ácidos nucleicos del tipo descrito aquí se puede utilizar, por ejemplo, como un cebador (por ejemplo, 
un cebador de PCR), o una sonda o cebador de diagnóstico y/o pronóstico. Preferiblemente, la hibridación de la sonda 
de oligonucleótido a una muestra de ácido nucleico se realiza bajo condiciones rigurosas y la sonda es 100% idéntica 45
a la secuencia objetivo. El dúplex de ácido nucleico o la estabilidad del híbrido se expresan como la temperatura de 
fusión o Tm, que es la temperatura a la que una sonda se disocia de un ADN objetivo. Esta temperatura de fusión se 
utiliza para definir las condiciones de rigurosidad requeridas.

Para secuencias objetivo que están relacionadas y sustancialmente idénticas a la secuencia correspondiente de la 
SEQ ID NO: 1-4; 37-65 (tales como variantes alélicas y los SNP), en lugar de idénticos, es útil establecer primero la 50
temperatura más baja a la que sólo se produce la hibridación homóloga con una concentración particular de sal (por 
ejemplo, SSC o SSPE). Entonces, asumiendo que 1% de falta de coincidencia da como resultado una disminución de 
1ºC en la Tm, la temperatura del lavado final en la reacción de hibridación se reduce en consecuencia (por ejemplo, 
si se buscan secuencias que tienen > 95% de identidad con la sonda, la temperatura final de lavado se reduce en 5º
C). En la práctica, el cambio en la Tm puede estar entre 0.50ºC y 1.5º C por 1% de falta de coincidencia.55

Ejemplos de oligonucleótidos de longitud X (en nucleótidos), según lo indicado por las posiciones de polinucleótido 
con referencia a, por ejemplo, SEQ ID NO: 2, incluyen aquellos correspondientes a los conjuntos (conjuntos en sentido 
y antisentido) de oligonucleótidos que se superponen consecutivamente de longitud X, donde los oligonucleótidos 
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dentro de cada conjunto que se superpone consecutivamente (que corresponden a un valor dado X) se definen como 
el conjunto finito de oligonucleótidos Z de las posiciones de nucleótidos:

n hasta (n + (X-I));.

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

donde Y es igual a la longitud (nucleótidos o pares de bases) de la SEQID NO: 2 (6096);.5

donde X es igual a la longitud común (en nucleótidos) de cada oligonucleótido en el conjunto (por ejemplo, X = 20 para 
un conjunto de 20-mers que se superponen en forma consecutiva); y

donde el número (Z) de oligómeros que se superponen consecutivamente de longitud X para un determinado SEQ ID 
NO 1 de longitud Y es igual a Y- (X-I). Por ejemplo Z = 6096

- 19 = 6077, ya sea para conjuntos en sentido o antisentido de SEQ ID NO: 2, donde X = 20.10

Preferiblemente, el conjunto se limita a los oligómeros que comprenden al menos un dinucleótido CpG, TpG o CpA.

Los ejemplos de oligonucleótidos de 20-mer de la invención incluyen el siguiente conjunto de 2,261 oligómeros (y el 
conjunto antisentido complementario de los mismos), indicado por las posiciones de polinucleótido con referencia a 
SEQ ID NO: 1-4; 37-65; 1-20, 2-21 , 3-22, 4-23, 5-24, y 6077- 6096.

Preferiblemente, el conjunto se limita a los oligómeros que comprenden al menos un dinucleótido CpG, TpG o CpA.15

Del mismo modo, los ejemplos de oligonucleótidos de 25-mer incluyen el siguiente conjunto de 2,256 oligómeros (y el 
conjunto antisentido complementario de los mismos), indicado por las posiciones de polinucleótido con referencia a la 
SEQ ID NO: 2:

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

Preferiblemente, el conjunto se limita a los oligómeros que comprenden al menos un dinucleótido CpG, TpG o CpA.20

Se divulgan, para cada una de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 (en sentido y antisentido), múltiples conjuntos que se 
superponen consecutivamente de oligonucleótidos u oligonucleótidos modificados de longitud X, donde, por ejemplo, 
X = 9, 10, 17, 20, 22, 23, 25, 27, 30 o 35 nucleótidos.

Los oligonucleótidos u oligómeros constituyen herramientas efectivas útiles para comprobar los parámetros genéticos 
y epigenéticos de las secuencias genómicas correspondientes a SEQ ID NO: 1-4; 37-65. Los conjuntos preferidos de 25
tales oligonucleótidos u oligonucleótidos modificados de longitud X son aquellos conjuntos que se superponen 
consecutivamente de oligómeros correspondientes a SEQ ID NO: 1-4; 37-65 (y a los complementos de los mismos). 
Preferiblemente, dichos oligómeros comprenden al menos un dinucleótido CpG, TpG o CpA.

Oligonucleótidos u oligómeros particularmente preferidos son aquellos en los que la citosina de la secuencia de 
dinucleótido CpG (o del correspondiente dinucleótido TpG o CpA convertido) está dentro del tercer medio del 30
oligonucleótido; es decir, donde el oligonucleótido es, por ejemplo, de 13 bases de longitud, el dinucleótidos CpG, TpG 
o CpA se posiciona dentro de la quinta a la novena desde el extremo 5'.

Los oligonucleótidos también pueden ser modificados por el enlazamiento químico del oligonucleótido a uno o más 
unidades estructurales o conjugados para potenciar la actividad, estabilidad o detección del oligonucleótido. Tales 
unidades estructurales o conjugados incluyen cromóforos, fluoróforos, lípidos tales como colesterol, ácido cólico, 35
tioéter, cadenas alifáticas, fosfolípidos, poliaminas, polietilenglicol (PEG), las unidades estructurales de palmitilo, y 
otros como se divulga en, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos 55,514,758, 5,565,552, 5,567,810, 5,574,142, 
5,585,481, 5,587,371, 5,597,696 y 5,958,773. Las sondas también pueden existir en la forma de un PNA (ácido 
nucleico peptídico) que tenga propiedades de apareamiento particularmente preferidas. Así, el oligonucleótido puede 
incluir otros grupos adjuntos tales como péptidos, y puede incluir agentes de escisión activados por hibridación (Krol 40
et al., BioTechniques 6:958-976, 1988) o agentes de intercalamiento (Zon, Pharm. Res. 5:539-549, 1988). Con este 
fin, el oligonucleótido puede ser conjugado a otra molécula, por ejemplo, un cromóforo, fluoróforo, péptido, agente de 
entrecruzamiento activado por hibridación, agente de transporte, agente de escisión activado por hibridación, etc.

El oligonucleótido puede comprender también al menos un azúcar modificado y/o unidad estructural base reconocido 
en la técnica, o puede comprender un esqueleto modificado o enlace internucleosido no natural.45

Los oligonucleótidos u oligómeros se utilizan típicamente en “conjuntos'', que contienen al menos un oligómero para 
el análisis de cada uno de los dinucleótidos CpG de una secuencia genómica seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO: 1-4; 37-65 y secuencias complementarias de las mismas, o al correspondiente dinucleótido CpG, TpG o 
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CpA dentro de una secuencia de los ácidos nucleicos tratados de acuerdo con SEQ ID NO: 5-20; 66-181 y las 
secuencias complementarias de las mismas. Sin embargo, se anticipa que por factores económicos u otros puede ser 
preferible analizar una selección limitada de los dinucleótidos CpG dentro de dichas secuencias, y el contenido del 
conjunto de oligonucleótidos se altera en consecuencia.

Por lo tanto, se divulga un conjunto de al menos dos (2) oligómeros (oligonucleótidos y/o PNA-oligómeros) que son 5
útiles para detectar el estado de metilación de citosina en el ADN genómico tratado (SEQ ID NO: 5-20 ; 66-181), o en 
el ADN genómico (SEQ ID NO: 1-4; 37-65 y secuencias complementarias de las mismas). Estos oligómeros también 
pueden ser sondas con nombre y permitir el diagnóstico y la detección de los trastornos proliferativos de células de 
próstata, lo más preferiblemente, el carcinoma de próstata. El conjunto de oligómeros también se puede utilizar para 
la detección de polimorfismos de nucleótido único (SNP) en el ADN genómico tratado (SEQ ID NO: 5-20; 66 a 181 y 10
las secuencias complementarias de las mismas), o en el ADN genómico (SEQ ID NO: 1 -4; 37-65 y secuencias 
complementarias de las mismas).

Al menos uno, y más preferiblemente todos los miembros de un conjunto de oligonucleótidos puede estar enlazado a 
una fase sólida.

Se divulga además un conjunto de al menos dos (2) oligonucleótidos que se usan como oligonucleótidos “cebadores 15
para amplificar secuencias de ADN de una de las SEQ ID NO: 1-4, 37-65; SEQ ID NO: 5-20, 66-181; secuencias 
complementarias de las mismas; o segmentos de las mismas.

Se anticipa que los oligonucleótidos pueden constituir todo o parte de un "arreglo" o "chip de ADN" (es decir, una 
disposición de diferentes oligonucleótidos y/o PNA-oligómeros enlazados a una fase sólida). Tal arreglo de diferentes 
oligonucleótidos y/o secuencias de PNA-oligómero puede ser caracterizado, por ejemplo, en que está dispuesto sobre 20
la fase sólida en forma de un retículo rectangular o hexagonal. La superficie de fase sólida puede estar compuesta de 
silicio, vidrio, poliestireno, aluminio, acero, hierro, cobre, níquel, plata, u oro. La nitrocelulosa así como plásticos tales 
como nailon, que pueden existir en la forma de gránulos o también como matrices de resina, también se pueden 
utilizar. Una visión general de la Técnica Anterior en la fabricación arreglos de oligómeros puede ser obtenida de una 
edición especial de Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, Volume 21 , January 1999, y de la literatura allí 25
citada). Las sondas marcadas fluorescentemente se utilizan frecuentemente para la exploración de arreglos de ADN 
inmovilizados. La simple unión de colorantes Cy 3 y Cy5 al extremo 5'OH de la sonda específica son particularmente 
adecuados para marcadores de fluorescencia. La detección de la fluorescencia de las sondas hibridadas puede 
llevarse a cabo, por ejemplo, a través de un microscopio confocal. Los colorantes Cy3 y Cy5, además de muchos 
otros, están disponibles comercialmente.30

También se anticipa que los oligonucleótidos, o secuencias particulares de los mismos, pueden constituir la totalidad 
o parte de un "arreglo virtual" en donde se utilizan los oligonucleótidos, o secuencias particulares de los mismos, por 
ejemplo, como "especificadores” como parte de, o en combinación con una población diversa de sondas marcadas 
únicas para analizar una mezcla compleja de analitos. Tal método, por ejemplo se describe en el documento US 
2003/0013091 (número de serie de Estados Unidos 09/898.743, publicado el 16 de enero de 2003). En tales métodos, 35
se generan suficientes marcadores de tal manera que cada ácido nucleico en la mezcla compleja (es decir, cada 
analito) puede enlazarse de forma única por un marcador único y así se detecta (cada marcador se cuenta 
directamente, dando como resultado una lectura digital de cada especies moleculares en la mezcla).

Se prefiere particularmente que los oligómeros se utilicen para la detección de, o para el diagnóstico de trastornos 
proliferativos de células de próstata, lo más preferiblemente, el carcinoma de próstata.40

Lo más preferiblemente, se determina la presencia o ausencia de trastornos proliferativos de células de próstata, lo 
más preferiblemente, el cáncer de próstata. Esto se logra mediante el análisis del estatus de metilación de al menos 
una y más preferiblemente una pluralidad de, secuencias objetivo que comprenden al menos una posición CpG 
comprendiendo dicha secuencia, o la hibridación bajo condiciones rigurosas con al menos 16, 50, 100 o 500 
nucleótidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 y 45
complementos de los mismos.

Preferiblemente se analizan una pluralidad de regiones objetivo (aquí también denominado como un "panel de gen")
como se describe más arriba. 

Se divulga además un método para establecer parámetros genéticos y/o epigenéticos de las secuencias genómicas 
de acuerdo con SEQ ID NO: 1-4; 37-65 dentro de un sujeto mediante el análisis de la metilación de citosina y 50
polimorfismos de nucleótido único. Dicho método comprende poner en contacto un ácido nucleico que comprende al 
menos una secuencia genómica seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 en una muestra 
biológica obtenida de dicho sujeto con al menos un reactivo o una serie de reactivos, en donde dicho reactivo o serie 
de reactivos, distingue entre dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de los ácidos nucleicos objetivo.

Preferiblemente, dicho método comprende las siguientes etapas: En la primera etapa, se obtiene una muestra del 55
tejido que se va a analizar. La fuente puede ser cualquier fuente adecuada, tal como líneas celulares, cortes 
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histológicos, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculado, orina, plasma sanguíneo, suero 
sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre y todas las posibles 
combinaciones de los mismos. Se prefiere que dichas fuentes de ADN sean eyaculados o fluidos corporales 
seleccionados del grupo que consiste de eyaculado, orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, sangre entera, células 
sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre.5

El ADN genómico se aísla de la muestra. El ADN genómico puede ser aislado por cualquier medio estándar en la 
técnica, incluyendo el uso de kits disponibles comercialmente. Brevemente, en donde el ADN de interés está 
encapsulado por una membrana celular la muestra biológica debe ser interrumpida y sometida a lisis mediante medios 
enzimáticos, químicos o mecánicos. La solución de ADN puede entonces ser limpiada de proteínas y otros 
contaminantes, por ejemplo, por digestión con proteinasa K. Luego se recupera el ADN genómico a partir de la 10
solución. Esto puede llevarse a cabo por medio de una variedad de métodos que incluyen precipitación por saturación 
salina, extracción orgánica o enlazamiento del ADN a un soporte en fase sólida. La selección del método se verá 
afectada por varios factores incluyendo tiempo, coste y cantidad requerida de ADN.

En donde el ADN de la muestra no está encerrado en una membrana (por ejemplo, ADN circulando de una muestra 
de sangre), se pueden emplear métodos estándar en la técnica para el aislamiento y/o purificación de ADN. Tales 15
métodos incluyen el uso de un reactivo de degeneración de proteínas, por ejemplo, sal caotrópica, por ejemplo, 
clorhidrato de guanidina o urea; o un detergente, por ejemplo, dodecil sulfato de sodio (SDS), bromuro de cianógeno. 
Los métodos alternativos incluyen, pero no se limitan a precipitación con etanol o precipitación con propanol, 
concentración al vacío, entre otros, por medio de una centrífuga. La persona experta en la técnica también puede 
hacer uso de dispositivos tales como dispositivos de filtro por ejemplo ultrafiltración, superficies o membranas de sílica, 20
partículas magnéticas, partículas de poliestireno, superficies de poliestirol, superficies con carga positiva, y membrana 
con carga positiva, membranas cargadas, cargada superficies, membranas de conmutación cargadas, superficies de 
conmutación cargadas.

Una vez se han extraído los ácidos nucleicos, el ADN genómico de doble cadena se utiliza en el análisis.

En el segundo paso del método, la muestra de ADN genómico se trata de una manera tal que las bases de citosina 25
que están sin metilar en la posición 5' se convierten en uracilo, timina, u otra base que es diferente a la citosina en 
términos de comportamiento de hibridación. Esto se entiende como "pretratamiento" o "tratamiento" aquí.

Esto se logra preferiblemente por medio de tratamiento con un reactivo de bisulfito. El término "reactivo de bisulfito" 
se refiere a un reactivo que comprende bisulfito, disulfito, sulfito de hidrógeno o combinaciones de los mismos, útiles 
como se divulga aquí para distinguir entre secuencias de dinucleótidos CpG metiladas y no metiladas. Métodos de 30
dicho tratamiento son conocidos en la técnica (por ejemplo PCT/EP2004/01 1715). Se prefiere que el tratamiento con 
bisulfito se lleve a cabo en presencia de solventes desnaturalizantes tales como, pero no limitados a n -alquilenglicol, 
en particular dietilen glicol dimetil éter (DME), o en presencia de dioxano o derivados de dioxano. En una realización 
preferida los solventes desnaturalizantes se usan en concentraciones de entre 1% y 35% (v/v). También se prefiere 
que la reacción con bisulfito se lleve a cabo en presencia de depuradores tales como, pero no limitados a derivados 35
de cromano, por ejemplo, ácido 6-hidroxi-2,5,7,8, tetrametilcromano 2-carboxílico o ácido trihidroxibenzoico y 
derivados de los mismos, por ejemplo, ácido gálico (véase: PCT/EP2004/01 1715). La conversión con bisulfito se lleva 
a cabo preferiblemente a una temperatura de reacción entre 30ºC y 70ºC, con lo cual la temperatura se incrementa a 
más de 85ºC durante períodos cortos de tiempo durante la reacción (véase: PCT/EP2004/011715). El ADN tratado 
con bisulfito se purifica preferiblemente antes de la cuantificación. Esto puede llevarse a cabo por cualquier medio 40
conocido en la técnica, tales como, pero no limitado a, ultrafiltración, preferiblemente llevada a cabo por medio de 
columnas Microcon™ (fabricado por Millipore™). La purificación se lleva a cabo de acuerdo con el protocolo del 
fabricante modificado (véase: PCT/EP2004/01 1715).

En la tercera etapa del método, los fragmentos de ADN tratado se amplifican, usando conjuntos de oligonucleótidos 
cebadores descritos aquí, y una enzima de amplificación. La amplificación de varios segmentos de ADN puede llevarse 45
a cabo simultáneamente en una y el mismo recipiente de reacción. Típicamente, la amplificación se lleva a cabo 
utilizando una reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Preferiblemente, dichos amplificados son de 100 a 2,000 
pares de bases de longitud. El conjunto de oligonucleótidos cebadores incluye al menos dos oligonucleótidos cuyas 
secuencias son cada una inversas complementarias, idénticas, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente 
rigurosas a un segmento de lo menos 16 pares de bases de largo de las secuencias de bases de una de las SEQ ID 50
NO: 5 -20; 66-181 y las secuencias complementarias de las mismas.

De manera alternativa, el estatus de metilación de las posiciones CpG preseleccionadas dentro de al menos una 
secuencia genómica seleccionados del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65, se puede detectar mediante el 
uso de oligonucleótidos de cebadores específicos de metilación. Esta técnica (MSP) se ha descrito en la Patente de 
Estados Unidos No. 6,265,171 de Herman. El uso de cebadores específicos de estado de metilación para la 55
amplificación de ADN tratado con bisulfito permite la diferenciación entre ácidos nucleicos metilados y no metilados. 
Pares de cebadores MSP contienen al menos un cebador que se hibrida a un dinucleótido CpG tratado con bisulfito. 
Por lo tanto, la secuencia de dichos cebadores comprende al menos un dinucleótido CpG. cebadores de MSP 
específicos para el ADN no metilado contienen una "T" en la posición de la posición C en el CpG. Preferiblemente, por 
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lo tanto, se requiere la secuencia de bases de dichos cebadores para comprender una secuencia que tiene una 
longitud de al menos 9 nucleótidos que se hibrida con una secuencia de ácido nucleico tratado de acuerdo con una 
de las SEQ ID NO: 5-20; 66-181 y secuencias complementarias de las mismas, en donde la secuencia de bases de 
dichos oligómeros comprende al menos un dinucleótido CpG. Una realización preferida adicional del método 
comprende el uso de oligonucleótidos bloqueadores (el ensayo HeavyMethyl™). El uso de tales oligonucleótidos 5
bloqueadores se ha descrito por Yu et al, BioTechniques 23:714-720, 1997. Los oligonucleótidos de sonda de bloqueo 
se hibridan al ácido nucleico tratado con bisulfito simultáneamente con los cebadores de PCR. La amplificación por 
PCR del ácido nucleico se termina en la posición 5' de la sonda de bloqueo, de tal manera que la amplificación de un 
ácido nucleico se suprime donde está presente la secuencia complementaria a la sonda de bloqueo. Las sondas 
pueden ser diseñadas para hibridar con el ácido nucleico tratado con bisulfito de una manera específica al estado de 10
metilación. Por ejemplo, para la detección de ácidos nucleicos metilados dentro de una población de ácidos nucleicos 
no metilados, la supresión de la amplificación de ácidos nucleicos que son no metilados en la posición en cuestión se 
llevaría a cabo mediante el uso de sondas de bloqueo que comprenden un 'CpA "o" TPA 'en la posición en cuestión, 
en oposición a un "CpG" si se desea la supresión de la amplificación de ácidos nucleicos metilados.

Para los métodos de PCR utilizando oligonucleótidos bloqueadores, la ruptura eficiente de la amplificación mediada 15
por polimerasa requiere que los oligonucleótidos bloqueadores no sean alargados por la polimerasa. Preferiblemente, 
esto se logra mediante el uso de los bloqueadores que son 3'-desoxioligonucleótidos, u oligonucleótidos derivados en 
la posición 3' con un grupo diferente a un grupo hidroxilo "libre". Por ejemplo, los oligonucleótidos 3'-O-acetilo son 
representativos de una clase preferida de molécula bloqueadora.

Adicionalmente, la descomposición mediada por polimerasa de los oligonucleótidos bloqueadores debe ser impedida. 20
Preferiblemente, tal impedimento comprende o bien el uso de una polimerasa que carece de actividad exonucleasa 5' 
- 3', o el uso de oligonucleótidos bloqueadores modificados que tienen, por ejemplo, puentes tioato en los terminales 
5’ de los mismos que vuelven a la molécula bloqueadora resistente a la nucleasa. Aplicaciones particulares pueden 
no requerir de tales modificaciones en 5' del bloqueador. Por ejemplo, si los sitios de enlazamiento del cebador y del 
bloqueador se superponen, impidiendo así el enlazamiento del cebador (por ejemplo, con exceso de bloqueador), se 25
impedirá sustancialmente la degradación del oligonucleótido bloqueador. Esto es debido a que la polimerasa no 
extenderá el cebador hacia, y a través (en la dirección 5'-3) de un proceso bloqueador que da lugar normalmente a la 
degradación del oligonucleótido bloqueador hibridado.

Una realización particularmente preferida de bloqueador/PCR comprende el uso de oligómeros de ácido nucleico 
peptídico (PNA) como oligonucleótidos de bloqueo. Tales oligómeros bloqueadores de PNA son idealmente 30
adecuados, ya que ni se descomponen ni tampoco se extienden por la polimerasa.

Preferiblemente, por lo tanto, la secuencia de bases de dichos oligonucleótidos de bloqueo es necesario para 
comprender una secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucleótidos que se hibrida con una secuencia de 
ácido nucleico tratado de acuerdo con una de las SEQ ID NO: 5-20; 66-181 y secuencias complementarias de las 
mismas, en donde la secuencia de bases de dichos oligonucleótidos comprende al menos un dinucleótido CpG, TpG 35
o CpA.

Los fragmentos obtenidos por medio de la amplificación pueden portar un marcador directa o indirectamente 
detectable. Se prefieren los marcadores en forma de marcadores de fluorescencia, radionucleidos o fragmentos 
separables de moléculas que tienen una masa típica que puede ser detectada en un espectrómetro de masas. Donde 
dichos marcadores son marcadores de masa, se prefiere que los amplificados marcados tengan una sola carga neta 40
positiva o negativa, permitiendo ser detectados mejor en el espectrómetro de masas. La detección puede llevarse a 
cabo y ser visualizada, por ejemplo, por medio de desorción de la matriz asistida por láser / espectrometría de masas 
por ionización (MALDI) o usando espectrometría de masas por electroaspersión (ESI).

La espectrometría de masas por desorción/ionización láser asistida de la matriz (MALDI-TOF) es un desarrollo muy 
eficiente para el análisis de biomoléculas (Karas and Hillenkamp, Anal Chem., 60: 2299 - 301, 1988). Un analito está 45
embebido en una matriz absorbente de luz. La matriz es evaporada por un pulso de láser corto transportando así la 
molécula de analito a la fase de vapor de una manera no fragmentada. El analito se ioniza por colisiones con moléculas 
de la matriz. Un voltaje aplicado acelera los iones en un tubo de vuelo libre de campo. Debido a sus diferentes masas, 
los iones se aceleran a diferentes velocidades. Los iones más pequeños alcanzan el detector antes que los más 
grandes. La espectrometría MALDI-TOF es muy adecuada para el análisis de péptidos y proteínas. El análisis de 50
ácidos nucleicos es algo más difícil (Gut & Beck, Current Innovations and Future Trends, 1: 147 - 57, 1995). La 
sensibilidad con respecto al análisis de ácido nucleico es aproximadamente 100 veces menor que para los péptidos, 
y disminuye desproporcionadamente al aumentar el tamaño del fragmento. Por otra parte, para los ácidos nucleicos 
que tienen una estructura principal con múltiples cargas negativas, el proceso de ionización a través de la matriz es 
considerablemente menos eficiente. En espectrometría MALDI-TOF, la selección de la matriz desempeña un papel 55
eminentemente importante. Para la desorción de péptidos, se han encontrado varias matrices muy eficaces que 
producen una cristalización muy fina. En la actualidad existen varias matrices sensibles para ADN, sin embargo, la 
diferencia de sensibilidad entre los péptidos y los ácidos nucleicos no se ha reducido. Esta diferencia en la sensibilidad 
puede reducirse, sin embargo, modificando químicamente el ADN de tal manera que se haga más similar a un péptido. 
Por ejemplo, los ácidos nucleicos de fosforotioato, en los que se sustituyen los fosfatos habituales de la estructura 60
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principal con tiofosfatos, se pueden convertir en un ADN de carga neutra usando química de alquilación sencilla (Gut 
& Beck, Nucleic Acids Res. 23: 1367 - 73, 1995). El acoplamiento de una etiqueta de carga con este ADN modificado 
produce como resultado un aumento de la sensibilidad de MALDI-TOF al mismo nivel que el encontrado para los 
péptidos. Una ventaja adicional de etiquetado con carga es la mayor estabilidad del análisis contra las impurezas, que 
hace que la detección de sustratos no modificados sea considerablemente más difícil.5

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

En realizaciones en las que los amplificados fueron obtenidos por medio de la amplificación por MSP, la presencia o 
ausencia de un amplificado es en sí misma indicativa del estado de metilación de las posiciones de CpG cubiertas por 
el cebador, de acuerdo con las secuencias de bases de dicho cebador.10

Los amplificados obtenidos tanto a través de PCR estándar como específica de metilación pueden analizarse además 
por medio de métodos basados en oligómeros tales como, pero sin limitarse a, tecnología de arreglos y tecnologías 
con base en una sonda así como por medio de técnicas tales como secuenciación y extensión dirigida a la plantilla.

La amplificación sintetizado en la etapa tres se hibridan subsecuentemente a un arreglo o un conjunto de 
oligonucleótidos y/o sondas de PNA. En este contexto, la hibridación se lleva a cabo de la siguiente manera: el conjunto 15
de sondas usadas durante la hibridación está compuesto preferiblemente de al menos 2 oligonucleótidos u PNA-
oligómeros; en el proceso, los amplificados sirven como sondas que se hibridan con oligonucleótidos previamente 
enlazados a una fase sólida; los fragmentos no hibridados se eliminan subsecuentemente; dichos oligonucleótidos 
contienen al menos una secuencia de bases que tiene una longitud de al menos 9 nucleótidos que es complementaria 
inversa o idéntica a un segmento de las secuencias de bases especificadas en el presente Listado de Secuencias; y 20
el segmento comprende al menos un dinucleótido CpG, TpG o CpA. La porción de hibridación de los ácidos nucleicos 
de hibridación es típicamente de al menos 9, 15, 20, 25, 30 o 35 nucleótidos de longitud. Sin embargo, las moléculas 
más largas tienen utilidad.

Preferiblemente, dicho dinucleótido está presente en el tercio central del oligómero. Por ejemplo, en donde el oligómero 
comprende un dinucleótido CpG, dicho dinucleótido es preferiblemente del quinto al noveno nucleótido desde el 25
extremo 5' de un 13-mer. Existe un oligonucleótido para el análisis de cada dinucleótido CpG dentro de una secuencia 
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65, y las posiciones equivalentes en la SEQ ID NO: 5-20; 
66-181. Dichos oligonucleótidos también pueden estar presentes en forma de ácidos nucleicos peptídicos., Los 
amplificados no hibridados son entonces eliminados. Los no hibridados son entonces detectados. En este contexto, 
se prefiere que los marcadores unidos a los amplificados sean identificables en cada posición de la fase sólida a la 30
que se localiza una secuencia de oligonucleótidos.

El estatus de metilación genómica de las posiciones de CpG puede determinarse por medio de sondas de 
oligonucleótidos (como se detalla más arriba) que se hibridan con el ADN tratado con bisulfito concurrentemente con 
los cebadores de amplificación de PCR (en donde dichos cebadores o bien pueden ser específicos de metilación o 
estándar).35

Es particularmente preferido el uso de PCR cuantitativa en tiempo real basada en fluorescencia (Heid et al., Genome 
Res. 6: 986 - 994, 1996; véase también la patente de los Estados Unidos No. 6,331,393) empleando una sonda de 
oligonucleótidos fluorescente doblemente marcada (PCR con TaqManTM, utilizando un sistema de detección de 
secuencias ABI Prism 7700, Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City, California). La reacción PCR con TaqManTM

emplea el uso de un oligonucleótido de interrogación no extendible, llamado sonda TaqManTM, que, en realizaciones 40
preferidas, está diseñado para hibridar con una secuencia rica en GpC localizada entre los cebadores de amplificación 
directo e inverso. La sonda TaqManTM comprende además una "unidad estructural reportera" fluorescente y una " 
unidad estructural inactivadora" unidas covalentemente a unidades estructurales enlazadoras (por ejemplo, 
fosforamiditas) unidas a los nucleótidos del oligonucleótido TaqManTM. Para el análisis de metilación dentro de los 
ácidos nucleicos después del tratamiento con bisulfito, se requiere que la sonda sea específica para metilación, tal 45
como se describe en la patente de los Estados Unidos No. 6,331,393, también conocido como el ensayo MethylLightTM. 
Las variaciones sobre la metodología de detección TaqManTM que también son adecuadas para uso con la invención 
descrita incluyen el uso de tecnología de doble sonda (LightcyclerTM) o cebadores de amplificación fluorescentes 
(tecnología SunriseTM). Estas dos técnicas se puedeN adaptar de una manera adecuada para uso con ADN tratado 
con bisulfito, y por otra parte para el análisis de metilación dentro de dinucleótidos CpG.50

La cuarta etapa del método puede comprender el uso de la extensión del oligonucleótido dirigida a la plantilla, tal como 
MS-SNuPE como se describe por Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997.

La cuarta etapa del método puede comprender la secuenciación y subsecuente análisis de la secuencia del amplificado 
generado en la tercera etapa del método (Sanger F., et al, Proc Natl Acad Sci EE.UU. 74: 5463- 5467, 1977).

Mejor modo55
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Lo más preferiblemente, los ácidos nucleicos genómicos se aíslan y se tratan de acuerdo con las tres primeras etapas 
del método descrito anteriormente, a saber:

a) obtener, de un sujeto, una muestra biológica que tiene ADN genómico del sujeto;

b) extraer o de otra manera aislar el ADN genómico;

c) tratar el ADN genómico de b), o un fragmento del mismo, con uno o más reactivos para convertir las bases de 5
citosina que no están metiladas en la posición 5 del mismo en uracilo o en otra base que sea detectable en forma 
distinta a la citosina en términos de propiedades de hibridación; y en donde

d) la amplificación subsecuente al tratamiento en c) se lleva a cabo de una manera específica para la metilación, es 
decir, mediante el uso de cebadores específicos de metilación u oligonucleótidos de bloqueo, y además en donde

e)e) la detección de los amplificados se lleva a cabo por medio de una sonda de detección en tiempo real, como se 10
describe más arriba.

Preferiblemente, cuando la amplificación subsecuente de d) se lleva a cabo por medio de cebadores específicos de 
metilación, como se describió anteriormente, dichos cebadores específicos de metilación comprenden una secuencia 
que tiene una longitud de al menos 9 nucleótidos que hibrida con una secuencia de ácido nucleico tratado de acuerdo 
con una de SEQ ID NO: 5-20; 66-181 y secuencias complementarias de las mismas, en donde la secuencia de bases 15
de dichos oligómeros comprenden al menos un dinucleótido CpG.

Etapa e) del método, a saber, la detección de los amplificados específicos indicativos del estatus de metilación de una 
o más posiciones de CpG de al menos una secuencia genómica seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 
1-4; 37-65 se lleva a cabo por medio de métodos de detección en tiempo real como se describió anteriormente.

Se provee adicionalmente un método para el análisis del estatus de metilación del ADN genómico de acuerdo con la 20
invención (SEQ ID NO: 1-4; 37-65, y complementos de las mismas), sin la necesidad de la conversión con bisulfito. 
Se conocen métodos en la técnica en donde un reactivo de enzima de restricción sensible a la metilación, o una serie 
de reactivos de enzimas de restricción que comprenden reactivo de enzima de restricción sensible a la metilación que 
distinguen entre dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de una región objetivo se utilizan en la 
determinación de la metilación, por ejemplo, pero no limitado a DMH (véase, por ejemplo, pero no limitado a US25
6,605,432 o WO 2006/088978).

En la primera etapa de tales métodos adicionales, la muestra de ADN genómico se aísla del tejido o de fuentes 
celulares. El ADN genómico puede ser aislado por cualquier medio estándar en la técnica, incluyendo el uso de kits 
disponibles comercialmente. Brevemente, en donde el ADN de interés está encapsulado por una membrana celular la 
muestra biológica debe ser interrumpida y sometida a lisis mediante medios enzimáticos, químicos o mecánicos. La 30
solución de ADN puede entonces ser limpiada de proteínas y otros contaminantes, por ejemplo, por digestión con 
proteinasa K. El ADN genómico se recupera entonces de la solución. Esto puede llevarse a cabo por medio de una 
variedad de métodos que incluyen precipitación por saturación salina, extracción orgánica o enlazamiento de ADN a 
un soporte en fase sólida. La selección del método se verá afectada por varios factores incluyendo tiempo, coste y 
cantidad necesaria de ADN. Tipos de muestras clínicas AU que comprenden la materia neoplásica o potencialmente 35
neoplásica son adecuadas para uso en el presente método, se prefieren las líneas celulares, cortes histológicos, 
biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculado, orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, 
sangre entera, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre y combinaciones de los mismos. Los fluidos 
corporales son la fuente preferida de ADN; particularmente preferidos son orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, 
sangre entera, células sanguíneas aisladas y células aisladas de la sangre.40

Una vez que se han extraído los ácidos nucleicos, el ADN de doble cadena genómico se utiliza en el análisis.

Preferiblemente, el ADN puede escindirse antes del tratamiento con enzimas de restricción sensibles a la metilación. 
Tales métodos son conocidos en la técnica y pueden incluir tanto medios físicos como enzimáticos. Particularmente 
preferido es el uso de uno o una pluralidad de enzimas de restricción que no son sensible a la metilación, y cuyos 
sitios de reconocimiento son ricos en AT y no comprenden dinucleótidos CG. 45

El uso de tales enzimas permite la conservación de las islas CpG y regiones ricas en CpG en el ADN fragmentado. 
Las enzimas de restricción no específica de metilación se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste de Msel, 
Bfal, Cspól, Trull, Tvull, Tru9I, Tvu9I, Mael y Xspl. Particularmente preferido es el uso de dos o tres de tales enzimas. 
Particularmente preferido es el uso de una combinación de MseI, BfaI y Cspól.

El ADN fragmentado puede entonces ser ligado a los oligonucleótidos adaptadores con el fin de facilitar la amplificación 50
enzimática subsecuente. La ligación de oligonucleótidos a fragmentos de ADN de extremos romoso y pegajosos se 
conoce en la técnica, y se lleva a cabo por medio de la desfosforilación de los extremos (por ejemplo, utilizando la 
fosfatasa alcalina de ternera o de camarón) y la ligación subsecuente utilizando enzimas de ligasa (por ejemplo ligasa 
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de ADN de T4) en la presencia de dATPs. Los oligonucleótidos adaptadores son típicamente de al menos 18 pares 
de bases de longitud.

En la tercera etapa, el ADN (o fragmentos de los mismos) se digiere entonces con una o más enzimas de restricción 
sensibles a la metilación. La digestión se lleva a cabo de tal manera que la hidrólisis del ADN en el sitio de restricción 
es informativo del estatus de metilación de un dinucleótido CpG específico del gen NFATC3 y opcionalmente de al 5
menos un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-
1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; 
MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 
Y/O EXÓN 2).

Preferiblemente, se analiza una pluralidad de genes (aquí también denominado como un "panel de gen") como se 10
describe más arriba. 

Preferiblemente, la enzima de restricción específica de metilación se selecciona del grupo que consiste de Bsi El , Hga 
I, HinPl, Hpy99I, Ava I, Bee AI, Bsa HI, Bisl, BstUI, BshI236I, AccII, BstFNI, McrBC, GIaI, Mvnl, HpaII (HapII), Hhal, 
Acil, Smal, HinPlI, HpyCH4IV, Eagl y mezclas de dos o más de las enzimas anteriores. Se prefiere una mezcla que 
contenga las enzimas de restricción BstUI, HpaII, HpyCH4IV y HinPlI.15

En la cuarta etapa, que es opcional, pero preferida, se amplifican los fragmentos de restricción. Esto se lleva a cabo 
preferiblemente usando una reacción en cadena de la polimerasa, y dicha amplificación puede llevar marcadores 
detectables adecuados como se discutió anteriormente, a saber los marcadores fluoróforo, radionucleidos y 
marcadores de masa. Particularmente preferida es la amplificación por medio de una enzima de amplificación y al 
menos dos cebadores que comprenden, en cada caso una secuencia contigua de al menos 16 nucleótidos de longitud 20
que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas a la SEQ ID NO:50 y 
opcionalmente a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-49, 51-65, y 
complementos de los mismos. Preferiblemente, dicha secuencia contigua es al menos de 16, 20 o 25 nucleótidos de 
longitud. En una realización alternativa dichos cebadores pueden ser complementarios a los adaptadores enlazados 
a los fragmentos.25

En la quinta etapa se detectan los amplificados. La detección puede ser por cualquier medio estándar en la técnica, 
por ejemplo, pero no limitado a, análisis de electroforesis en gel, análisis de hibridación, incorporación de etiquetas 
detectables dentro de los productos de PCR, análisis de arreglo de ADN, análisis MALDI o ESI. Preferiblemente, dicha 
detección se lleva a cabo por hibridación a al menos un ácido nucleico o ácido nucleico peptídico que comprende en 
cada caso una secuencia contigua de al menos 16 nucleótidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo 30
condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas a la SEQ ID NO:50 y opcionalmente a una secuencia seleccionada 
del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65, y complementos de las mismas. Preferiblemente, dicha secuencia 
contigua es de al menos 16, 20 o 25 nucleótidos de longitud.

Subsecuente a la determinación del estado de metilación o el nivel de los ácidos nucleicos genómicos, se deduce la 
presencia o ausencia de trastornos proliferativos de células de próstata, lo más preferiblemente, carcinoma de próstata 35
basándose en el estado de metilación o el nivel de al menos una secuencia de dinucleótido CpG de la SEQ ID NO:50 
y opcionalmente uno o más de 1-4; 3749, 51-65, o un promedio, o un valor que refleje un estado de metilación promedio 
de una pluralidad de secuencias de dinucleótidos CpG de la SEQ ID NO:50 y opcionalmente 1-4; 3749, 51-65, en 
donde la metilación se asocia con la presencia de trastornos proliferativos de células de próstata, lo más 
preferiblemente, el cáncer de próstata. En donde dicha metilación se determina por medios cuantitativos, el punto de 40
corte para determinar dicha la presencia de metilación es preferiblemente cero (es decir, en donde una muestra 
despliega cualquier grado de metilación, se determina por tener un estatus metilado en la posición de CpG analizada). 
No obstante, se prevé que el experto en la técnica puede desear ajustar dicho valor de corte con el fin de proveer un 
ensayo de una sensibilidad o especificidad particularmente preferida. De acuerdo con lo anterior dicho valor de corte 
se puede incrementar (incrementando así la especificidad), dicho valor de corte puede estar dentro de un rango 45
seleccionado del grupo que consiste de 0% -5%, 5% -10%, 10% -15%, 15 % -20%, 20% -30% y 30% -50%. 
Particularmente preferidos son los puntos de corte de 10%, 15%, 25% y 30%.

Kits

Por otra parte, se divulga un kit que comprende: un medio para determinar la metilación de NAFTC3 y opcionalmente 
al menos un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-50
1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; 
MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 
Y/O EXÓN 2). Los medios para determinar dicha metilación comprenden preferiblemente un reactivo que contiene 
bisulfito; uno o una pluralidad de oligonucleótidos que consisten en, cuyas secuencias en cada caso son idénticas, 
son complementarias, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas, a un segmento de 9 o más 55
preferiblemente 18 bases de longitud de una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 5-20; 66-181; y opcionalmente 
instrucciones para llevar a cabo y evaluar el método descrito de análisis de metilación. En una realización, la secuencia 
de bases de dichos oligonucleótidos comprende al menos un dinucleótido CpG, TpG o CpA.
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Dicho kit puede comprender además reactivos estándar para la realización de un análisis de metilación específica de 
la posición de CpG, en donde dicho análisis comprende una o más de las siguientes técnicas: MS-SNuPE, MSP, 
MethyLight™, HeavyMethyl, COBRA, y secuenciación de ácidos nucleicos. 

Sin embargo, un kit usado a lo largo de las líneas de la presente invención también puede contener solamente parte 
de los componentes antes mencionados.5

El kit puede comprender reactivos de conversión con bisulfito adicionales seleccionados del grupo que consiste de: 
regulador de desnaturalización de ADN; regulador de sulfonación; reactivos o kits de recuperación de ADN (por 
ejemplo, precipitación, ultrafiltración, columna de afinidad); regulador de sulfonación; y componentes de recuperación 
de ADN.

El kit también puede contener, empacados en recipientes separados, una polimerasa y un regulador de reacción 10
optimizado para la extensión del cebador mediada por la polimerasa, tal como PCR. El kit puede comprender además 
medios para obtener una muestra biológica del paciente. Se prefiere un kit, que comprende además un recipiente 
adecuado para contener los medios para determinar la metilación de NFATC3 y opcionalmente al menos un gen 
seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; 
ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; Hist1 H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; 15
FGF 13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN INTRÓN 1 y/o EXÓN 2) en 
la muestra biológica del paciente, y lo más preferiblemente comprende además instrucciones para el uso y la 
interpretación de los resultados del kit. En un ejemplo preferido, el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) un 
recipiente adecuado para contener el dicho reactivo de bisulfito y la muestra biológica del paciente; (c) al menos un 
conjunto de oligonucleótidos de cebador que contienen dos oligonucleótidos cuyas secuencias en cada caso son 20
idénticas, son complementarias, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas a un segmento de 9 o 
más preferiblemente 18 bases de largo de una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 5-20; 66-181; y opcionalmente 
(d) instrucciones para el uso y la interpretación de los resultados del kit. En una realización preferida alternativa, el kit 
comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo de bisulfito y la muestra 
biológica del paciente; (c) al menos un oligonucleótido y/o PNA-oligómero que tiene una longitud de al menos 9 o 16 25
nucleótidos que es idéntica a o se hibrida a una secuencia de ácido nucleico pretratada de acuerdo con una de las 
SEQ ID NO: 5-20; 66-181 y las secuencias complementarias de las mismas; y opcionalmente (d) instrucciones para 
el uso y la interpretación de los resultados del kit.

En un ejemplo alternativo, el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) un recipiente adecuado para contener dicho 
reactivo de bisulfito y la muestra biológica del paciente; (c) al menos un conjunto de oligonucleótidos de cebador que 30
contienen dos oligonucleótidos cuyas secuencias en cada caso son idénticas, son complementarias, o se hibridan bajo 
condiciones rigurosas o altamente rigurosas a un segmento de 9 o más preferiblemente 18 base de largo de una 
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 5-20; 66-181; (d) al menos un oligonucleótidos y/o PNA-oligómero que tiene 
una longitud de al menos 9 o 16 nucleótidos que es idéntica a o se hibrida a una secuencia de ácido nucleico pretratada
de acuerdo con una de las SEQ ID NO: 5-20; 66-181 y las secuencias complementarias de las mismas; y 35
opcionalmente (e) las instrucciones de uso e interpretación de los resultados del kit.

El kit también puede contener otros componentes tales como reguladores y soluciones adecuadas para el bloqueo, 
lavado o recubrimiento, empacados en un recipiente separado.

También se divulga un kit para su uso en la determinación de la presencia de y/o diagnóstico de trastornos 
proliferativos de células de la próstata, lo más preferiblemente, carcinoma de próstata, comprendiendo dicho kit: un 40
medio para medir el nivel de transcripción de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; 
TFAP2E; Hist1 H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; 
MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); 
SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); y/o un medio para determinar la metilación de al 
menos un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-45
1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; 
MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 
Y/O EXÓN 2).

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se podría encontrar en un típico kit basado en COBRA™) para el análisis 
COBRA ™ pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para al menos un gen seleccionado del grupo que 50
consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; 
CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; 
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); enzimas de restricción y 
regulador apropiado: oligo de hibridación del gen; oligo de hibridación de control; kit de marcación de quinasa para la 
sonda oligo; y nucleótidos marcados.55

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se podría encontrar en un típico kit basado en MethyLight™) para el análisis 
MethyLight™ pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para la secuencia convertida por bisulfito de al 
menos un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-
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1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; 
MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 
Y/O EXÓN 2); sondas específicas de bisulfito (por ejemplo, TaqMan™ o LightCycle™); reguladores de PCR 
optimizados y desoxinucleótidos; y Taq polimerasa.

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se podría encontrar en un típico kit basado en Ms-SNuPE™) para el análisis 5
Ms-SNuPE™ puede incluir, pero no se limita a: cebadores de PCR para el gen específico (o secuencia de ADN tratado 
con bisulfito o isla CpG); reguladores optimizados para PCR y desoxinucleótidos; kit de extracción en gel; cebadores 
de control positivo; cebadores Ms-SNuPE™ para la secuencia convertida con bisulfito de al menos un gen 
seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; FHST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; 
ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; 10
FGF 13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 
2); regulador de reacción (para la reacción Ms-SNuPE); y nucleótidos marcados.

Los reactivos típicos (por ejemplo, como podría encontrarse en un kit típico basado en MSP) para el análisis MSP 
pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR metilados y no metilados para la secuencia convertida por 
bisulfito de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; 15
RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTD1 (KRAS); 
ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 
(REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2 ), reguladores optimizado para PCR y desoxinucleótidos y sondas específicas.

Por otra parte, un aspecto adicional es un kit alternativo que comprende un medio para determinar la metilación de al 
menos un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-20
1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; 
MN1; KLF8; FGF 13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 
Y/O EXÓN 2 ), en donde dichos medios comprenden preferiblemente al menos una enzima de restricción específica 
de metilación; uno o una pluralidad de oligonucleótidos cebadores (preferiblemente uno o una pluralidad de pares de 
cebadores) adecuados para la amplificación de una secuencia que comprende al menos un dinucleótido CpG de una 25
secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65; y opcionalmente instrucciones para llevar 
a cabo y evaluar el método descrito de análisis de metilación. En una realización, la secuencia de bases de dichos 
oligonucleótidos son idénticos, son complementarias, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas 
a un segmento al menos de 18 bases de largo, de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID 
NO: 1-4; 37-65.30

Dicho kit puede comprender uno o una pluralidad de sondas de oligonucleótidos para el análisis de los fragmentos 
digeridos, preferiblemente dichos oligonucleótidos son idénticos, son complementarias, o se hibridan bajo condiciones 
rigurosas o altamente rigurosas a un segmento al menos de 16 base de largo de una secuencia seleccionada del 
grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65.

El kit puede comprender reactivos adicionales seleccionados del grupo que consiste de: regulador (por ejemplo, 35
reguladores de enzimas de restricción, de almacenamiento de PCR, o de lavado); reactivos o kits de recuperación de 
ADN (por ejemplo, precipitación, ultrafiltración, columna de afinidad) y componentes de recuperación de ADN.

El kit puede contener, empacados en recipientes separados, una polimerasa y un regulador de reacción optimizado 
para la extensión del cebador mediada por la polimerasa, tal como PCR. El kit puede comprender además medios
para obtener una muestra biológica del paciente. Preferiblemente, el kit comprende: (a) un reactivo de enzima de 40
restricción sensible a la metilación; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biológica del 
paciente; (c) al menos un conjunto de oligonucleótidos de uno o una pluralidad de ácidos nucleicos o ácidos nucleicos 
peptídicos que son idénticos, son complementarios, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas a 
un segmento al menos de 9 bases de largo de al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ 
ID NO: 1-4; 37-65; y opcionalmente (d) instrucciones para el uso y la interpretación de los resultados del kit.45

De manera alternativa, el kit puede comprender: (a) un reactivo de enzima de restricción sensible a la metilación; (b) 
un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biológica del paciente; (c) al menos un conjunto de 
oligonucleótidos cebadores adecuados para la amplificación de una secuencia que comprende al menos un 
dinucleótido CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65; y opcionalmente 
(d) instrucciones para el uso y la interpretación de los resultados del kit.50

En una realización alternativa, el kit puede comprender: (a) un reactivo de enzima de restricción sensible a la 
metilación; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biológica del paciente; (c) al menos 
un conjunto de oligonucleótidos cebadores adecuados para la amplificación de una secuencia que comprende al 
menos un dinucleótido CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65; (d) al 
menos un conjunto de oligonucleótidos de uno o una pluralidad de ácidos nucleicos o ácidos nucleicos peptídicos que 55
son idénticos, son complementarias, o hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas a un segmento al 
menos de 9 bases de largo de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65 y 
opcionalmente (e) las instrucciones de uso y la interpretación de los resultados del kit.
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El kit también puede contener otros componentes tales como reguladores y soluciones adecuadas para el bloqueo, 
lavado o recubrimiento, empacados en un recipiente separado.

Se divulga además un kit para uso en el suministro de un diagnóstico de la presencia de trastornos proliferativos de 
célula de próstata, lo más preferiblemente, el carcinoma de próstata en un sujeto por medio de análisis de enzima de 
restricción sensible a la metilación. Dicho kit comprende un recipiente y un componente de microarreglos de ADN. 5
Dicho componente de microarreglos de ADN es una superficie sobre la cual una pluralidad de oligonucleótidos se 
inmoviliza en las posiciones designadas y en donde el oligonucleótido comprende al menos un sitio de metilación CpG. 
Al menos uno de dichos oligonucleótidos es específico para al menos un gen seleccionado del grupo que consiste de
RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; 
HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF 13; NKX2-6; SPG20; 10
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2) y comprende una 
secuencia de al menos 15 pares de bases de longitud, pero no más de 200 pb de una secuencia seleccionada del 
grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65. Preferiblemente, dicha secuencia es de al menos 15 pares de bases 
de longitud, pero no más de 80 pares de bases de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 
1-4; 37-65. Se prefiere además que dicha secuencia sea de al menos 20 pares de bases de longitud, pero no más de 15
30 pares de bases de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65.

Dicho kit de prueba comprende preferiblemente además un componente de la enzima de restricción que comprende 
uno o una pluralidad de enzimas de restricción sensibles a la metilación.

En una realización adicional, dicho kit de prueba se caracteriza además porque comprende al menos una enzima de 
restricción específica de metilación, y en donde los oligonucleótidos comprenden un sitio de restricción de dichas al 20
menos una enzima de restricción específicas de metilación.

El kit puede comprender además uno o varios de los siguientes componentes, que son conocidos en la técnica para 
el enriquecimiento de ADN: un componente de proteína, dicha proteína enlazante selectivamente a ADN metilado; un 
componente de ácido nucleico formador de triplex, uno o una pluralidad de enlaces, opcionalmente en una solución 
adecuada; sustancias o soluciones para la realización de una ligación, por ejemplo, ligasas, reguladores; sustancias 25
o soluciones para la realización de una cromatografía de columna; sustancias o soluciones para la realización de un 
enriquecimiento basado en la inmunología (por ejemplo, inmunoprecipitación); sustancias o soluciones para la 
realización de una amplificación de ácido nucleico, por ejemplo, PCR; un colorante o varios colorantes, si se aplica 
con un reactivo de acoplamiento, si es aplicable en una solución; sustancias o soluciones para la realización de una 
hibridación; y/o sustancias o soluciones para la realización de una etapa de lavado.30

Se divulga además una composición de materia útil para detectar, o para el diagnóstico de carcinoma de próstata. 
Dicha composición comprende al menos un ácido nucleico de 18 pares de bases de longitud de un segmento de la 
secuencia de ácido nucleico divulgada en la SEQ ID NO: 5-20; 66-181, y una o más sustancias tomadas del grupo 
que comprende: 1 a 5 mmol/l de cloruro de magnesio, 100 a 500 µmol/l de dNTP, 0.5-5 unidades de Taq polimerasa, 
albúmina de suero bovino, un oligómero, en particular, un oligonucleótido o (PNA)-oligómero de ácido nucleico 35
peptídico, comprendiendo dicho oligómero en cada caso al menos una secuencia de bases que tiene una longitud de 
al menos 9 nucleótidos que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas 
a un ADN genómico pretratado de acuerdo con una de las SEQ ID NO: 5-20; 66-181 y las secuencias complementarias 
de las mismas. Se prefiere que dicha composición de materia comprenda una solución reguladora apropiado para la 
estabilización de dicho ácido nucleico en una solución acuosa y permitir reacciones basadas en polimerasa dentro de 40
dicha solución. Los reguladores adecuados son conocidos en la técnica y están disponibles comercialmente.

En ejemplos adicionales dicho al menos un ácido nucleico es al menos 50, 100, 150, 200, 250 o 500 pares de bases 
de longitud de un segmento de la secuencia de ácido nucleico divulgada en la SEQ ID NO: 5-20; 66-181.

La materia de la divulgación es un método para la detección de trastornos proliferativos de células de próstata en un 
sujeto que comprende la determinación de los niveles de expresión de al menos un gen seleccionado del grupo que 45
consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; 
CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; 
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGION DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2) en una muestra biológica 
aislada de dicho sujeto en donde la subexpresión y/o metilación de CpG es indicativa de la presencia de dicho 
trastorno.50

Preferiblemente, dicho nivel de expresión se determina detectando la presencia, ausencia o nivel de un polipéptido 
codificado por dicho gen o secuencia de los mismos.

Preferiblemente, dicho polipéptido se detecta por uno o más medios seleccionados del grupo que comprende análisis
western blot, cromatografía, inmunoensayo, inmunoensayo ELISA, radioinmunoensayo, anticuerpos y combinaciones 
de los mismos.55
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Preferiblemente, dicha expresión se determina detectando la presencia o ausencia de metilación de CpG dentro de 
dicho gen, en donde la presencia de metilación indica la presencia de un carcinoma.

La materia de la divulgación es además un método para la detección de trastornos proliferativos de células de próstata 
en un sujeto, que comprende poner en contacto el ADN genómico aislado de una muestra biológica obtenida de dicho 
sujeto con al menos un reactivo, o serie de reactivos que distinguen entre dinucleótidos CpG metilados y no metilados 5
dentro de al menos una región objetivo del ADN genómico, en donde la región objetivo comprende, o hibrida bajo 
condiciones rigurosas con una secuencia de al menos 16 nucleótidos contiguos de una secuencia seleccionada del 
grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65, respectivamente, en donde dichos nucleótidos contiguos comprenden 
al menos una secuencia de dinucleótido CpG, y en el que la detección de carcinoma es, producida al menos en parte.

La materia de la divulgación es además un método para la detección de trastornos proliferativos de células de próstata, 10
que comprende:

a) extraer o de otra manera aislar el ADN genómico de una muestra biológica obtenida del sujeto; b) tratar el ADN 
genómico de a), o un fragmento del mismo, con uno o más reactivos para convertir las bases de citosina que están 
sin metilar en la posición 5 del mismo en uracilo o en otra base que es detectable diferente a la citosina en términos 
de propiedades de hibridación ;15

c) poner en contacto el ADN genómico tratado, o el fragmento tratado del mismo, con una enzima de amplificación y 
al menos un cebador que comprende, una secuencia contigua de al menos 9 nucleótidos que es complementaria a, o 
se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas a una secuencia seleccionada del grupo que 
consiste de SEQ ID NO: 5-20; 66-181, y complementos de las mismas, en donde el ADN genómico tratado, o el 
fragmento del mismo o bien se amplifica para producir al menos un amplificado, o no se amplifica; y20

d) determinar, basándose en una presencia o ausencia de, o en una propiedad de dicho amplificado, el estado de 
metilación o nivel de al menos un dinucleótido CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID 
NO: 1-4; 37-65, o un promedio, o un valor que refleja un estado de metilación promedio o el nivel de una pluralidad de 
dinucleótidos CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65, en donde al 
menos uno de la detección y el diagnóstico de cáncer, es producido al menos en parte.25

Preferiblemente, el tratamiento del ADN genómico, o el fragmento del mismo en b), comprende el uso de un reactivo 
seleccionado del grupo que comprende de bisulfito, sulfito de hidrógeno, bisulfito, y combinaciones de los mismos.

Preferiblemente, poner en contacto o amplificación de c) comprende el uso de al menos un método seleccionado del 
grupo que comprende: el uso de una polimerasa de ADN resistente al calor como la enzima de amplificación; uso de 
una polimerasa que carece de la actividad de 5'-3' exonucleasa; uso de una reacción en cadena de la polimerasa 30
(PCR); generación de una molécula de ácido nucleico de amplificación que lleva un marcador detectable.

Preferiblemente, la muestra biológica obtenida del sujeto se selecciona del grupo que comprende las líneas celulares, 
cortes histológicos, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculado, eyaculado, orina, plasma 
sanguíneo, suero sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre y 
combinaciones de los mismos.35

Preferiblemente, el método comprende, además, en la etapa d) el uso de al menos una molécula de ácido nucleico o 
molécula de ácido nucleico peptídico que comprende en cada caso una secuencia contigua de al menos 9 nucleótidos 
de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas a una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 5-20; 66-181, y complementos de las mismas, en 
donde dicha molécula de ácido nucleico o molécula de ácido nucleico peptídico suprime la amplificación del ácido 40
nucleico al que se hibrida.

Preferiblemente, la determinación en d) comprende la hibridación de al menos una molécula de ácido nucleico o 
molécula de ácido nucleico peptídico en cada caso que comprende una secuencia contigua de al menos 9 nucleótidos 
de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas a una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 5-20; 66-181, y complementos de las mismas.45

Preferiblemente, al menos uno de tales moléculas de ácido nucleico de hibridación o molécula de ácido nucleico 
peptídico se enlaza a una fase sólida.

Preferiblemente, el método comprende además extender al menos una tal molécula de ácido nucleico hibridado por 
al menos una base de nucleótidos.

Preferiblemente, la determinación en d), comprende la secuenciación del amplificado.50

Preferiblemente, poner en contacto o amplificación en c), comprende el uso de cebadores específicos de metilación.
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La materia de la divulgación es además un método para la detección de trastornos proliferativos de células de próstata, 
que comprende:

a) extraer o de otra manera aislar ADN genómico de una muestra biológica obtenida del sujeto; b) digerir el ADN 
genómico de a), o un fragmento del mismo, con una o más enzimas de restricción sensibles a la metilación;

c) poner en contacto la digestión con enzimas de restricción de ADN de b), con una enzima de amplificación y al menos 5
dos cebadores adecuados para la amplificación de una secuencia que comprende al menos un dinucleótido CpG de 
una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4 , 37-65;

d) determinar, sobre la base de una presencia o ausencia de un amplificado el estado de metilación o nivel de al menos 
un dinucleótido CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4, 37-65, en el que al 
menos uno de detectar y clasificar el cáncer, es producido, al menos en parte.10

Preferiblemente, la presencia o ausencia de un amplificado se determina por medio de la hibridación con al menos un 
ácido nucleico o ácido nucleico peptídico que es idéntico, complementario, o se hibrida bajo condiciones rigurosas o 
altamente rigurosas a un segmento de al menos 16 bases de largo de una secuencia seleccionada del grupo que 
consiste de SEQ ID NO: 1-4; 37-65.

La materia de la divulgación es además un ácido nucleico tratado para su uso en la detección de trastornos 15
proliferativos de células de próstata derivados de SEQ ID NO: 1-4, 37-65 genómicos en donde el tratamiento es 
adecuado para convertir al menos una base de citosina no metilada de la secuencia de ADN genómico en uracilo u 
otra base que es detectable diferente a la citosina en términos de hibridación.

La materia de la divulgación es además un ácido nucleico para uso en la detección de trastornos proliferativos de 
células de próstata, que comprende al menos 9 o al menos 16 nucleótidos contiguos de una secuencia de ADN 20
genómico tratado seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO: 5-20, 66- 181, y las secuencias 
complementarias de las mismas, en donde el tratamiento es adecuado para convertir al menos una base de citosina 
no metilada de la secuencia de ADN genómico seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1-4, 37-65 a 
uracilo u otra base que es detectable diferente a la citosina en términos de hibridación.

La materia de la divulgación es además un ácido nucleico para uso en la detección de trastornos proliferativos de 25
células de próstata, que comprende al menos 50 nucleótidos contiguos de una secuencia de ADN seleccionada del 
grupo que consiste de SEQ ID NO: 5-20, 66 a 181, y secuencias complementarias de las mismas .

Preferiblemente, la secuencia de bases contiguas comprende al menos una secuencia de dinucleótido CpG, TpG o 
CpA.

La materia de la divulgación es además un ácido nucleico para uso en la detección de trastornos proliferativos de 30
células de próstata, que comprende al menos 9 o al menos 16 nucleótidos contiguos de una secuencia de ADN 
genómico tratado seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO: 5-20, 66-181 y las secuencias complementarias 
de las mismas como medios de diagnóstico.

La materia de la divulgación es además un kit adecuado para la determinación del nivel de expresión mediante la 
detección de la presencia, ausencia o nivel de ARNm transcrito a partir de un gen seleccionado del grupo que consiste 35
de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; 
HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF 13; NKX2-6; SPG20; 
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2), que comprende

a) una pluralidad de oligonucleótidos o polinucleótidos capaces de hibridar bajo condiciones rigurosas o 
moderadamente rigurosas a los productos de transcripción de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste 40
de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; 
HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; 
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2);

(b) un recipiente adecuado para contener los oligonucleótidos o polinucleótidos y una muestra biológica del paciente, 
que comprende los productos de transcripción en donde los oligonucleótidos y polinucleótidos pueden hibridar bajo 45
condiciones rigurosas o moderadamente rigurosas a los productos de la transcripción;

(c) medios para detectar la hibridación de (b); y opcionalmente

(d) instrucciones para el uso y la interpretación de los resultados del kit. 

La materia de la divulgación es además un kit adecuado para la determinación del nivel de expresión mediante la 
detección de la presencia, ausencia o nivel de un polipéptido codificado por un gen seleccionado del grupo que 50
consiste de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; 

E16152630
31-10-2018ES 2 694 284 T3

 



31

CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF1 3; NKX2-6; SPG20; 
DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2), o la secuencia de los 
mismos, que comprende

(a) un medio para detectar polipéptidos de un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; TFAP2E; 
HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; 5
M0BKL2B; LTD 1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); 
SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2);

(b) un recipiente adecuado para contener los dichos medios y la muestra biológica del paciente, que comprende los 
polipéptidos en donde los medios pueden formar complejos con los polipéptidos; (c) un medio para detectar los 
complejos de (b). 10

La materia de la divulgación es además un kit adecuado para determinar el nivel de expresión mediante la detección 
de la presencia o ausencia de metilación de CpG dentro de un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; 
TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; 
CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF1 3; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 
(CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2), en donde la presencia de metilación indica la 15
presencia de un carcinoma, que comprende

(a) un reactivo de bisulfito;

(b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo de bisulfito y la muestra biológica del paciente;

(c) al menos un conjunto de oligonucleótidos que contienen dos oligonucleótidos cuyas secuencias en cada caso son 
idénticas, son complementarias, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas a un segmento de 9 o 20
más preferiblemente 18 bases de largo de una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 5-20, 66-181. 

La materia de la divulgación es, además, un kit adecuado para determinar el nivel de expresión mediante la detección 
de la presencia o ausencia de metilación de CpG dentro de un gen seleccionado del grupo que consiste de RASSF2A; 
TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C;

PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; M0BKL2B; IFL TD1 (KRAS); ANXA2; NFATC3; MN1; KLF8; FGF 13; NKX2-6; 25
SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN DE INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2 ), en donde la 
presencia de metilación indica la presencia de un carcinoma, que comprende

(a) un reactivo de enzima de restricción sensible a la metilación;

(b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biológica del paciente;

(c) al menos un conjunto de oligonucleótidos de uno o una pluralidad de ácidos nucleicos o de ácidos nucleicos 30
peptídicos que son idénticos, son complementarias, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas a 
un segmento de al menos 9 bases de longitud de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 
1-4, 37-65; y opcionalmente

(d) instrucciones para el uso y la interpretación de los resultados del kit. 

La materia de la divulgación es además el uso de un método descruto aquí, un ácido nucleico y/o un kit descrito aquí 35
en el diagnóstico y/o la detección de trastornos proliferativos de células de próstata.

Ejemplo 1

El objetivo del presente estudio fue determinar la viabilidad de la medición de marcadores de metilación de ADN para 
el cáncer de próstata (de aquí en adelante también denominado como PCa) en los fluidos corporales remotos. En este 
proceso se utilizó un flujo de circuito de producción de alta calidad para la orina, los marcadores candidatos se 40
analizaron mediante la tecnología de Heavy Metal™ (HM) (Cottrell et al., Nucleic Acids Res. 2004 Jan 13;32(1):elO) y 
se demostró que PCa desprende ADN que puede ser detectado por medio de análisis de metilación tanto en plasma 
como en orina con alta sensibilidad. Así, se estableció que los marcadores analizados eran adecuados para el 
desarrollo de una prueba de detección para PCa con base en el análisis de metilación del ADN.

Objetivos del estudio45

El propósito del presente estudio fue realizar una investigación sobre si los marcadores de metilación del ADN de PCa 
pueden medirse en un fluido corporal remoto. El estudio fue diseñado para identificar el analito óptimo para tal prueba 
y para generar datos de especificidad y de rendimiento analítico para candidatos marcadores.
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Marcadores candidatos y localización de los ensayos

Los marcadores RASSF2 y TFAP2E se identificaron sobre la base de su metilación en tejidos de cáncer de próstata, 
tal como se determinó en un estudio preliminar (no descrito aquí). Los marcadores GSTPi y HIST1H4K habían sido 
identificados previamente en un estudio realizado por el solicitante según lo publicado en la solicitud de patente WO 
2005/054517.5

El análisis de metilación se realizó por medio de HeavyMethyl™. El genómico aislado es bisulfito tratado para convertir 
las citosinas no metiladas en uracilo, en donde las citosinas metiladas se conservan. Los fragmentos del ADN tratado 
con bisulfito que comprenden dinucleótidos CpG metilados potencialmente se amplifican entonces por medio de PCR. 
Los cebadores no cubren ninguna de las posiciones de citosina potencialmente metiladas (es decir, no se hibridan con 
los dinucleótidos CpG genómicos). La amplificación de fragmentos que comprenden los dinucleótidos CpG no 10
metilados se suprime por medio de un oligonucleótido de bloqueo que se hibrida a dinucleótidos TG. De acuerdo con 
lo anterior solamente el ADN que fue metilado en la muestra genómico se amplifica. Los fragmentos amplificados se 
detectan por medio de sondas marcadas de forma detectable adecuadas para uso en reacciones de PCR tal como 
sondas de detección en tiempo real. El cebador de ensayo y las sondas se proveen en el listado de secuencias de 
acompañamiento como se acuerdan con la Tabla 2.15

GSTPi

Ubicación Cromosómica: 11q13

Gen(es) Cercano(s): el cebador de avance GSTPi HM está justo corriente arriba del exón 1 y el cebador de retroceso 
está justa corriente abajo del exón I de GSTP1.

RASSF2A20

Ubicación Cromosómica: 20pter-P12.1

Gen(es) Cercano(s): w/i la isla CpG del intrón 1 del v. 1 transcripto de RASSF2.

HIST1H4K

Ubicación Cromosómica: 6p22-21.3

Gen(es) Cercano(s): intrones superpuestos H1ST1H4K 25

TFAP2E

Ubicación Cromosómica: 1p34.3

Gen(es) Cercano(s): w/i intrón 3 de TFAP2E (~ 11 kb corriente abajo del inicio de txn) y ~ 20 kb corriente arriba del 
inicio txn de KIAA0319L (PKD-1 como gen).

Estudio de tejido30

Los ensayos se probaron inicialmente en tejidos normales, NAT y PCa. Los candidatos marcadores que fueron 
analizadas en la prueba de tejido HM eran todos muy específicos para la sangre normal y el tejido normal de la 
próstata. En contraste con estudios anteriores se observó que el ADN del tumor adyacente normal de la próstata (NAT) 
es casi tan metilado como ADN de tumor de próstata. El NAT (que puede contener BPH) es claramente distinto del
tejido de BPH que se ha derivado de los pacientes que no portan tumores prostáticos sin PSA elevado (el origen de 35
muchas muestras de tejido BPH en la prueba de tejido MSP). De hecho, existe evidencia en la literatura que GSTP1 
en NAT es metilado (Hanson et al., 2006).

El rendimiento de los marcadores en normal + BPH en comparación con PCa se provee en la Tabla 3 y la Figura 1.

Análisis de analitos remotos

Con el fin de maximizar el equivalente analito en ensayos de PCR en tiempo real (1.5 ml equivalentes), el número 40
máximo de ensayos en el estudio fue limitado a cuatro, con cada ensayo ejecutado por duplicado para cada muestra.

Colección de muestra

Para este estudio, los inventores recolectaron plasma coincidente y orina de un total de 191 hombres, entre ellos 91 
hombres con cáncer de próstata confirmado por biopsia, 51 hombres sin cáncer detectado por biopsia (posteriormente 
diagnosticados con BPH), y 50 jóvenes hombres asintomáticos. En todos los análisis, la clase positiva se compone de 45
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las muestras de PCa. En el diseño del presente estudio, la definición de la clase negativa fue un problema ya que no 
existe un método de detección que excluye la presencia de PCa con un 100% de certeza. La biopsia tiene una tasa 
de diagnóstico falso negativo de al menos 10%, (Djavan et al., 2000; Mian et al., 2002; Gupta et al., 2005; Hanley et 
al., 2006), mientras que la medición de PSA es propensa tanto a falsos negativos como a falsos positivos. Puesto que 
el objetivo principal del estudio fue demostrar la viabilidad de la medición de marcadores metilados de PCa en un fluido 5
corporal remoto, los inventores se centraron en una clase negativa que minimizara la probabilidad de falsos positivos. 
En consecuencia, los hombres jóvenes asintomáticos fueron elegidos como la clase negativa "verdadera". Se razonó 
que los jóvenes hombres asintomáticos sin historia familiar de cáncer de próstata debían ser verdaderamente 
negativos para PCa. Puesto que una realización de la prueba de PCa es como una continuación de diagnóstico para 
PSA, los inventores también incluyeron una segunda clase negativa de biopsia negativa, muestras de BPH. Un factor 10
de confusión potencial en esta clase es la probable presencia de biopsias falsas negativas. En cinco casos de PCa, 
solamente se recolectó una muestra de plasma y en diez casos adicionales solamente se recolectó una muestra de 
orina. Las muestras se recolectaron en múltiples sitios. La orina se recolectó después de un masaje prostático, las 
muestras tanto de plasma como de orina se obtuvieron antes de cualquier tratamiento para PCa. Los criterios de 
inclusión y exclusión fueron diseñados para asegurar que los pacientes analizados reflejaran los pacientes potenciales 15
que usarían las pruebas de detección de PCa.

Los siguientes criterios de inclusión y exclusión se aplicaron a los pacientes sometidos a biopsia:

Criterios de inclusión:

- Indicación de biopsia (PSA elevado y/o DRE sospechoso)

- Biopsia programada dentro de 1 semana después de la recolección de muestras20

- Edad 40-80

Criterios de exclusión:

Cualquier tratamiento previo para el cáncer de próstata

Antecedentes de cáncer o enfermedad grave en los últimos 5 años

Síntomas de infección del tracto urinario25

Los siguientes criterios aplicados a los hombres asintomáticos del grupo de control:

Criterios de inclusión:

- Masculino

- Edad 18-30

Criterio de exclusión:30

Cualquier tratamiento previo para o síntomas de cáncer de próstata o enfermedad de la próstata

Antecedentes de cáncer o enfermedad grave en los últimos 5 años

Síntomas de infección del tracto urinario

Datos del paciente y características del tumor 

La puntuación de Gleason (cuando sea apropiado) de las muestras de los pacientes se listan en Tabla 4. Los valores 35
medios de PSA para el cáncer de próstata, las muestras negativas de HGPIN y biopsias fueron 18,2 ± 33,1, 7,0 ± 3,0 
y 8,8 ± 5,2 respectivamente. Las clases negativas de cáncer de próstata, HGPIN y biopsias fueron diagnosticadas 
después de la recolección de la muestra a través de una biopsia de próstata. El número medio de núcleos de biopsia 
para todas las clases de muestra fue de 8, aunque hubo algunas variaciones entre los proveedores.

La extracción de ADN y tratamiento con bisulfito se llevó a cabo de acuerdo con protocolos estandarizados. Para cada 40
ensayo, 1,5 ml de analito equivalente se llevó a cabo por duplicado.

Rendimiento del marcador, Consideraciones generales

El objetivo inicial del estudio fue desarrollar un panel de marcadores específicos como una continuación de diagnóstico 
para las pruebas de PSA de 2,5 ng/ml o más para hombres mayores de 50 años de edad para discriminar el cáncer 
de próstata a partir de condiciones no cancerosas. Tal prueba podría ampliarse aún más como una prueba de 45
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detección del cáncer de próstata más específica que competiría con la prueba de PSA debido a un rendimiento 
superior. En el presente estudio, los inventores analizaron los datos de dos maneras diferentes: (i) los inventores 
utilizaron muestras de cáncer de próstata y biopsia negativa para evaluar el desempeño marcadores en el seguimiento 
a prueba de PSA (aplicación de diagnóstico) y (ii) los inventores utilizaron muestras de cáncer de próstata y todas las 
de no cáncer (biopsia negativa y asintomática) para medir el desempeño de los marcadores en pruebas de detección 5
(aplicación de detección). Los inventores reportan ejecución del marcador para plasma y orina por separado, los 
inventores también proveen un análisis de datos de marcadores individuales y paneles marcadores. Todos los datos 
se presentan como valores de metilación sin procesar de media logarítmica.

Como prueba de selección primaria, el panel de marcadores identificaría preferiblemente PCa en hombres mayores 
de 50 años de edad con especificidad mejorada en relación con PSA. Todos los análisis de aplicación de detección 10
utilizan las muestras de PCa, como la clase positiva. Para los propósitos del presente estudio, los inventores analizaron 
los datos para la aplicación de selección con dos clases negativas alternativas. La primera clase negativa analizó los 
50 hombres jóvenes asintomáticos con probabilidad mínima de PCa no detectado. Si bien esta clase negativa 
representa una prueba negativa "verdadera", no son coincidentes en edad con la población de selección PCa objetivo 
y no incluye ninguna clase de falso positivo probable, por ejemplo, BPH. Por lo tanto, los inventores llevaron a cabo 15
un segundo análisis en el que se analizaron todos los 50 controles de jóvenes asintomáticos y todos los 51 controles 
negativos de biopsia como una clase negativa de tamaño de la muestra 101.

En promedio, aproximadamente 20,000,000 pruebas de PSA se llevan a cabo cada año en los EE.UU., con sólo 
aproximadamente 1,000,000 casos que avanzan a la biopsia (de las cuales aproximadamente 750,000 biopsias son 
innecesarias). Por lo tanto, menos del 5% de los individuos que actualmente son seleccionados por PSA caen en la 20
clase negativa que está representada por positivo de PSA BPH - elevado mientras que la gran mayoría de población 
de selección objetivo cae en la clase negativa por bajo PSA. Mientras que la clase negativa de solamente hombres 
jóvenes asintomáticos puede representar una sobreestimación de la capacidad discriminatoria de nuestros 
marcadores, la clase negativa combinada de hombres jóvenes asintomáticos, más los hombres de la misma edad con 
biopsia negativa pueden representar una subestimación de la capacidad discriminatoria de nuestros marcadores.25

La sensibilidad y la especificidad de los marcadores individuales (único) probados por PCR en tiempo real en la orina 
posterior al masaje a la próstata de pacientes con cáncer de próstata en comparación con los pacientes negativos de 
biopsia y los individuos de control asintomáticos se muestran en la Tabla 5. La Figura 2 muestra los ensayos de PCR 
en tiempo real HM de la orina posterior a masajes prostáticos de PCa y la clase I negativa (individuos asintomáticos). 
La figura 3 muestra en los ensayos de PCR en tiempo real HM de orina posterior a masajes prostáticos de PCa y la 30
clase II negativa (individuos asintomáticos más negativos de biopsia).

La sensibilidad y la especificidad de los marcadores individuales (únicos) ensayados por PCR en tiempo real en plasma 
de pacientes con cáncer de próstata en comparación con los pacientes negativos de biopsia y los individuos de control 
asintomáticos se muestran en la Tabla 6. La Figura 4 muestra los ensayos de PCR en tiempo real HM de plasma de 
PCa y la clase I negativa (individuos asintomáticos). La Figura 5 muestra los ensayos de PCR en tiempo real HM de 35
plasma de PCa y la clase II negativa (individuos asintomáticos más negativos de biopsia) de clase negativa. La figura 
6 muestra el rendimiento de los ensayos de biomarcadores para la discriminación de pacientes con PCa de hombres 
jóvenes asintomáticos en la orina y plasma. La Figura 7 muestra el rendimiento de los ensayos de biomarcadores para 
la discriminación de PCa de pacientes negativos de biopsia en la orina y plasma.

Como se ilustra en la Tabla 7, en todas las comparaciones de clase negativa y para todos los marcadores, la orina fue 40
el analito más sensible.

Correlación de los marcadores con la puntuación de Gleason

Cantidades crecientes de ADN de marcador metilado correlacionadas con el incremento de la puntuación de Gleason 
para todos los marcadores en el plasma. Esto fue cierto para las muestras con altas cantidades de ADN de marcador 
metilado en la orina (véase especialmente marcadores TFAP2E y RASSF2A), pero en general la correlación fue menos 45
fuerte en el ADN de la orina que en ADN de plasma. PSA como marcador de PCa en pacientes con PSA elevado (> 
4 ng/ml) también se correlaciona con el aumento de la puntuación de Gleason.

Se provee el rendimiento de los paneles de marcadores de selección para distinguir el PCa de la clase I negativa I 
(hombres asintomáticos) en la orina en la Tabla 8.

Se provee el rendimiento de los paneles de marcadores de selección para distinguir el PCa de la clase II negativa 50
(hombres asintomáticos y biopsia negativa) en la orina en la Tabla 9.

Se provee el rendimiento de los paneles de marcadores de selección para distinguir el PCa de la clase I negativa 
(hombres asintomáticos) en el plasma en la Tabla 10.

Se provee el rendimiento de los paneles de marcadores de selección para distinguir el PCa de la clase II negativa 
(hombres asintomáticos más biopsia negativa) en el plasma en la Tabla 11.55
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Rendimiento del marcador en aplicaciones de diagnóstico: Seguimiento a PSA

Como un seguimiento del diagnóstico para la prueba de PSA, los marcadores identificarían preferiblemente PSA en 
hombres mayores de 50 años que han sido clasificados como individuos de alto riesgo debido a PSA elevado (> 2.5 
ng/ml). Esta es una aplicación y análisis distinto y requiere una mayor discriminación en comparación con la prueba 
de selección. Los positivos falsos en esta aplicación se derivan de la PSA elevado, clase de BPH negativo en biopsias. 5
Una vez más, las muestras de PCa representan la clase positiva. Para los propósitos de una aplicación de seguimiento 
del diagnóstico, los inventores analizaron los datos utilizando una clase negativo única compuesta por las 51 muestras 
negativas de biopsia. Las AUC de marcadores probados por PCR en tiempo real en la orina posterior a masaje 
prostático y plasma de pacientes con cáncer de próstata y pacientes negativos de biopsia se proveen en la Tabla 12. 

A partir de dicha tabla se puede ver que para todos los marcadores de metilación analizados, la orina fue el más 10
sensible analito. Para el PSA total (tratado aquí como un marcador adicional para determinar si hay alguna información 
adicional provista pasada la indicación de > 4 ng/ml para la biopsia), no hubo diferencia en la sensibilidad entre la 
orina y plasma.

Rendimiento de los paneles de marcadores

Con el fin de proveer una precisión mejorada, las combinaciones de marcadores se establecieron tanto cualitativa 15
como cuantitativamente.

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

La Tabla 14 provee el rendimiento de los paneles de marcadores de diagnóstico para distinguir PCa de biopsia 
negativa en el plasma.20

Discusión

El estudio se realizó sobre muestras de plasma y/o de orina de 91 pacientes con PCa, 51 pacientes de biopsia negativa 
(con diagnóstico de BPH) y 50 hombres jóvenes asintomáticos. Se utilizaron ensayos de PCR en tiempo real HM™ 
para medir la metilación del ADN de los marcadores candidatos. La cantidad de ADN de marcador metilado se 
correlacionó con PCa tanto en plasma como en orina, con el ADN de orina que muestra una mayor sensibilidad. Como 25
prueba de selección (discriminación de cáncer de PCa de controles asintomáticos utilizando analito en orina), los 
candidatos marcador de anclaje GSTPi, RASSF2A, HIST1H4K y TFAP2E tienen 63%, 74%, 69% y 47% de sensibilidad 
al 96% de especificidad, respectivamente. Como seguimiento del diagnóstico para pruebas PSA (discriminación de 
PCa de los controles negativos de biopsia, todas con PSA elevado), los marcadores tienen 23%, 18%, 28% y 23% de 
sensibilidad al 95% de especificidad, respectivamente. Un panel de selección cuantitativo de marcadores RASSF2A y 30
HIST1H4K produjeron sensibilidad del 94% a 88% de especificidad en contra de individuos asintomáticos. Un panel 
de diagnóstico cuantitativo de marcadores GSTPi y PSA produjo sensibilidad del 83% a 45% de especificidad. El 
rendimiento de estos marcadores se compara bien con el rendimiento de PSA (sensibilidad del 18% en 98% de 
especificidad para hombres < 60 años y 19% de sensibilidad al 94% de especificidad para hombres > 60 años) en la 
población de selección (Punglia et al., 2003). La metilación de todos los marcadores se correlacionó bien con la 35
puntuación de Gleason en el ADN de plasma, pero la correlación fue menos fuerte en el ADN de la orina.

Conclusiones

A la finalización de la presente investigación, se demostró que los biomarcadores de cáncer de próstata basados en 
ADN metilado se pueden medir en plasma y en orina, con el ADN de orina que muestra una mayor sensibilidad que el 
de plasma. Además, se identificaron marcadores de metilación del ADN que discriminan pacientes con PCa de 40
controles asintomáticos y aquellos con hiperplasia prostática benigna (BPH). Las conclusiones principales de este 
estudio son las siguientes:

1. Marcadores metilados de cáncer de próstata pueden ser medidos en plasma y orina de pacientes con PCa.

2. Identificación de marcadores que discriminan a los pacientes con PCa de aquellos sin PCa.

Ejemplo 245

El objetivo del presente estudio fue determinar la sensibilidad y especificidad de los marcadores de metilación del ADN 
para el cáncer de próstata (en lo sucesivo, también denominado como PCa) en los tejidos. En este estudio, se 
analizaron 84 PCa, 34 BPH y 35 tejidos normales de la próstata utilizando ensayos de PCR en tiempo real de alta 
sensibilidad. Por lo tanto, se estableció que los marcadores analizados fueron adecuados para el desarrollo de una 
prueba de selección del PCa con base en análisis de metilación de ADN.50

Objetivos del estudio
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El propósito del presente estudio fue validar en un conjunto de muestras independientes los marcadores de metilación 
de ADN de PCa identificados por nuestra tecnología de descubrimiento de microarreglos. El estudio fue diseñado para 
generar datos de especificidad y de desempeño analítico para los marcadores candidatos.

Introducción: Un biomarcador de detección del PCa con la capacidad de diagnóstico para discriminar PCa de la 
hiperplasia prostática benigna (BPH) en pacientes con PSA elevado ofrecería una valiosa herramienta para la 5
administración de salud pública del PCa. La metilación del ADN aberrante se produce al principio en la tumorigénesis, 
es estable, y se puede ensayar en los tejidos y fluidos corporales, haciéndolos objetivos de candidatos de 
biomarcadores atractivos de metilación de ADN aberrante. Los inventores han demostrado previamente que la 
hipermetilación de GSTP1 puede ser detectada en la orina de pacientes con PCa y sirve como un marcador sensible 
para la identificación temprana de PCa. Los inventores ahora han llevado a cabo una pantalla ancha de genoma para 10
identificar marcadores que aumentan la especificidad de la detección de PCa en muestra remota en un entorno de 
diagnóstico.

Métodos: microarreglos de Affymetrix personalizados con> 50,000 características se utilizaron para explorar las
diferencias de metilación entre PCa (n=20), BPH (n=17) y los tejidos normales (n = 12) de edades coincidentes. Se 
descartaron los marcadores con >25% de metilación mediana en el cáncer de vejiga. Los marcadores fueron 15
clasificados por estadística de p, la mediana de % de metilación de PCa y la mediana de % de metilación de BPH. Los 
mejores candidatos fueron escogidos para el desarrollo del ensayo de PCR en tiempo real y validados utilizando PCa
(n = 84), BPH (n = 34) y los tejidos normales (n = 35) de edades coincidentes.

Resultados: La comparación produjo un gran número de marcadores estadísticamente significativos después de la 
corrección de Bonferroni: 145 marcadores para PCa vs. BPH y normales, 148 marcadores para PCa vs. normales, 20
121 marcadores para PCa vs. BPH, y 61 marcadores para PCa vs. BPH asociados con valores de PSA de > 4 ng/ml. 
Los 38 mejores marcadores fueron escogidos para el desarrollo del ensayo de PCR en tiempo real. Los resultados del 
análisis de PCR en tiempo real sobre el tejido de la próstata (Tabla 16) validaron los marcadores y revelaron 4 
categorías de marcador: alta sensibilidad y alta especificidad para PCa, alta especificidad pero baja sensibilidad debido 
a la baja PMR mediana en PCa, alta especificidad pero baja sensibilidad debido a la metilación de fondo en BPH y, 25
finalmente, los marcadores que se pueden correlacionar con las características de PCa agresivo. Los resultados de 
rendimiento para los marcadores seleccionados se muestran en las Figuras 8-20.

Conclusiones

A la finalización de la presente investigación, se demostró que los inventores identificaron biomarcadores de cáncer 
de próstata con base en el ADN metilado que son altamente específicos y sensibles para PCa. Adicionalmente, se 30
identificó al menos un marcador de metilación de ADN que discrimina pacientes con PCa de alta puntuación Gleason 
(Gleason 8-10) a partir de tejidos benignos (GPR68, véase la Figura 10). Las principales conclusiones del presente 
estudio son las siguientes:

1. Los inventores han identificado varios marcadores de metilación de ADN previamente no descritos de PCa.

2. Varios de estos marcadores muestran un rendimiento al menos equivalente a GSTP1 para discriminar los tejidos 35
de PCA de tejidos de BPH.

3. Los inventores han identificado marcadores que pueden distinguir PCa patológicamente agresivo de PCa indolente.

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

Gen SEQ ID NO: 
Genómicas

Cadena en sentido 
convertida por 
bisulfito metilado  

Cadena antisentido 
convertida por 
bisulfito metilado 

Cadena en sentido 
convertida por 
bisulfito no metilado  

Cadena antisentido 
convertida por bisulfito 
no metilado

RASSF2A 1 5 6 13 14

TFAP2E 2 7 8 15 16

HIST1H4K 3 9 10 17 18

GSTPi 4 11 12 19 20

MME 37 66 67 124 125

RARB 38 68 69 126 127

NKX3-1 39 70 71 128 129

NPAL3 40 72 73 130 131
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ACVR2A 41 74 75 132 133

ARL4C 42 76 77 134 135

PDE4D 43 78 79 136 137

CARTPT 44 80 81 138 139

HIST1H2BD 45 82 83 140 141

CUL1 46 84 85 142 143

MOBKL2B 47 86 87 144 145

IFLTD1; KRAS 
48

48 88 89 146 147

ANXA2 49 90 91 148 149

NFATC3 50 92 93 150 151

NFATC3 51 94 95 152 153

MN1 52 96 97 154 155

KLF8 53 98 99 156 157

FGF13 54 100 101 158 159

NKX2-6 55 102 103 160 161

SPG20 56 104 105 162 163

DSE/SART2 57 106 107 164 165

GJA1 (aka 
CX43)

58 108 109 166 167

GJA1 (aka 
CX43)

59 110 111 168 169

SPARTA6 60 112 113 170 171

MCC 61 114 115 172 173

GPR68 (región 
de Intrón)

62 116 117 174 175

Tabla 2: Componentes de ensayo de acuerdo con el Ejemplo1

Gen Cebador de avance Cebador de 
retroceso

Bloqueador Oligo de detección

GSTPi 21 22 23 24

HIST1H4K 25 26 27 28

RASSF2A 29 30 31 32

TFAP2E 34 35 36 37

Tabla 3: Análisis de rendimiento de los marcadores (normal más BPH vs. PCa) en prueba de tejido de acuerdo con el 
Ejemplo 1.5

Marcador AUC Sensibilidad Especificidad

GSTPi 0.90 0.83 0.91

HIST1H4K 0.91 0.83 0.91
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RASSF2A 0.93 0.75 0.91

TFAP2E NA NA NA

Tabla 4: Muestras remotas de acuerdo con el Ejemplo 1.

Tipo de muestra No. de muestras

Cáncer de Próstata – Puntaje de Gleason 

4 1

5 5

6 33

7 39

8 8

9 4

Puntaje no disponible 1

Cáncer de próstata total: 91

Biopsia Negativa 51

Control asintomático 50

Tabla 5: Sensibilidad y especificidad de marcadores individuales probados por PCR en tiempo real en la orina posterior 
a masaje a la próstata de pacientes con cáncer de próstata, pacientes con biopsia negativa e individuos de control 5
asintomáticos.

Marcador Clase I Negativa: Asintomática Clase II Negativa: Asintomática + Biopsia(-)

AUC Sens/Espec Valor p de 
Wilcoxon

AUC Sens/Espec Valor p de 
Wilcoxon

GSTPi 0.89 0.63 / 0.96 0 0.79 0.31 / 0.96 0

RASSF2A 0.90 0.74 / 0.96 0 0.79 0.24 / 0.96 0

HIST1H4K 0.91 0.69 / 0.96 0 0.77 0.36 / 0.96 0

TFAP2E 0.86 0.47 / 0.96 0 0.77 0.27 / 0.96 0

Tabla 6: Sensibilidad y Especificidad de marcadores individuales probados por PCR en tiempo real en plasma de 
pacientes con cáncer de próstata, pacientes con biopsia negativa e individuos de control asintomáticos.

Marcador

Clase I Negativa: Asintomática Clase II Negativa: Asintomática + Biopsia(-)

AUC Sens/Espec Valor p de 
Wilcoxon

AUC Sens/Espec Valor p de 
Wilcoxon

GSTPi/ GSTP1 0.61 0.17 / 0.96 0.0063 0.58 0.17 / 0.95 0.0183

RASSF2A 0.68 0.37 / 1.00 0 0.64 0.20 / 0.95 0

HIST1H4K 0.64 0.26 / 0.96 5e-04 0.56 0.16 / 0.95 0.0572

TFAP2E 0.61 0.22/1.00 4e-04 0.56 0.09 / 0.95 0.0128

10
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Tabla 7.

Marcador Clase I Negativa: AsintomáticaClase II Negativa: 
Asintomática + Biopsia(-)

AUC de Orina AUC de PlasmaAUC de Orina AUC de Plasma

GSTPi/ GSTP1 0.89 0.61 0.69 0.55

RASSF2A 0.90 0.68 0.66 0.60

HIST1H4K 0.91 0.64 0.64 0.50

TFAP2E 0.86 0.61 0.65 0.52

Tabla 8: Rendimiento de los paneles de marcadores de selección para distinguir PCa de la Clase I negativa (hombres 
asintomáticos) en orina 

Panel de Marcador % de Sens PCa % de Espec Asintomático

Marcadores individuales cuantitativos:

RASSF2A 74 96

HIST1H4K 69 96

GSTPi 63 96

TFAP2E 46 100

Paneles Cualitativos:

GSTPi+HIST1H4K 79 98

RASSF2A+HIST1H4K 94 88

Paneles Cuantitativos:

RASSF2A+HIST1H4K 94 88

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 79 98

5

Tabla 9

Panel de Marcador % de Sens PCa % de Espec Asintomático + Biopsia(-)

Marcadores individuales cuantitativos:

RASSF2A 74 76

HIST1H4K 69 68

GSTPi 63 80

TFAP2E 46 88

Paneles Cualitativos:

GSTPi+HIST1H4K 79 72

RASSF2A+HIST1H4K 94 54

Paneles Cuantitativos:

RASSF2A+HIST1H4K 94 58

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA)79 76
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Tabla 10: Rendimiento de los paneles de marcadores de selección para distinguir PCa de la Clase I Negativa (hombres 
asintomáticos) en plasma 

Panel de Marcador % de Sens PCa % de Espec Asintomático

Marcadores individuales cuantitativos:

RASSF2A 37 100

HIST1H4K 26 96

GSTPi 17 94

TFAP2E 22 100

Paneles cualitativos:

RASSF2A+HIST1H4K 41 98

Paneles cuantitativos:

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E usado para 
normalizar)

32 100

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 39 96

Tabla 11

Panel de Marcador % de Sens 
PCa

% de Espec Asintomático + Biopsia(-
)

Marcadores individuales cuantitativos:

RASSF2A 37 91

HIST1H4K 26 88

GSTPi 17 95

TFAP2E 22 92

Paneles cualitativos:

RASSF2A+HIST1H4K 41 88

Paneles cuantitativos:

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E usado para 
normalizar)

32 92

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 39 94

5

Tabla 12

Marcador PCa vs. Biopsia(-)

AUC de Orina AUC  de Plasma 

GSTPi/ GSTP1 0.69 0.55

RASSF2A 0.66 0.60

HIST1H4 K 0.64 0.50

TFAP2E 0.65 0.52

***PSA 0.56 0.56
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*** Comprueba si el PSA contiene información adicional más allá de lo aportado por el corte de indicación > 4 ng/ml 
para biopsia de próstata.

Tabla 13

Panel de Marcador % de Sens PCa % de Espec Biopsia(-)

Marcadores individuales cuantitativos:

RASSF2A 74 55

HIST1H4K 69 41

GSTPi 63 64

TFAP2E 46 77

Paneles Cualitativos:

GSTPi+HIST1H4K 79 46

RASSF2A+HIST1H4K 94 21

Paneles cuantitativos:

RASSF2A+HIST1H4K 94 27

GSTPi+PSA 83 45

quadSVM (todos los marcadores sin PSA) 79 55

Tabla 14

Panel de Marcador % de Sens 
PCa

% de Espec 
Biopsia(-)

Marcadores individuales cuantitativos:

RASSF2A 37 82

HIST1H4K 26 79

GSTPi 17 96

TFAP2E 22 84

Paneles Cualitativos:

RASSF2A+HIST1H4K 41 79

Paneles cuantitativos:

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E usado para normalizar) 32 85

RASSF2A+TFAP2E+PSA (TFAP2E usado para 
normalizar)

94 22

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 39 91

quadSVM (todos los marcadores +PSA) 48 87

5

Tabla 15: Componentes de ensayo de acuerdo con el Ejemplo2

Gen SEQ ID NO: 
Genómicas

Cebador de avance SEQ 
ID NO:

Cebador de retroceso
SEQ ID NO:

Sonda de detección SEQ 
ID NO:

MME 37 182 183 184
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RARB 38 185 186 187

NKX3-1 39 188 189 190

NPAL3 40 191 192 193

ACVR2A 41 194 195 196

ARL4C 42 197 198 199

PDE4D 43 200 201 202

CARTPT 44 203 204 205

HIST1H2BD 45 206 207 208

CUL1 46 209 210 211

MOBKL2B 47 212 213 214

IFLTD1; KRAS 48 215 216 217

ANXA2 49 218 219 220

NFATC3 50 221 222 223

NFATC3 51 224 225 226

MN1 52 227 228 229

KLF8 53 230 231 232

FGF13 54 233 234 235

NKX2-6 55 236 237 238

SPG20 56 239 240 241

DSE/SART2 57 242 243 244

GJA1 (aka CX43) 58 245 246 247

GJA1 (aka CX43) 59 248 249 250

SPATA6 60 251 252 253

MCC 61 254 255 256

GPR68 (Región de 
intrón 1)

62 257 258 259

Tabla 16: AUC del ensayo de acuerdo con el Ejemplo 2

Cebador de 
avance SEQ ID 
NO:

Cebador de 
retroceso SEQ ID 
NO:

Sonda de 
detección
SEQ ID NO:

AUC Sensibilidad Especificidad Mediana
PCa PMR

Mediana
BPH PMR

182 183 184 0.82 [0.75,
0.88]

0.66 0.97 0,004 0

185 186 187 0.98 [0.94,
1.00]

0,98 0,95 0,523 0,001

188 189 190 0.76 [0.68,
0.82]

0.51 1.00 0.002 0

191 192 193 0.76 [0.68,
0.82]

0,51 1,00 0,002 0

194 195 196 0.92 [0.87,
0.96]

0.85 0.95 0.025 0
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197 198 199 0.95 [0.90,
0.98]

0.90 0.98 0.013 0

200 201 202 0.92
[0.85,0.95]

0.82 0.95 0.212 0,001

203 204 205 0.98
[0.94,1.00]

0,96 0,95 0,718 0,012

206 207 208 0.93
[0.87,0.96]

0.84 0.95 0.154 0

209 210 211 0.71
[0.63,0.78]

0.41 1.00 0,000 0

212 213 214 0.97
[0.92,0.99]

0.96 0.95 0,218 0

215 216 217 0.75 [0.67,
0.82]

0,50 1,00 0,001 0

218 219 220 0.77 [0.69,
0.84]

0.55 0.98 0.004 0.000

221 222 223 0.98
[0.95,1.00]

0,96 0,95 0.329 0

224 225 226 0.98
[0.94,1.00]

0,96 0.95 0.317 0

227 228 229 0.98
[0.95,1.00]

0.96 0,95 0.260 0,001

230 231 232 0.98
[0.94,1.00]

0,98 0,95 0.357 0

233 234 235 0.92 [0.86,
0.96]

0.82 0,95 0.173 0

236 237 238 0.97 [0.95, 
0.99]

0.95 0,95 0.187 0,002

239 240 241 0.97
[0.92,0.99]

0,93 0,95 0.297 0,001

242 243 244 0.96
[0.92,0.99]

0.94 0.97 0.089 0

245 246 247 0.95
[0.90,0.98]

0.91 0,95 0.171 0

248 249 250 0.97 [0.93,
0.99]

0.93 0,95 0.173 0,001

251 252 253 0.94
[0.89,0.97]

0.88 0.98 0.033 0

254 255 256 0.77
[0.70,0.84]

0.55 1.00 0.003 0

257 258 259 0.76
[0.68,0.82]

0.51 1.00 0.001 0.000

Ejemplo 3

El objetivo del presente estudio fue determinar la viabilidad de la medición de biomarcadores de metilación del ADN 
para el cáncer de próstata (de aquí en adelante también denominado como PCa) en la orina posterior a masajes 
prostático. En este proceso se utilizó un circuito de producción bien caracterizado para la orina y 8 biomarcadores 5
candidatos más GSTP1 se analizaron mediante PCR en tiempo real utilizando tanto sondas de hibridación como 
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tecnología HeavyMethyl™ (HM) (Cottrell et al., Nucleic Acids Res. 2004 Jan 13;32(1):e10.) después del tratamiento 
con bisulfito del ADN genómico (véase la Tabla 1).

Se demostró que el PCa desprende ADN que puede ser detectado por medio de análisis de metilación en la orina con 
alta sensibilidad. También se demostró que los biomarcadores analizados eran adecuados para el desarrollo de 
pruebas de detección y de diagnóstico para el PCa.5

Objetivos del estudio

El propósito del presente estudio fue realizar una investigación sobre si los biomarcadores candidatos de metilación 
de ADN específicos para PCa identificados por la hibridación de metilación diferencial (DMH) y validados en los tejidos 
de la próstata pueden medirse en la orina después de masaje prostático. El estudio fue diseñado para generar datos 
de rendimiento de los biomarcadores candidatos cuando se analizan individualmente y en paneles.10

Biomarcadores candidatos y Localización de ensayos qPCR 

El biomarcador GSTP1 de PCa había sido identificado previamente en un estudio realizado por el solicitante según lo 
publicado en la solicitud de patenten WO 2005/054517. Se identificaron los 8 biomarcadores candidatos como se 
describe en el documento WO 2005/054517 (P185WO) y subsecuentemente validado en los tejidos de la próstata, 
como se describe en el Ejemplo 2. Este fue el primer análisis de estos biomarcadores candidatos en la orina después 15
de masaje prostático.

El análisis de metilación se realiza por medio de PCR en tiempo real utilizando tanto sondas de hibridación (8 
biomarcadores candidatos recientemente identificados) y tecnología HeavyMethyl™ (biomarcador GSTP1). El ADN 
genómico aislado fue tratado con bisulfito para convertir las citosinas no metiladas en uracilo, en donde las citosinas 
metiladas son conservadas. Los fragmentos del ADN tratado con bisulfito que comprenden dinucleótidos CpG 20
metilados potencialmente se amplifican entonces por medio de PCR. Los cebadores no cubren todas las posiciones 
de citosina potencialmente metiladas (es decir, no se hibridan con los dinucleótidos CpG genómicos). La amplificación 
de fragmentos que comprenden los dinucleótidos CpG no metilados se suprime por medio de un oligonucleótido de 
bloqueo que se hibrida a dinucleótidos TG. De acuerdo con lo anterior solamente el ADN que fue metilado en la 
muestra genómico se amplifica. Los fragmentos amplificados se detectan por medio de sondas marcadas de forma 25
detectable adecuadas para uso en reacciones de PCR tal como sondas de detección en tiempo real. Los cebadores 
de ensayo y oligos de sondas se proveen en la Tabla 2.

GSTP1

Ubicación cromosómica: 11q13

Gen(es) Cercano(s): Cebador de avance GSTP1 HM está justo corriente arriba del exón 1 y el Cebador de retroceso30
está justo corriente abajo del exón 1 de GSTP1.

KLF8

Ubicación cromosómica: Xp11.21

Gen(es) Cercano(s): w/i exón 1 de KLF8

NFATC335

Ubicación cromosómica: 16q22.1

Gen(es) Cercano(s): w/i promotor de NFATC3

MOBKL2B

Ubicación cromosómica: 9p21.2

Gen(es) Cercano(s): w/i intrón 1 de MOBKL2B40

GJA1 (aka CX43)

Ubicación cromosómica: 6q22.31

Gen(es) Cercano(s): w/i intrón 1 de GJA1

MN1
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Ubicación cromosómica: 22q12.1

Gen(es) Cercano(s): w/i el promotor de MN1

FGF 13

Ubicación cromosómica: Xq26.3

Gen(es) Cercano(s): w/i intrón 1 de FGF 135

CARTPT

Ubicación cromosómica: 5q13.2

Gen(es) Cercano(s): w/i exón 1 de CARTPT

SPG20

Ubicación cromosómica: 13q13.310

Gen(es) Cercano(s): w/i intrón 1 de SPG20

Diseño del estudio

Con el fin de maximizar el volumen de orina interrogado por un ensayo individual de PCR en tiempo real (1.4 ml 
equivalentes), el número máximo de biomarcadores candidatos previamente validados en los tejidos de próstata que 
pudieron ser analizadas en este estudio fue de nueve, con cada ensayo ejecutado una vez para cada muestra.15

Recolección de muestra

Para este estudio, los inventores recolectaron orina de un total de 159 hombres, incluyendo 81 hombres con cáncer 
de próstata confirmado por biopsia y 78 hombres sin detectar cáncer por biopsia de próstata. En el diseño del presente 
estudio, la definición de la clase negativa fue un problema ya que no existe un método de detección que excluya la 
presencia de PCa con un 100% de certeza. La biopsia tiene una tasa de diagnóstico de falso negativo de al menos 20
10% (Djavan et al., 2000; Mian et al., 2002; Gupta et al., 2005; Hanley et al., 2006), mientras que la medición de PSA 
es propenso tanto a falsos negativos como a falsos positivos.

Las muestras se recolectaron en seis sitios en los Estados Unidos y Alemania. La orina se recolectó después de un 
masaje de próstata de 20-60 s antes de cualquier tratamiento para PCa. Los criterios de inclusión y exclusión fueron 
diseñados para asegurar que los pacientes analizados reflejaran los pacientes potenciales que usarían la detección 25
de PCa y pruebas de diagnóstico.

Los siguientes criterios de inclusión y exclusión se aplicaron a los pacientes sometidos a biopsia de próstata: Criterios 
de inclusión:

- Indicación para biopsia (PSA elevado y/o DRE sospechoso)

- Biopsia programada dentro de 1 semana después de la recolección de muestras30

- Edad 40-80

Criterio de exclusión:

- Cualquier tratamiento previo para el cáncer de próstata

- Antecedentes de cáncer o enfermedad grave en los últimos 5 años

- Síntomas de infección del tracto urinario35

Datos del paciente y características del tumor

Las puntuaciones de Gleason (cuando sea apropiado) de las muestras de los pacientes se listan en Tabla 3. Los 
valores medios de PSA total para el cáncer de próstata y pacientes negativos de biopsia fue de 8.3 ± 1,6 y 5.4 ± 0.6, 
respectivamente. Las clases negativas del cáncer de próstata y la biopsia se definieron después de la recolección de 
la muestra a través de una biopsia de próstata. La mediana del número de biopsias previas para pacientes con cáncer 40
de próstata y negativos en biopsias fue de 0.5 ± 0,1 y 0.0 ± 0.1, respectivamente.
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flujo de circuito de producción

La extracción de ADN y el tratamiento con bisulfito se llevaron a cabo de acuerdo con protocolos estandarizados 
(Lofton-Day et al, Clin Chem 2008 54 (2): 1-10). Para cada ensayo qPCR, 1.4 ml de orina equivalente se analizó una 
vez.

Rendimiento del biomarcador, Consideraciones Generales5

El objetivo del estudio fue determinar el rendimiento de los biomarcadores candidatos en hombres mayores de 50 
años de edad en la discriminación de cáncer de próstata a partir de condiciones no cancerosas. Los datos fueron 
analizados utilizando los pacientes con cáncer de próstata como la clase positiva y los pacientes con biopsia negativa 
como la clase negativa. En este ejemplo, los inventores informan de un rendimiento del biomarcador solamente para 
la orina (datos sobre muestras de tejidos se proveen en un Ejemplo 2). Los inventores proveen datos de rendimiento 10
de los biomarcadores individualmente y en paneles.

Los datos de rendimiento (AUC, sensibilidad y especificidad) de los biomarcadores individuales GSTPi, KLF8, 
NFATC3, MOBKL2B, GJA1/CX23, MN1, FGF13, CARTPT, y SPG20 se muestran en la Tabla 4. Los datos de 
rendimiento (AUC, sensibilidad y especificidad) para los paneles de biomarcadores se muestran en la Tabla 5. Las 
curvas ROC para los marcadores en comparación con GSTP1 se muestran en las Figuras 8-9, 11-12, 16-18 y 20.15

Discusión

El estudio se realizó sobre muestras de orina de 81 PCa y 78 pacientes de biopsias negativas. Los ensayos de PCR 
en tiempo real se utilizaron para medir la metilación del ADN de los biomarcadores candidatos. La cantidad de ADN 
de biomarcador metilado se correlacionó significativamente con PCa para GSTP1 y cinco de los biomarcadores 
candidatos recientemente identificados (KLF8, NFATC3, MOBKL2B, GJA1 y MN1). El rendimiento de estos 20
biomarcadores se comparan favorablemente con el rendimiento de PSA (18% de sensibilidad al 98% de especificidad 
para hombres <60 años y 19% de sensibilidad a 94% de especificidad para hombres> 60 años) en la población de 
selección (Punglia et al., 2003). La sensibilidad de los seis marcadores biológicos significativos en 95% de 
especificidad varía de 12% para NFATC3 a 26% para KLF8 (Tabla 6).

Conclusiones25

La presente investigación ha demostrado que GSTP1 y todos los biomarcadores de cáncer de próstata recientemente 
identificados se pueden medir en la orina de pacientes con cáncer de próstata. Además, GSTP1 y cinco de los 
biomarcadores candidatos identificados recientemente discriminan significativamente a los pacientes con PCa de los 
pacientes negativos de biopsia. La principal conclusión de este estudio es: Los biomarcadores basados en la 
metilación del ADN del cáncer de próstata KLF8, NFATC3, MOBKL2B, GJA1 y MN1 se pueden medir en la orina de 30
pacientes con PCa y pueden discriminar significativamente PCa de pacientes negativos de biopsia.

Tabla 17: Genes y secuencias

Gen SEQ ID NO: 
Genómicas

Cadena en sentido 
convertida por 
bisulfito metilado  

Cadena antisentido 
convertida por bisulfito 
metilado 

Cadena en sentido 
convertida por 
bisulfito no metilado  

Cadena antisentido 
convertida por bisulfito 
no metilado

GSTP1 4 11 12 19 20

KLF8 53 98 99 156 157

NFATC3 50 92 93 150 151

MOBKL2B 47 86 87 144 145

GJA1 (aka 
CX43)

58 108 109 166 167

MN1 52 96 97 154 155

FGF13 54 100 101 158 159

CARTPT 44 80 81 138 139

SPG20 56 104 105 162 163
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Gen Cebador de 

avance

Cebador de 

retroceso

Bloqueador Oligo de detección

GSTP1

KLF8 NA

NFATC3 NA

MOBKL2B NA

GJA1 (aka 

CX43) NA

MN1 NA
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Gen Cebador de 

avance

Cebador de 

retroceso

Bloqueador Oligo de detección

FGF13 NA

CARTPT NA

SPG20 NA

Tabla 19: Muestras de pacientes

Tipo de muestra No. de muestras

Cáncer de próstata – Puntuación de Gleason 

4 2

5 3

6 14

7 32

8 3

9 4

10 3

Puntuación no disponible 20

Cáncer de próstata total: 81

Biopsia negativa 78
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Tabla 20: Análisis de rendimiento de biomarcadores individuales analizados en la orina posterior a masaje a la próstata 
de pacientes con cáncer de próstata y pacientes con biopsia negativa. 

Biomarcador AUC Sensibilidad Especificidad Valor p de Wilcoxon

GSTP1 0.64 [0.56-0.71] 0.67 0.50 0.0027

KLF8 0.67 [0.59-0.75] 0.58 0.68 0.0000

NFATC3 0.62 [0.54-0.70] 0.51 0.69 0.0026

MOBKL2B 0.58 [0.50-0.66] 0.30 0.86 0.0150

GJA1 (aka CX43) 0.58 [0.50-0.66] 0.34 0.80 0.0385

MN1 0.66 [0.58-0.73] 0.73 0.50 0.0003

FGF13 0.55 [0.47-0.63] 0.49 0.58 0.2406

CARTPT 0.57 [0.49-0.64] 0.53 0.50 0.1345

SPG20 0.6494 [0.40-0.56] 0.05 0.92 0.4415

Tabla 21: Rendimiento de los paneles de biomarcadores para distinguir PCa a partir de pacientes con biopsia negativa 
en la orina posterior a masaje a la próstata 5

Panel de Biomarcador AUC Sensibilidad Especificidad Valor p de Wilcoxon

GSTP1 + PSA Total 0.76 [0.68-0.83] 0.88 0.52 0.0000

KLF8 + PSA Total 0.79 [0.71-0.86] 0.88 0.52 0.0000

MN1 + PSA Total 0.77 [0.69-0.84] 0.84 0.52 0.0000

GSTP1 + KLF8 0.67 [0.57-0.72] 0.57 0.72 0.0001

KLF8 + GJA1 (aka CX43) 0.71 [0.63-0.78] 0.57 0.73 0.0000

GSTP1 + KLF8 + GJA1
(aka CX43)

0.70 [0.62-0.78] 0.56 0.75 0.0000

KLF8 + MOBKL2B 0.66 [0.57-0.73] 0.60 0.60 0.0003

GSTP1 + KLF8 + NFATC3 0.68 [0.60-0.75] 0.64 0.64 0.0001

KLF8 + NFATC3 0.69 [0.61-0.76] 0.74 0.53 0.0000

MN1 + MOBKL2B 0.67 [0.59-0.74] 0.73 0.51 0.0002

KLF8 + MN1 0.68 [0.60-0.75] 0.73 0.51 0.0001

MN1 + GJA1 (aka CX43) 0.68 [0.60-0.75] 0.73 0.51 0.0002

GSTP1 + MN1 0.66 [0.59-0.74] 0.72 0.51 0.0003

Tabla 22: Análisis de rendimiento de los biomarcadores individuales en alta especificidad fija (95%). 

Biomarcador AUC Sensibilidad Especificidad Valor p de Wilcoxon

GSTP1 0.64 [0.56-0.71] 0.15 0.95 0.0027

KLF8 0.67 [0.59-0.75] 0.26 0.95 0.0000

NFATC3 0.62 [0.54-0.70] 0.12 0.95 0.0026

MOBKL2B 0.58 [0.50-0.66] 0.16 0.95 0.0150

GJA1 (aka CX43) 0.58 [0.50-0.66] 0.14 0.95 0.0385
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MN1 0.66 [0.58-0.73] 0.19 0.95 0.0003

FGF13 0.55 [0.47-0.63] 0.11 0.95 0.2406

CARTPT 0.57 [0.49-0.64] 0.10 0.95 0.1345

SPG20 0.6494 [0.40-0.56] 0.01 0.95 0.4415
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Listado de secuencias

<110> Epigenomics AG

<120> Métodos y ácidos nucleicos para el análisis de la expresión del gen asociada con el desarrollo de trastornos 
proliferativos de células de próstata

<130> 536-56 EPT25

<160> 269

<210> 1

<211> 1920

<212> ADN

<213> Homo Sapiens10

<400> 1

<210> 2

<211> 6096

<212> ADN15

<213> Homo Sapiens

<400> 2
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<210> 3

<211> 2501

<212> ADN

<213> Homo Sapiens5

<400> 3
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<210> 4

<211> 2501

<212> ADN

<213> Homo Sapiens5

<400> 4
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<210> 5

<211> 1920

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 5

<210> 610

<211> 1920

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)15

<400> 6
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<210> 7

<211> 6096

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 7

10
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<210> 8

<211> 6096

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 8

10
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<210> 9
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<211> 2501

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)5

<400> 9

<210> 10

<211> 2501

<212> ADN10

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 10
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<210> 11

<211> 2501

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 11

10
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<210> 12

<211> 2501

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 12

10
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<210> 13

<211> 1920

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 13

10
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<210> 14

<211> 1920

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 14

<210> 1510

<211> 6096

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)15

<400> 15

ES 2 694 284 T3

 



65

ES 2 694 284 T3

 



66

<210> 16

<211> 6096

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 16

10
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<210> 17

<211> 2501

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 17

10
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<210> 18

<211> 2501

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 18

10
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<210> 19

<211> 2501

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 19

<210> 2010

<211> 2501

<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 20

5

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>10

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 21

gggattattt ttataaggtt 20

<210> 22

<211> 2115
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 225

cccatactaa aaactctaaa c 21

<210> 23

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 23

ctaaacccca tccccaaaaa cacaaaccac aca 33

<210> 2415

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)20

<400> 24

agtttcgtcg tcgtagtttt cgtt 24

<210> 25

<211> 25

<212> ADN25

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 25

ttttttagga atatttttag tattt 2530

<210> 26

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 26

ccaaaacatc accaaac 17

<210> 275

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)10

<400> 27

caaaccaacc atccaacacc ttactcacca caa 33

<210> 28

<211> 23

<212> ADN15

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 28

cgtagatgag gtcggagatg cgt 2320

<210> 29

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>25

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 29

ctaaaacctc aacctaac 18

<210> 30

<211> 2430

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)
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<400> 30

gatttagagt tgaatgtaaa gtaa 24

<210> 31

<211> 31

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 31

cctaacatct tctctcaccc caaacaaaac a 3110

<210> 32

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 32

aacgaaacaa ataccgtaaa cga 23

<210> 33

<211> 2020

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 3325

aaacccaaac ctaaattaaa 20

<210> 34

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 34

ggaagtgtgt ggtaaag 17
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<210> 35

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>5

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 35

taaagtgttg gggttttgtt tggttgtt 28

<210> 36

<211> 2310

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 3615

aaacaaacgt ccgaaaaaaa cga 23

<210> 37

<211> 1700

<212> ADN

<213> Homo Sapiens20
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 152

10

ES 2 694 284 T3

 



157

<210> 153

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 153

<210> 15410

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)15

<400> 154

ES 2 694 284 T3

 



158

<210> 155

<211> 17005

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 15510

ES 2 694 284 T3

 



159

<210> 156

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 156

ES 2 694 284 T3

 



160

<210> 157

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 157

10

ES 2 694 284 T3

 



161

<210> 158

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 158

<210> 15910

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2 694 284 T3

 



162

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 159

<210> 1605

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)10

<400> 160

ES 2 694 284 T3

 



163

<210> 161

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 161

<210> 16210

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)15

<400> 162

ES 2 694 284 T3

 



164

<210> 163

<211> 17005

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 16310

ES 2 694 284 T3

 



165

<210> 164

<211> 1700

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 164

ES 2 694 284 T3

 



166

<210> 165

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 165

10

ES 2 694 284 T3

 



167

<210> 166

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 166

<210> 16710

<211> 1700

ES 2 694 284 T3

 



168

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 1675

<210> 168

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 168

15

ES 2 694 284 T3

 



169

<210> 169

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 169

<210> 17010

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 694 284 T3

 



170

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 170

<210> 171

<211> 17005

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 17110

ES 2 694 284 T3

 



171

<210> 172

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 172

<210> 17310

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)15

<400> 173

ES 2 694 284 T3

 



172

<210> 174

<211> 17005

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 17410

ES 2 694 284 T3

 



173

<210> 175

<211> 17005

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 17510

ES 2 694 284 T3

 



174

<210> 176

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 176

10

ES 2 694 284 T3

 



175

<210> 177

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 177

<210> 17810

<211> 1700

ES 2 694 284 T3

 



176

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 1785

<210> 179

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 179

15

ES 2 694 284 T3

 



177

<210> 180

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 180

<210> 18110

<211> 1700

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 694 284 T3

 



178

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 181

<210> 182

<211> 225

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 18210

aaacgactac cgaaaaatac gc 22

<210> 183

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial15

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 183

ggtacgtttt ttttacggtc gta 23

<210> 18420

<211> 22
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179

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 1845

aaatccaacg cgatccgaac gc 22

<210> 185

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 185

gggattagaa tttttttatg cgagtt 26

<210> 18615

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)20

<400> 186

cgaatcctac cccgacgata 20

<210> 187

<211> 23

<212> ADN25

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 187

cgaatcgctc gcgttctcga cat 2330

<210> 188

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2 694 284 T3

 



180

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 188

gtattcgttc ggttcgtatc gt 22

<210> 1895

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)10

<400> 189

cgtcccgcga ccaataa 17

<210> 190

<211> 33

<212> ADN15

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 190

cgctccccta aactataaac gaaccgaaaa acg 3320

<210> 191

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>25

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 191

caaacacccg aaaaccga 18

<210> 192

<211> 1930

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)
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181

<400> 192

gggaagagga tacggcgta 19

<210> 193

<211> 23

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 193

ctccgcgaac gtcccatacg aaa 2310

<210> 194

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 194

cgacgaacgc gacgaaa 17

<210> 195

<211> 1820

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 19525

gcgtttgcgg cgtttagt 18

<210> 196

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 196

cgactcctcg atatcaaaac gaacgaaacg 30
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182

<210> 197

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>5

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 197

tcggtgaggt tttcgtcga 19

<210> 198

<211> 2110

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 19815

cgctacacga acttatcccg a 21

<210> 199

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial20

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 199

atcacgtcca accgacgtac gcc 23

<210> 20025

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)30

<400> 200

aaacgtaacc ccgccga 17

<210> 201

<211> 19
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183

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 2015

gtagtagcgc gtcggttcg 19

<210> 202

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 202

cgctaccctc tccgctaccc gc 22

<210> 20315

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)20

<400> 203

gcgtttggaa ttcggcg 17

<210> 204

<211> 24

<212> ADN25

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 204

gaatcaaccg tctataaaca acgc 2430

<210> 205

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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184

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 205

tccgccgacg cttaacgtca atacc 25

<210> 2065

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)10

<400> 206

attttcgtta aaaacgtcgg ttt 23

<210> 207

<211> 21

<212> ADN15

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 207

aacgaaacga cgacgtaacg t 2120

<210> 208

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>25

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 208

ataattaaaa cacgaaaaaa cgtaaccgaa cgac 34

<210> 209

<211> 2230

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)
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185

<400> 209

tgtcgtacgt agttttaggc gg 22

<210> 210

<211> 17

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 210

cgacgcctcc gcctaat 1710

<210> 211

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 211

ctaaaccccg acgaaaaccc cgt 23

<210> 212

<211> 2020

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 21225

tattttgtag gcgttcgcgg 20

<210> 213

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 213

ccgacaaaaa caaaaatcgc 20
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186

<210> 214

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>5

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 214

atcgtccttc tttcgaaata caaaactccg a 31

<210> 215

<211> 1710

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 21515

gccctaccga acccgaa 17

<210> 216

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial20

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 216

gtcgtttaat cgggagtcgg 20

<210> 21725

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)30

<400> 217

acaaacgctc gacgcgtacg tcac 24

<210> 218

<211> 21
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 2185

actacgccga aaacctacga c 21

<210> 219

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 219

gaggtttcgt attttagacg cgt 23

<210> 22015

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)20

<400> 220

cgaccacgcc ctacctcgac gac 23

<210> 221

<211> 21

<212> ADN25

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 221

gcgaaagttt cgtttcgtag a 2130

<210> 222

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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188

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 222

acaaaaaccg aaccgaaaat c 21

<210> 2235

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)10

<400> 223

tccgaactct aaactcgcga tcgc 24

<210> 224

<211> 23

<212> ADN15

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 224

ttcgttgagg ttttaaacgc gta 2320

<210> 225

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>25

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 225

aatccgaact ctaaactcgc gat 23

<210> 226

<211> 2630

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)
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<400> 226

tacgaaacga aactttcgcc ccgata 26

<210> 227

<211> 21

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 227

tagtaatcgg agcgatttgc g 2110

<210> 228

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 228

caaaatatac gacccgacga ata 23

<210> 229

<211> 3020

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 22925

cgtacgtatc ttctcgaaat tcccaaccgc 30

<210> 230

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 230

gtattttagg ttttgattcg cgtg 24
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190

<210> 231

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>5

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 231

actcgtacga atcctctaaa acgaa 25

<210> 232

<211> 2410

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 23215

actaccccac gaaatacctc gcgc 24

<210> 233

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial20

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 233

gagggggttt agtatgtcgt tcg 23

<210> 23425

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)30

<400> 234

cgaaactata acgtcgactc cga 23

<210> 235

<211> 22
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 2355

aaaaccgaac cgccgccgaa aa 22

<210> 236

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 236

acgaatattt acaatcatca ccga 24

<210> 23715

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)20

<400> 237

gcgagaattt agcgagtcgt 20

<210> 238

<211> 23

<212> ADN25

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 238

ccgcgataaa aattccgcct cgt 2330

<210> 239

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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192

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 239

aaacaacgaa attaaaacga cgaa 24

<210> 2405

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)10

<400> 240

gagggaattt ttttcgttcg at 22

<210> 241

<211> 29

<212> ADN15

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 241

acgatactcc gaaaaaactc cgcgataaa 2920

<210> 242

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>25

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 242

aaaacctaac gaacgaaaat acgaata 27

<210> 243

<211> 1830

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)
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<400> 243

tcgggattcg tcgttcgt 18

<210> 244

<211> 29

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 244

tccgaaccga ataacgtaaa aaaccgaac 2910

<210> 245

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 245

tttttcgaga atgaggcgg 19

<210> 246

<211> 2320

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 24625

aaataaacgc aacgctacta cga 23

<210> 247

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 247

cgaacgcgtc atcaacttcc cga 23
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<210> 248

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>5

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 248

aagttgatga cgcgttcgg 19

<210> 249

<211> 2310

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 24915

aaataaacgc aacgctacta cga 23

<210> 250

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial20

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 250

acgcgcgtct cgaaaacaaa ctaacttac 29

<210> 25125

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)30

<400> 251

cgaaaataaa aaacgctacc gata 24

<210> 252

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 2525

ttcgtacgga tgtcgaaggt 20

<210> 253

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 253

acgccaaaac gcactacaac gcc 23

<210> 25415

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)20

<400> 254

tagttgcgaa gcgtaaacgg 20

<210> 255

<211> 18

<212> ADN25

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 255

cgccaccgaa cctcctac 1830

<210> 256

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 256

tcgtccgtaa aacgcgaacc acga 24

<210> 2575

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)10

<400> 257

aaaaaactcg cgatatctcg c 21

<210> 258

<211> 21

<212> ADN15

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 258

cgtcgttcgg gttagtagtc g 2120

<210> 259

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>25

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 259

acgaaaataa ttaccaaata accgcgaaac ca 32

<210> 260

<211> 1830

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)
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<400> 260

taggcggaga cgtttcgt 18

<210> 261

<211> 17

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 261

aacgcgacaa cgaccga 1710

<210> 262

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 262

cgaatatcta tccgcgaacg ccga 24

<210> 263

<211> 2020

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 26325

aggttttttt ggttcggtcg 20

<210> 264

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 264

ccgtactcta ctacttcgtc aacga 25

ES 2 694 284 T3

 



198

<210> 265

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>5

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 265

cgaaacctaa cccgcctccg cg 22

<210> 266

<211> 1910

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 26615

ctccctaacc cgaccgatc 19

<210> 267

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial20

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 267

cgtgttttat tgtttcgtta gcga 24

<210> 26825

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)30

<400> 268

cgcgaaaacg aaccaaatcc cga 23

<210> 269

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ADN genómico tratado químicamente (Homo sapiens)

<400> 2695

tagtgagtac gcgcggttcg 20
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar trastornos proliferativos de células de próstata en un sujeto que comprende determinar la 
metilación CpG de NFATC3 en una muestra biológica aislada de dicho sujeto en el que la metilación de CpG es 
indicativa de la presencia de dichos trastornos.

2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende además determinar el nivel de expresión de al menos 5
un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; 
NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; MN1; KLF8; 
FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; MCC; y GPR68 (REGIÓN INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2).

3. El método de acuerdo con la reivindicación 2, en donde dicho nivel de expresión se determina detectando:

(i) la presencia, ausencia o nivel de ARNm transcrito de dicho al menos un gen; 10

(ii) la presencia, ausencia o nivel de un polipéptido codificado por dicho al menos un gen o secuencia del mismo; o 

(iii) la presencia o ausencia de metilación de CpG dentro de dicho al menos un gen, en donde la presencia de metilación 
indica la presencia de un carcinoma. 

4. El método de la reivindicación 1, que comprende poner en contacto el ADN genómico aislado de una muestra 
biológica obtenida de dicho sujeto con al menos un reactivo, o una serie de reactivos que distingue entre dinucleótidos 15
CpG metilados y no metilados dentro de al menos una región objetivo del genoma ADN, en donde la región objetivo 
comprende, o hibrida bajo condiciones rigurosas con una secuencia de al menos 16 nucleótidos contiguos de la 
secuencia de la SEQ ID NO: 50, en donde dichos nucleótidos contiguos comprenden al menos una secuencia de 
dinucleótido CpG, y por lo que la detección de carcinoma se produce, al menos en parte.

5. El método de la reivindicación 1, que comprende:20

a) extraer o aislar de otra manera el ADN genómico de una muestra biológica obtenida del sujeto;

b) tratar el ADN genómico de a), o un fragmento del mismo, con uno o más reactivos para convertir bases de citosina 
que no están metiladas en la posición 5 del mismo en uracilo o en otra base que sea detectable de forma diferente a 
la citosina en términos de propiedades de hibridación ;

c) poner en contacto el ADN genómico tratado, o el fragmento tratado del mismo, con una enzima de amplificación y 25
al menos un cebador que comprende una secuencia contigua de al menos 9 nucleótidos que es complementaria o 
hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas a una secuencia seleccionada del grupo que consiste 
en la SEQ ID NO: 92, 93, 150 y 151, y sus complementos, en donde el ADN genómico tratado o su fragmento se 
amplifica para producir al menos un amplificado, o no es amplificado; y

d) determinar, con base en la presencia o ausencia de, o en una propiedad de dicho amplificado, el estado de 30
metilación o el nivel de al menos un dinucleótido CpG de la secuencia de la SEQ ID NO: 50, o un promedio, o un valor 
que refleje un estado de metilación promedio o nivel de una pluralidad de dinucleótidos CpG de la secuencia de la
SEQ ID NO: 50, con lo cual al menos uno de la detección y el diagnóstico de cáncer, se produce, al menos en parte.

6. El método de la reivindicación 1, que comprende:

a) extraer o aislar de otra manera el ADN genómico de una muestra biológica obtenida del sujeto;35

b) digerir el ADN genómico de a), o un fragmento del mismo, con una o más enzimas de restricción sensibles a la 
metilación;

c) poner en contacto la digestión con enzimas de restricción de ADN de b), con una enzima de amplificación y al menos 
dos cebadores adecuados para la amplificación de una secuencia que comprende al menos un dinucleótido CpG de 
la SEQ ID NO: 5040

d) determinar, con base en la presencia o ausencia de un amplificado, el estado de metilación o el nivel de al menos 
un dinucleótido CpG de la secuencia de la SEQ ID NO: 50, con lo cual al menos uno de la detección y el diagnóstico 
de cáncer, se produce, al menos en parte.

7. Uso de un ácido nucleico tratado para realizar el método de la reivindicación 1, en donde el ácido nucleico tratado 
se deriva de la secuencia genómica de la SEQ ID NO: 50, y en donde el tratamiento es adecuado para convertir al 45
menos una base de citosina no metilada de la secuencoa de ADN genómico a uracilo u otra base que sea detectable 
diferente a la citosina en términos de hibridación.
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8. Uso de un ácido nucleico para realizar el método de la reivindicación 1, en donde el ácido nucleico comprende al 
menos 9 o al menos 16 nucleótidos contiguos de una secuencia de ADN genómico tratada seleccionada del grupo 
que consiste en la SEQ ID NO: 92, 93, 150 y 151, y sus secuencias complementarias, y en donde el tratamiento es 
adecuado para convertir al menos una base de citosina no metilada de la secuencia de ADN genómico de la SEQ ID 
NO: 50 en uracilo u otra base que sea detectable de forma diferente a la citosina en términos de hibridación.5

9. Uso de un ácido nucleico para realizar el método de la reivindicación 1, en donde el ácido nucleico comprende al 
menos 50 nucleótidos contiguos de una secuencia de ADN seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 92, 
93, 150 y 151, y secuencias complementarias de las mismas.

10. Uso de un kit para realizar el método de acuerdo con la reivindicación 3, alternativa (i), en donde el kit comprende

a) una pluralidad de oligonucleótidos o polinucleótidos capaces de hibridar bajo condiciones rigurosas o 10
moderadamente rigurosas con los productos de transcripción de un gen seleccionado del grupo que consiste en 
RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; 
HIST1H2BD; CUL1; MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 
(CX43); SPATA6; MCC; GPR68 (REGIÓN INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2);

(b) un recipiente adecuado para contener los oligonucleótidos o polinucleótidos y una muestra biológica del paciente 15
que comprende los productos de transcripción en donde los oligonucleótidos o polinucleótidos pueden hibridar bajo 
condiciones rigurosas o moderadamente rigurosas con los productos de transcripción; 

(c) medios para detectar la hibridación de (b); y opcionalmente 

(d) Instrucciones de uso e interpretación de los resultados del kit. 

11. Uso de un kit para realizar el método de acuerdo con la reivindicación 3, alternativa (ii), en donde el kit comprende20

(a) un medio para detectar polipéptidos de un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; 
HIST1H4K; GSTPi; MME; RARB; NKX3-1; NPAL3; ACVR2A; ARL4C; PDE4D; CARTPT; HIST1H2BD; CUL1; 
MOBKL2B; IFLTD1 (KRAS); ANXA2; MN1; KLF8; FGF13; NKX2-6; SPG20; DSE/SART2; GJA1 (CX43); SPATA6; 
MCC; GPR68 (REGIÓN INTRÓN 1 Y/O EXÓN 2); 

(b) un recipiente adecuado para contener los dichos medios y la muestra biológica del paciente que comprende los 25
polipéptidos en donde los medios pueden formar complejos con los polipéptidos; y 

(c) un medio para detectar los complejos de (b). 

12. Uso de un kit para realizar el método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el kit comprende

(a) un reactivo de bisulfito; 

(b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo de bisulfito y la muestra biológica del paciente; 30

(c) al menos un conjunto de oligonucleótidos que contienen dos oligonucleótidos cuyas secuencias en cada caso son 
idénticas, son complementarias, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas a un segmento de 9 o 
más preferiblemente de 18 bases de longitud de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 92, 93, 150 y 151. 

13. Uso de un kit para realizar el método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el kit comprende

(a) un reactivo de enzima de restricción sensible a la metilación; 35

(b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biológica del paciente; 

(c) al menos un conjunto de oligonucleótidos, uno o una pluralidad de ácidos nucleicos o ácidos nucleicos peptídicos 
que son idénticos, son complementarios o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas a un segmento 
de al menos 9 bases de longitud de la secuencia de la SEQ ID NO: 50; y opcionalmente 

(d) Instrucciones de uso e interpretación de los resultados del kit. 40

14. El uso de un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6, un ácido nucleico de acuerdo con las 
reivindicaciones 7 a 9 y/o un kit de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 13 en el diagnóstico de trastornos 
proliferativos de células de próstata.
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