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DESCRIPCION
Agente oxidante para nucleétidos modificados

Esta invencion se refiere a reactivos, y particularmente agentes oxidantes, para usar en la deteccion de residuos de
citosina modificada y el analisis y/o secuenciacién de acidos nucleicos que contienen residuos de citosina
modificada.

La 5-metilcitosina (5mC) es una marca de ADN epigenético bien estudiada que tiene una funcion importante en el
silenciamiento génico y en la estabilidad del genoma, y se encuentra enriquecida en dinucleétidos CpG (1). En
metazoarios, la 5mC puede oxidarse a 5-hidroximetilcitosina (5hmC) mediante la familia de enzimas de translocacion
diez-once (TET) (2, 3). Los niveles globales de 5hmC son apenas 10 veces mas bajos que aquellos de 5mC y varian
entre los tejidos (4). Cantidades relativamente altas de 5hmC (~0.4 % de todas las citosinas) se presentan en las
células madre embrionarias (ES), donde 5hmC, se sugiere, tiene una funcion en el establecimiento y/o
mantenimiento de la pluripotencia (2,3, 5-9). Se propone que 5hmC es un intermediario en la desmetilacion activa
del ADN, por ejemplo, mediante la desaminacion o mediante una oxidacién adicional de 5hmC a 5-formilcitosina
(5fC) y 5-carboxicitosina (5¢C) por las enzimas TET, seguido de la reparacion por escision de base que involucra a
la timina ADN glicosilasa (TDG), o un fallo para mantener la marca durante la replicacion (10). Sin embargo, 5ShmC
puede, ademas, constituir una marca epigenética por si misma.

Es posible detectar y cuantificar el nivel de 5hmC presente en todo el ADN gendmico mediante métodos analiticos
que incluyen la cromatografia de capa fina y la cromatografia liquida en tdndem seguida de espectrometria de
masas (2, 11, 12). Hasta el momento, el mapeo de las localizaciones gendémicas de 5hmC se logré6 mediante
métodos de enriquecimiento que usan quimica o anticuerpos para la precipitacion especifica de los fragmentos de
ADN ricos en 5hmC que se secuencian posteriormente (6-8, 13-15). Estos enfoques de precipitacion tienen una
resolucion relativamente pobre (10s a 100s de nucledtidos) y solamente proporcionan una cantidad relativa de
informacion que es probable sean propensos a sesgo de distribucion durante el enriquecimiento. La secuenciacion
de un solo nucleétido cuantificable de 5mC se ha realizado mediante el uso del método de secuenciacién por
bisulfito (BS-Seq), que aprovecha la desaminacion mediada por bisulfito de citosina a uracilo para la que la
transformacion correspondiente de 5mC es mucho mas lenta (76). Sin embargo, se reconoce que tanto 5mC como
5hmC se desaminan muy lentamente en la reaccién del bisulfito y por tanto, esas dos bases no pueden
discriminarse (77, 18). Dos métodos de molécula Unicas, relativamente nuevos y elegantes, demuestran ser
promisorios en la deteccion de 5mC y 5hmC con una resolucién de un solo nucleétido. La secuenciacion de una sola
molécula en tiempo real (SMRT) demostré detectar derivados de 5hmC en ADN gendmico (719). Sin embargo, se
requiere el enriquecimiento de fragmentos de ADN que contienen 5hmC, lo cual conduce a la pérdida de informacion
cuantitativa (79). La 5mC puede detectarse, aunque con una exactitud mas baja, mediante SMRT (719). Ademas, la
SMRT tiene una tasa de errores de secuenciacion relativamente alta (20), el maximo de lecturas de las
modificaciones es impreciso (79) y la plataforma ain no secuencié un genoma completo. Los nanoporos de estado
soélido y de proteinas pueden diferenciar 5mC de 5hmC vy tienen el potencial para secuenciar moléculas de ADN no
amplificadas con un desarrollo ulterior (21, 22).

Se ha informado el mapeo cuantitativo de 5hmC y 5mC en ADN gendmico en una resolucion de un solo nucleétido
mediante el uso de los métodos de secuenciacion con "bisulfito oxidativo" (0xBS-Seq) (23). Estos métodos implican
la oxidacion especifica de 5ShmC a 5fC mediante el uso de perrutenato de potasio (KRuOa).

Los presentes inventores han reconocido que los complejos oxo metalicos (VI), tales como rutenato, pueden ser
Utiles para catalizar la oxidacion selectiva de residuos de 5hmC en polinucleétidos con residuos de 5fC. Esto puede
ser util, por ejemplo, en métodos de analisis y secuenciacién con "bisulfito oxidativo".

Un aspecto de la descripcion proporciona un método de identificacion de un residuo de citosina modificada en una
secuencia de nucleétidos de la muestra que comprende:

(i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
(ii) tratar una primera porcién de dicha poblacion con un complejo oxo metalico (VI),
(iii) tratar dicha primera porcién de dicha poblacién y una segunda porcion de dicha poblacion con bisulfito, y

(iv) identificar los residuos en la primera y segunda secuencias de nuclettidos que corresponden con un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra.

En algunas modalidades, el residuo puede identificarse por secuenciacion. Por ejemplo, un método para identificar
un residuo de citosina modificada en una secuencia de nucleétidos de la muestra se describe asi:

(i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
(ii) tratar una primera porcién de dicha poblacion con un complejo oxo metalico (VI),

(iii) tratar dicha primera porcién de dicha poblacién y una segunda porcion de dicha poblacién con bisulfito,
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(iv) secuenciar los polinucleétidos en la primera y segunda porciones de la poblaciéon por medio de las etapas ii) y iii)
para producir una primera y segunda secuencias de nucleétidos, respectivamente e;

(v) identificar el residuo en la primera y segunda secuencias de nucledtidos que corresponden a un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra

Los métodos de secuenciacion adecuados se conocen bien en la técnica y se describen con mayor detalle mas
abajo.

Los residuos identificados en la primera y segunda secuencias de nucleétidos pueden ser indicativos de una citosina
modificada en la posiciéon correspondiente en la secuencia de nucleétidos de la muestra, es decir, la presencia de
una citosina modificada en una posicién en la secuencia de nucleétidos de la muestra puede determinarse a partir
de la identidad de los residuos que se localizan en la misma posicion en la primera y segunda secuencias de
nucledtidos.

Por ejemplo, los residuos de citosina pueden presentarse en una o mas posiciones en la secuencia de acidos
nucleicos de la muestra. Pueden identificarse los residuos en las posiciones correspondientes en la primera y
segunda secuencias de nucledtidos. La presencia de una modificacion, por ejemplo, una sustitucion en 5, tal como
sustitucién 5-metil o 5-hidroximetil, sobre una citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra puede
determinarse a partir de la combinacién de residuos que se identifican en la primera y segunda secuencias de
nucledtidos, respectivamente (es decir Cy C, Uy U, Cy U, o Uy C) en la posicion de la citosina en la secuencia de
nucleétidos de la muestra. Las modificaciones de citosina que se indican por combinaciones diferentes se muestran
en la Tabla 1.

El tratamiento con el complejo oxo metalico (V1) oxida los residuos de 5-hidroximetilcitosina (5hmC) en la primera
porcién de polinucleétidos a residuos de 5-formilcitosina (5fC). Los residuos de 5fC en la primera porcion de
polinucledtidos se convierten subsecuentemente en uracilo mediante el tratamiento con bisulfito de la etapa (iii). En
algunas modalidades, el tratamiento con el complejo oxo metalico (V1) puede oxidar ademas algo o la totalidad de
los residuos de 5-formilcitosina (5fC) a residuos de 5-carboxilcitosina (5caC). Los residuos de 5fC en la primera
porcién de polinucledtidos se convierten ademas en uracilo mediante el tratamiento con bisulfito de la etapa (iii).

Un complejo oxo metalico (VI) comprende un atomo de metal (M) en el estado de oxidacion +6 coordinado con uno o
mas atomos de oxigeno.

El atomo de metal (VI) puede ser tri o tetracoordinado, es decir, el atomo M6+ puede coordinarse con tres atomos de
oxigeno (por ejemplo, 6xido de renio Rh(VI1)O3)) o cuatro atomos de oxigeno en un oxianién (por ejemplo, rutenato
Ru(V1)O4?).

En modalidades preferidas, el atomo de metal (VI) se coordina con cuatro atomos de oxigeno (MO4%) en un
oxianion, preferentemente con geometria tetraédrica. Los complejos oxo metalicos (VI) adecuados incluyen
manganato (Mn(V1)04%), o rutenato (Ru(VI)O4).

En modalidades preferidas, el complejo oxo metalico (V1) es rutenato (Ru(V1)O4%).

Los complejos oxo metalicos pueden prepararse por cualquier técnica adecuada y estan disponibles diversos
métodos en la técnica.

Por ejemplo, un complejo oxo metalico (VI) (M(VI)O4%>) adecuado para usar en la oxidacién de hmC puede
producirse por reduccion del complejo oxo metalico (VII) o complejo oxo metalico (VIIl) correspondientes (por
ejemplo M(VII)Os o M(VIII)O,). Puede emplearse cualquier protocolo de reducciéon adecuado, por ejemplo,
calentamiento o tratamiento con iones hidréxido o perdxido. Los complejos oxo metalicos (V1) adecuados (M(VI1)O4%)
pueden producirse, ademas, por oxidacion de 6xidos metalicos y de complejos oxo (por ejemplo, MO,)

El rutenato (Ru(V1)O4%) puede prepararse convenientemente por reduccién de perrutenato (Ru(VII)Os) o de
tetroxido de rutenio (Ru(VIII)O4), por ejemplo, mediante el uso de yoduro, hidréxido (OH-), perdéxido (O2*) o por
calentamiento. El rutenato puede prepararse convenientemente mediante la oxidacion de complejos de Ru, por
ejemplo mediante el uso de KMnO4 o HCIO (hipoclorito). El rutenato (Ru(VI)O4? ademas puede prepararse a partir
de trioxido de rutenio (RuOs), por ejemplo, mediante el uso de base acuosa y persulfato.

El manganato (Mn(VI)O4%) puede prepararse convenientemente por reduccion de permanganato (Mn(VII)Ogs)
mediante el uso de hidréxido (OH"), peroxido (O2%) o por calentamiento.

Ejemplos de métodos adecuados para la preparacion de complejos oxo de rutenato (VI) y complejos oxo de
manganato (VI) se describen con mas detalle mas abajo.

Los complejos oxo metalicos (V1) ademas pueden obtenerse de fuentes comerciales (por ejemplo, de Alfa Aesar, MA
Estados Unidos; de Sigma Aldrich, Estados Unidos).
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El tratamiento con el complejo oxo metalico (VI) oxida selectivamente los residuos de 5-hidroximetilcitosina en la
primera porcion de la poblacion de polinucledtidos a residuos de 5-formilcitosina. Sustancialmente ninguna otra
funcionalidad en el polinucleétido se oxida por el complejo oxo metalico (VI). Por tanto, el tratamiento no resulta en la
reaccion de cualesquiera residuos de timina o de 5-metilcitosina, donde aquellas estén presentes.

La primera porcion de polinucledtidos puede tratarse con el complejo oxo metalico (VI) en una concentracion
suficiente para oxidar de forma selectiva residuos de 5-hidroximetilcitosina en los polinucleétidos. Las
concentraciones adecuadas del complejo oxo metalico (VI) para la oxidacion selectiva de 5-hidroximetilcitosina
puede determinarse facilmente mediante el uso de técnicas estandar. Por ejemplo, puede emplearse 0,1 mM a 10
mM y con la maxima preferencia aproximadamente 1 mM de rutenato.

Tipicamente, los complejos oxo metalicos (VI) para usar en los métodos descritos en la presente descripcion, se
almacenan en soluciones de reserva concentradas, que pueden tener, por ejemplo, una concentracion que es de 5
veces, 10 veces, 100 veces, 150 veces o 500 veces mayor que la concentracion usada para tratar la primera porcion
de polinucleétidos. Una solucion de reserva tipica puede ser de 100 mM a 150 mM.

La oxidacion de residuos de hmC por el complejo oxo metalico (VI), no degrada o dafia los polinucleétidos en la
primera porciéon en un grado que impida la subsiguiente amplificacion y/o secuenciacién de la primera porcion, es
decir, la primera porcion incluye suficientes polinucleétidos intactos o no dafiados después del tratamiento con el
complejo oxo metalico (VI), como para permitir la amplificacion y/o secuenciacion y que no esté totalmente
degradado.

Preferentemente, el complejo oxo metalico (VI) no produce ninguna degradacion o dafio, o produce una degradacion
o dafio minimos a los polinucleétidos en la primera porcién, o no provoca una degradacion o dafio sustancial a los
polinucleétidos.

El dafio o degradacion de polinucledtidos puede incluir escision de enlace fosfodiéster; desfosforilacion y/o
despurinacion del extremo 5'. El tratamiento con el complejo oxo metalico (VI) puede no causar una escision
sustancial del enlace fosfodiéster; ni defosforilacion de 5'; ni despirimidinacion y/o despurinacion de los
polinucledtidos en la primera porcion y, preferentemente, causa minima o ninguna escision del enlace fosfodiéster;
de desfosforilacion y/o de despurinacion en 5'.

El tratamiento con el complejo oxo metdlico (VI) puede resultar en la formacién de algun producto de 5-
carboxicitosina correspondiente, asi como también, de 5-formilcitosina. La formacién de este producto no influye
negativamente en los métodos de identificacion descritos en la presente descripcion. Bajo las condiciones de la
reaccion de bisulfito que se usan para convertir 5-formilcitosina en uracilo, se observa que también 5-carboxicitosina
se convierte en uracilo. Se comprende que una referencia a 5-formilcitosina que se obtiene por oxidacién de 5-
hidroximetilcitosina puede ser una referencia a un producto que, ademas, comprende 5-carboxicitosina que se
obtiene, ademas, mediante esa oxidacion.

Ventajosamente, las condiciones de tratamiento ademas pueden conservar los polinucledtidos en un estado
desnaturalizado, es decir, pueden emplearse condiciones desnaturalizantes. Las condiciones adecuadas causan
desnaturalizacion de los polinucleétidos sin causar dafio o degradacion. Por ejemplo, los polinucleétidos pueden
tratarse con el complejo oxo metalico (V1) bajo condiciones alcalinas, tales como 50 mM a 500 mM de NaOH o 50
mM a 500 mM de KOH.

Los polinucledtidos en la primera porcion pueden purificarse, a continuacion del tratamiento con el complejo oxo
metalico (VI). La purificacion puede realizarse mediante el uso de cualquier técnica conveniente para la purificacion
de acidos nucleicos. Las técnicas adecuadas para la purificacion de acidos nucleicos incluyen la cromatografia en
columnas de centrifugacion.

Los polinucledtidos pueden someterse a tratamiento repetido adicional con el complejo oxo metalico (VI). Tales
etapas se acometen para maximizar la conversiéon de 5-hidroximetilcitosina a 5-formilcitosina. Esto puede
necesitarse donde un polinucleétido tiene suficiente estructura secundaria que es capaz de volver hibridarse.
Cualquier porcién hibridada del polinucleétido puede limitar o impedir el acceso del complejo oxo metalico (V1) a esa
porcioén de la estructura, lo cual tiene el efecto de proteger la 5-hidroxicitosina de la oxidacion.

En algunas modalidades, la primera porcion de la poblacion de polinucledtidos puede, por ejemplo, someterse a
multiples ciclos de tratamiento con el complejo oxo metalico (VI) seguido de la purificacion.

Por ejemplo, pueden realizarse uno, dos, tres, o mas de tres ciclos.

A continuacion del tratamiento con el complejo oxo metalico (VI) y de la purificacidon opcional, la primera porcion de
la poblacion se trata después con bisulfito. Una segunda porciéon de la poblacion que no se ha oxidado se trata,
ademas, con bisulfito.

El tratamiento con bisulfito convierte en uracilo ambos residuos de citosina y 5-formilcitosina en un polinucleétido.
Como se establecio anteriormente, donde esté presente cualquier 5-carboxicitosina (como un producto de la etapa
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de oxidacion), esta 5-carboxicitosina se convierte en uracilo en el tratamiento con bisulfito. Sin desear estar ligado a
la teoria, se cree que la reaccion de 5-formilcitosina ocurre a través de la pérdida del grupo formilo hasta producir
citosina, seguido de una desaminacion subsecuente para dar uracilo. Se cree que 5-carboxicitosina produce uracilo
a través de una secuencia de etapas de descarboxilacion y desaminacion. El tratamiento con bisulfito puede
realizarse bajo condiciones que conviertan tanto a la citosina como a los residuos de 5-formilcitosina o 5-
carboxicitosina del polinucleétido, en uracilo, como se describe en la presente descripcion.

Los polinucledtidos pueden tratarse con bisulfito por incubacion con iones bisulfito (HSO3?). El uso de los iones de
bisulfito (HSO3%), para convertir las citosinas no metiladas en los acidos nucleicos en uracilo, es comun en la técnica
y los reactivos y condiciones adecuadas se conocen bien por un experto en la técnica (52-55). Numerosos
protocolos y reactivos estan, ademas, disponibles comercialmente (por ejemplo, EpiTect™, Qiagen NL; EZ ADN
Methylation™ Zymo Research Corp CA; CpGenome Turbo Bisulfite Modification Kit; Millipore).

Una caracteristica de los métodos de OxBS es la conversion de citosina no metilada (que puede generarse in situ a
partir de 5-formilcitosina o 5-carboxicitosina) en uracilo. Esta reacciéon se logra tipicamente a través del uso de
bisulfito. Sin embargo, en los aspectos generales de la invencion, cualquier reactivo o condiciones de reaccion
pueden usarse para efectuar la conversion de citosina en uracilo. Tales reactivos o condiciones se seleccionan de
manera que poca o ninguna 5-metilcitosina reaccione, y mas especificamente, de manera que poca o ninguna 5-
metilcitosina reaccione para formar uracilo. El reactivo, u opcionalmente un reactivo adicional, pueden, ademas,
efectuar la conversion de 5-formilcitosina o 5-carboxicitosina en citosina o uracilo.

A continuacién de la incubacion con iones bisulfito, las porciones de polinucleétidos pueden inmovilizarse, lavarse,
desulfonarse, eluirse y/o tratarse de cualquier otra manera segun se requiera.

Los métodos que usan complejos oxo metalicos (VI) como se describe en la presente descripcion pueden ser Utiles
para identificar y/o distinguir citosina (C), 5-metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5hmC) en una secuencia de
nucledtidos de la muestra. Por ejemplo, los métodos pueden ser Utiles para distinguir un residuo del grupo que
consiste en citosina (C), 5-metilcitosina (5mC) y 5-hidroximetilcitosina (5hmC) de otros residuos en el grupo.

Preferentemente, los residuos de citosina modificada, tal como 5-hidroximetilcitosina, en la primera porcién de dicha
poblaciéon no se marcan, por ejemplo, con grupos sustituyentes, tal como la glucosa, antes de la etapa ii) de
oxidacion o reduccion.

La identificacién de un residuo, en una posicion en una o en ambas de la primera y segunda secuencias de
nucleétidos, como la citosina, en una o en ambas de la primera y la segunda secuencias de nucleétidos indica que el
residuo de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra es 5-metilcitosina o 5-hidroximetilcitosina.

La 5-hidroximetilcitosina (5hmC) puede identificarse en la secuencia de nucleétidos de la muestra. Un residuo de
uracilo en una posicion en la primera secuencia de nucleétidos que corresponde a una citosina en la secuencia de
nucledtidos de la muestra y una citosina en la misma posicion en la segunda secuencia de nucleétidos indican que el
residuo de citosina en la secuencia de nucleotidos de la muestra es 5-hidroximetilcitosina (5hmC).

Un método de identificacion de un residuo de 5-hidroximetilcitosina (5hmC) en una secuencia de nucleétidos de la
muestra o para distinguir 5-hidroximetilcitosina de citosina (C), 5-metilcitosina, y 5-formilcitosina (5fC) en una
secuencia de nucleétidos de la muestra puede comprender;

(i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
(ii) tratar la primera porcion de dicha poblacion con un complejo oxo metalico (VI),
(iii) tratar dicha primera porcién de dicha poblacién y una segunda porcion de dicha poblacién con bisulfito, y;

(iv) identificar el residuo en la primera y segunda porciones de dicha poblacion en la misma posicion que un residuo
de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,

en donde la presencia de un residuo de uracilo en la primera porciéon y una citosina en la segunda porcién indican
que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra es 5-hidroximetilcitosina.

Por ejemplo, un método de identificacion de un residuo de 5-hidroximetilcitosina (5hmC) en una secuencia de
nucledtidos de la muestra o para distinguir 5-hidroximetilcitosina de citosina (C), de 5-metilcitosina, y de 5-
formilcitosina (5fC) en una secuencia de nucleétidos de la muestra puede comprender:

(i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
(ii) tratar la primera porcion de dicha poblacién con un complejo oxo metalico (VI),

(iii) tratar ademas dicha primera porcion de dicha poblacion y una segunda porcion de dicha poblacién con bisulfito,
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(iv) secuenciar los polinucleétidos en la primera y segunda porciones de la poblaciéon por medio de las etapas ii) y iii)
para producir una primera y segunda secuencias de nucleétidos, respectivamente e;

(v) identificar los residuos en la primera y segunda secuencias de nucleétidos que corresponden a un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,

en donde la presencia de un residuo de uracilo en la primera secuencia de nucleétidos y una citosina en la segunda
secuencia de nucleétidos indican que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra es 5-
hidroximetilcitosina.

La 5-metilcitosina (5mC) puede identificarse en una secuencia de nucleétidos de la muestra. La citosina en una
posicién tanto en la primera como en la segunda secuencia de nucleétidos que corresponda a un residuo de citosina
en la secuencia de nucledtidos de la muestra indica que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la
muestra es 5-metilcitosina (5mC).

Un método de identificacion de 5-metilcitosina en una secuencia de nucleétidos de la muestra o para distinguir 5-
metilcitosina de citosina (C), de 5-hidroximetilcitosina (5hmC) y de 5-formilcitosina (5fC) en una secuencia de
nucledtidos de la muestra puede comprender:

(i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
(ii) tratar la primera porcion de dicha poblacién con un complejo oxo metalico (VI),
(iii) tratar ademas la primera porcién de dicha poblacion y una segunda porcion de dicha poblacion con bisulfito, e

(iv) identificar el residuo en la primera y segunda porciones de dicha poblacién que esta en la misma posiciéon que un
residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra

en donde la presencia de una citosina en la primera y en la segunda porciones indica que el residuo de citosina en la
secuencia de nucleotidos de la muestra es 5-metilcitosina (5mC).

Por ejemplo, un método de identificacion de 5-metilcitosina en una secuencia de nucleétidos de la muestra o para
distinguir 5-metilcitosina de citosina (C), de 5-hidroximetilcitosina (5hmC), y de 5-formilcitosina (5fC) en una
secuencia de nucleétidos de la muestra puede comprender;

(i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
(ii) tratar la primera porcion de dicha poblacién con un complejo oxo metalico (VI),
(iii) tratar ademas la primera porcion de dicha poblacidon y una segunda porcion de dicha poblacion con bisulfito,

(iv) secuenciar los polinucleétidos en la primera y segunda porciones de la poblaciéon por medio de las etapas ii) y iii)
para producir una primera y segunda secuencias de nucleétidos, respectivamente e;

(v) identificar el residuo en la primera y segunda secuencias de nucledtidos que corresponden a un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra

en donde la presencia de una citosina en la primera y en la segunda secuencia de nucleétidos indica que el residuo
de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra es 5-metilcitosina (5mC).

Los residuos de uracilo en una posicion tanto en la primera como en la segunda secuencias de nucledtidos que
correspondan a una citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra indican que el residuo de citosina en la
secuencia de nucledétidos de la muestra no es 5-metilcitosina o 5-hidroximetilcitosina, es decir el residuo de citosina
es una citosina no modificada o 5-formilcitosina.

Un resumen de las modificaciones de la citosina en una posicién en la secuencia de nucleétidos de la muestra que
se indican mediante combinaciones especificas de citosina y uracilo en la posicion de la primera y segunda
secuencia de nucleotidos se muestra en la Tabla 1.

La primera y segunda porciones de la poblacion de nucleétidos pueden tratarse con bisulfito y/o secuenciarse
simultaneamente o secuencialmente.

En algunas modalidades, el tratamiento de la segunda porcién puede no requerirse para identificar o distinguir un
residuo de citosina modificada en la secuencia de nucleétidos de la muestra. Por ejemplo, la Tabla 1 muestra que la
oxidacion y el tratamiento con bisulfito de la primera porciéon de la poblaciéon de polinucleétidos es suficiente para
identificar 5-metilcitosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra. Un método de identificacion de 5-
metilcitosina en una secuencia de nucledtidos de la muestra o para distinguir 5-metilcitosina de citosina (C), de 5-
hidroximetilcitosina (5hmC) y de 5-formilcitosina (5fC) en una secuencia de nucleétidos de la muestra puede
comprender:
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(i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
(ii) tratar la primera porcion de dicha poblacién con un complejo oxo metalico (VI),
(iii) tratar ademas la primera porcién de polinucleétidos con bisulfito,

(iv) identificar el residuo en la primera porcion tratada de polinucleétidos que esta en la misma posicion que un
residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra (es decir, el residuo en la primera porciéon que
corresponde al residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra),

en donde la presencia de una citosina en la posicién en la primera porcién tratada es indicativo de que el residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra es 5-metilcitosina (5mC).

Por ejemplo, un método de identificacion de 5-metilcitosina en una secuencia de nucleétidos de la muestra o para
distinguir 5-metilcitosina de citosina (C), de 5-hidroximetilcitosina (5hmC), y de 5-formilcitosina (5fC) en una
secuencia de nucleétidos de la muestra puede comprender:

(i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
(ii) tratar la primera porcion de dicha poblacién con un complejo oxo metalico (VI),
(iii) tratar ademas la primera porcién de polinucleétidos con bisulfito,

(iv) secuenciar los polinucleétidos en la poblacion por medio de las etapas ii) y iii) para producir una secuencia de
nucledtidos tratada e;

(v) identificar el residuo en la secuencia de nucledtidos tratada que corresponde a un residuo de citosina en la
secuencia de nucleoétidos de la muestra,

en donde la presencia de una citosina en la secuencia de nucleétidos tratada indica que el residuo de citosina en la
secuencia de nucleotidos de la muestra es 5-metilcitosina (5mC).

En algunas modalidades, los métodos de acuerdo con cualquiera de los aspectos y modalidades expuestos
anteriormente pueden comprender la secuenciacion de una primera porcion de polinucledtidos que se han oxidado y
tratado con bisulfito; y una segunda porcién de polinucledtidos que se ha tratado con bisulfito. Por ejemplo, un
método puede comprender:

(i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
(i) proporcionar la primera y segunda porciones de la poblacion,

(iii) tratar la primera porcion de dicha poblacion con un complejo oxo metalico (VI),

(iv) tratar la primera y segunda porciones de dicha poblacion con bisulfito,

(v) secuenciar los polinucleétidos en la primera y segunda porciones de la poblacion por medio de las etapas ii), iii) y
iv) para producir una primera y segunda secuencias de nucleotidos, respectivamente €;

(vi) identificar el residuo en la primera y segunda secuencias de nucleétidos que corresponden a un residuo de
citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra.

La secuencia de nucleétidos de la muestra puede conocerse previamente o esta pudiera determinarse. La secuencia
de nucleétidos de la muestra es la secuencia de polinucleétidos no tratados en la poblacién es decir, polinucleétidos
los cuales no se oxidaron, ni se redujeron ni se trataron con bisulfito. En la secuencia de nucleétidos de la muestra,
las citosinas modificadas no se distinguen de la citosina. La 5-metilcitosina, 5-formilcitosina y 5-hidroximetilcitosina
se indican todas o se identifican como residuos de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra. Por
ejemplo, los métodos de acuerdo con cualquiera de los aspectos y modalidades expuestas anteriormente pueden
comprender ademas;

proporcionar una tercera porciéon de la poblacion de polinucleétidos que comprende la secuencia de nucledtidos de
la muestra; v,

secuenciar los polinucleétidos en la tercera porcion para producir la secuencia de nucleétidos de la muestra.

La secuencia de los polinucleétidos en la tercera porcion puede determinarse por cualquiera de las técnicas de
secuenciacién apropiadas.

Las posiciones de uno o mas residuos de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra pueden
determinarse. Esto puede hacerse mediante analisis estandar de secuencias.Debido a que los residuos de citosina
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modificada no se distinguen de la citosina, los residuos de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra
pueden ser citosina, 5-metilcitosina, 5-formilcitosina, o 5-hidroximetilcitosina.

La primera y segunda secuencias de nucleotidos (es decir, las secuencias de nucleétidos de la primera y segunda
porciones) pueden compararse con la secuencia de nucleotidos de la muestra. Por ejemplo, pueden identificarse los
residuos en posiciones en la primera y segunda secuencias correspondientes a uno o mas residuos de citosina en la
secuencia de nucleétidos de la muestra.

En algunas modalidades, puede identificarse el residuo en la primera y segunda porciones que se encuentra en la
misma posicién que un residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra.

La modificacién de un residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra puede determinarse a partir
de la identidad de los nucledtidos en las posiciones correspondientes en la primera y segunda secuencias de
nucledtidos (es decir, los nucledtidos en la misma posicion que el residuo de citosina en las secuencias de
nucledtidos de la primera y segunda porciones).

Los polinucledtidos en la poblaciéon contienen la misma secuencia de nucleétidos de la muestra, es decir la
secuencia de nucleétidos de la muestra es idéntica en todos los polinucleétidos en la poblacion.

El efecto de los diferentes tratamientos en los residuos de citosina dentro de la secuencia de nucleétidos de la
muestra puede entonces determinarse, como se describe en la presente descripcion.

La secuencia de nucleétidos de la muestra puede ser una secuencia genémica. Por ejemplo, la secuencia puede
comprender toda o una parte de la secuencia de un gen, que incluye exones, intrones, o elementos regulatorios
cadena arriba o abajo, o la secuencia puede comprender secuencias genémicas que no se asocien con un gen. En
algunas modalidades, la secuencia de nucleétidos de la muestra puede comprender una o mas islas de CpG.

Los polinucledtidos adecuados incluyen ADN, preferentemente ADN gendmico, y/o ARN, tal como ARN gendmico
(por ejemplo ARN gendmico de mamiferos, plantas o virus), ARNm, ARNt, ARNr y ARN no codificante.

Los polinucledtidos que comprende la secuencia de nucleétidos de la muestra pueden obtenerse o aislarse de una
muestra de células, por ejemplo, células de mamiferos, preferentemente, células humanas.

Las muestras adecuadas incluyen células aisladas y muestras de tejidos tal como biopsias.

Los residuos de citosina modificada que incluyen 5hmC y 5fC se detectan en una variedad de tipos celulares que
incluyen las células madre embrionarias (ESCS) y las células neurales (2, 3, 11, 45, 46).

Las células adecuadas incluyen células somaticas y de la linea germinal.

Las células adecuadas pueden encontrarse en cualquier estado del desarrollo, que incluye células total o
parcialmente diferenciadas o no diferenciadas o células pluripotentes, que incluye las células madre, tales como
células madre somaticas o adultas, células madre fetales, o células madre embrionarias.

Las células adecuadas incluyen, ademas, células madre pluripotentes inducidas (iPSCs), las que pueden derivarse
de cualquier tipo de células somaticas de acuerdo con técnicas estandar.

Por ejemplo, los polinucledtidos que comprende la secuencia de nucledtidos de la muestra pueden obtenerse o
aislarse de células neurales, que incluyen neuronas y células de la glia, células de musculo esquelético, células de
musculo liso, células hepaticas, células que sintetizan hormonas, células sebaceas, células de los islotes
pancreaticos, células de la corteza adrenal, fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales y uroteliales, osteocitos
y condrocitos.

Las células adecuadas incluyen células asociadas a enfermedades, por ejemplo, células cancerosas, tales como
carcinomas, sarcomas, linfomas, blastomas o células tumorales de la linea germinal.

Las células adecuadas incluyen células con el genotipo de un trastorno genético como la enfermedad de Huntington,
la fibrosis quistica, la anemia drepanocitica, la fenilcetonuria, el Sindrome de Down o el Sindrome de Marfan.

Los métodos para la extraccion y el aislamiento del ADN gendmico y el ARN de las muestras de células se conocen
bien en la técnica. Por ejemplo, el ADN genémico o ARN pueden aislarse mediante el uso de cualquier técnica de
aislamiento conveniente, tales como la extraccion por fenol/cloroformo y precipitacion alcohdlica, la centrifugacion
por gradiente de densidad de cloruro de cesio, la cromatografia de intercambio anidénico en fase sdlida, y las
técnicas basadas en gel de silice.

En algunas modalidades, el ADN gendémico completo y/o ARN que se aislan de las células pueden usarse
directamente como una poblaciéon de polinucleétidos como se describe en la presente descripcion, después del
aislamiento. En otras modalidades, el ADN gendémico y/o el ARN que se aislan pueden someterse a etapas de
preparacion adicionales.
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El ADN y/o ARN genémico pueden fragmentarse, por ejemplo mediante sonicacion, cizallamiento o digestion por
enzimas endonucleasas, para producir fragmentos de ADN. Una fraccion del ADN y/o ARN gendmico pueden usarse
como se describe en la presente descripcion. Las fracciones adecuadas de ADN y/o ARN genédmico pueden basarse
en el tamafio u otros criterios. En algunas modalidades, una fracciéon de ADN gendmico y/o fragmentos de ARN los
cuales son ricos en islas de CpG (CGl) pueden usarse como se describe en la presente descripcion.

El ADN y/o ARN gendémico pueden desnaturalizarse, por ejemplo, mediante calentamiento o por tratamiento con un
agente desnaturalizante. Los métodos adecuados para la desnaturalizacion del ADN gendmico y el ARN se conocen
bien en la técnica.

En los métodos de acuerdo con cualquiera de los aspectos y modalidades expuestos anteriormente, el ADN
gendmico y/o el ARN pueden adaptarse para la secuenciacion y/u otro analisis antes de la oxidacion y el tratamiento
con bisulfito, o el tratamiento con bisulfito solo. La naturaleza de las adaptaciones depende del método de
secuenciacion o analisis que se va a emplear. Por ejemplo, para algunos métodos de secuenciacion, los cebadores
pueden ligarse a los extremos libres del ADN gendmico y/o fragmentos de ARN después de la fragmentacion. Los
cebadores adecuados pueden contener 5mC para evitar que las secuencias de cebadores se alteren durante la
oxidacion y el tratamiento con bisulfito, o el tratamiento con bisulfito solo, como se describe en la presente
descripcion. En otras modalidades, el ADN gendmico y/o el ARN pueden adaptarse para la secuenciacion después
del tratamiento de oxidacion y/o con bisulfito, como se describe en la presente descripcion.

Después del fraccionamiento, desnaturalizacion, adaptacion y/o otras etapas de la preparacion, el ADN y/o ARN
gendémico pueden purificarse por cualquier técnica conveniente.

Después de la preparacion, la poblacion de polinucleétidos puede proporcionarse en una forma adecuada para
tratamientos posteriores como se describe en la presente descripcion. Por ejemplo, la poblacion de polinucleétidos
puede estar en una solucidon acuosa en ausencia de tampones antes del tratamiento como se describe en la
presente descripcion.

Los polinucleétidos para usar como se describe en la presente descripcién pueden ser mono o bicatenarios.

La poblacion de polinucleétidos puede dividirse en dos, tres, cuatro o mas porciones separadas, cada una de las
cuales contiene los polinucleétidos que comprende la secuencia de nucleétidos de la muestra. Estas porciones
pueden tratarse y secuenciarse independientemente como se describe en la presente descripcion.

Preferentemente, las porciones de polinucleétidos no se tratan para adicionar marcadores o grupos sustituyentes, tal
como glucosa, a los residuos de 5-hidroximetilcitosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra, antes de la
oxidacion y/o reduccion.

En los métodos de acuerdo con cualquiera de los aspectos y modalidades expuestos anteriormente, la primera y
segunda porciones de polinucledtidos de la poblacion pueden amplificarse después del tratamiento descrito
anteriormente. Esto puede facilitar la manipulacion y/o la secuenciacion posterior. Las alteraciones de secuencia en
la primera y segunda porciones de polinucleétidos se conservan después de la amplificacion. Las técnicas de
amplificacion de polinucleétidos adecuadas se conocen bien en la técnica e incluyen la PCR.

La presencia de un residuo de uracilo (U) en una posicién en la primera y/o segunda porciones del polinucleétido
puede indicarse o identificarse por la presencia de un residuo de timina (T) en esa posicién en el polinucleétido
amplificado correspondiente. Opcionalmente, las porciones de polinucleétidos pueden purificarse antes de la
amplificacion.

Como se describié anteriormente, el residuo en la primera y segunda porciones de polinucleétidos en la misma
posicidon que el residuo de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra puede identificarse mediante
secuenciacion de los polinucleétidos en la primera y segunda porciones de la poblaciéon por medio de las etapas ii) y
iii) para producir la primera y segunda secuencias de nucledtidos, respectivamente. Los polinucleétidos pueden
adaptarse después de un tratamiento de oxidacion, reduccion y/o con bisulfito para ser compatibles con una técnica
o plataforma de secuenciacién. La naturaleza de la adaptacién dependera de la técnica o plataforma de
secuenciacion. Por ejemplo, para la secuenciacién Solexa-lllumina, los polinucledtidos tratados pueden
fragmentarse, por ejemplo mediante sonicacion, o tratamiento restrictivo con endonucleasas, los extremos libres de
los polinucledtidos repararse segun se requiera, y los cebadores ligarse en los extremos.

Los polinucleétidos pueden secuenciarse mediante el uso de cualquier técnica o plataforma conveniente de
secuenciacion de bajo o alto rendimiento, lo que incluye la secuenciacion Sanger (38), la secuenciacion Solexa-
lllumina (39), la secuenciacién basada en ligacion (SOLID™) (40), la pirosecuenciacion (41), la secuenciacion en
tiempo real de una sola molécula (SMRT™) (42, 43) y la secuenciacion en matriz de semiconductores (lon
Torrent™) (44).

Los protocolos, reactivos y equipamientos adecuados para la secuenciacion de polinucleétidos se conocen bien en
la técnica y estan disponibles comercialmente.
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El residuo en la primera y segunda porciones de polinucleétidos en la misma posicion que el residuo de citosina en
la secuencia de nucleétidos de la muestra puede identificarse mediante técnicas basadas en la hibridacion.

En algunas modalidades, el residuo puede identificarse mediante el uso de sondas especificas de oligonucleotidos
que se hibridan con los polinucleétidos con citosina en la misma posicion que el residuo de citosina en la secuencia
de nucleotidos de la muestra, pero que no se hibridan con los polinucleétidos con ningun otro residuo en esta
posicion; o que se hibridan con los polinucleétidos con un uracilo (o timina) en la misma posicion que el residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra, pero que no se hibridan con los polinucleétidos con ningun
otro residuo en la posicion. Por ejemplo, el residuo en la primera y la segunda porciones puede identificarse al:

a) poner en contacto los polinucledtidos de la primera y segunda porciones de la poblacién con un oligonucleétido de
deteccion,

en donde el oligonucledtido de deteccion se hibrida especificamente con sélo uno de i) los polinucleétidos de dichas
porciones que tienen una citosina en la misma posicién que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de
la muestra vy ii) los polinucleétidos de dichas porciones que tienen un uracilo en la misma posicion que el residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra y;

b) determinar la hibridacién del oligonucleétido de deteccion con los polinucledtidos de la primera y la segunda
porciones.

La presencia o la cantidad de hibridacién del oligonucleétido de deteccion con los polinucledtidos es indicativo de la
identidad del residuo en la primera y segunda porciones de dicha poblacion que corresponde al residuo de citosina
en la secuencia de nucledtidos de la muestra.

En algunas modalidades, pueden emplearse dos o mas oligonucledtidos de deteccion. Por ejemplo, un método
puede comprender poner en contacto los polinucleétidos de la primera y segunda porciones de la poblacién con:

i) un primer oligonucleétido de deteccion que se hibrida especificamente con polinucleétidos de dichas porciones
que tienen una citosina en la misma posiciéon que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la
muestra, v;

i) un segundo oligonucleétido de deteccion que se hibrida especificamente con polinucleétidos de dichas porciones
que tienen un uracilo en la misma posicion que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,

Y,

b) determinar la hibridacién del primer y segundo oligonucleétidos de deteccion con los polinucleétidos de la primera
y la segunda porciones,

en donde la presencia o el grado de hibridacion del primer y segundo oligonucleétidos de deteccion es indicativo de
la identidad del residuo en la primera y segunda porciones de dicha poblacién en la misma posiciéon que el residuo
de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra. Por ejemplo, la hibridacién del primer oligonucleétido de
deteccion, pero no del segundo, indica que el residuo es citosina, y la hibridacion del segundo oligonucleétido de
deteccion, pero no del primero, indica que el residuo es uracilo.

Los protocolos, reactivos y aparatos adecuados para la secuenciacion de polinucledtidos se conocen bien en la
técnica y estan disponibles comercialmente. Las técnicas adecuadas incluyen la hibridacion especifica de alelos
dinamicos (26), balizas moleculares (27), técnicas basadas en matrices (28) y Tagman™ (36).

En algunas modalidades, el residuo en la primera y segundas porciones puede identificarse mediante el uso de
sondas de oligonucledtidos que se hibridan con los polinucleétidos de la primera y segunda porciones. A
continuacion de la hibridacién, puede determinarse la presencia o ausencia de un apareamiento erréneo de bases
entre la sonda y el polinucledtido en la posicion de los polinucleétidos que corresponde al residuo de citosina en la
secuencia de nucleétidos de la muestra. Por ejemplo, el residuo en la primera y la segunda porciones puede
identificarse al:

a) poner en contacto los polinucledtidos de la primera y segunda porciones de la poblacién con un oligonucleétido de
deteccion que se hibrida especificamente con los polinucledtidos ;

b) determinar la presencia o ausencia de un apareamiento erréneo de bases entre el oligonucleétido de deteccion y
los polinucledtidos en la posicion del residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra.

Los apareamientos erréneos de base pueden determinarse mediante cualquier técnica adecuada. Los protocolos,
reactivos y aparatos adecuados para la identificacion del apareamiento erréneo de bases se conocen bien en la
técnica e incluyen endonucleasas Flap y ensayos de Invader (32), ensayos de extension de cebadores (28), ensayos
de ligacion de oligonucledtidos (28, 37), cromatografia liquida desnaturalizante de alta resolucién (DHPLC) y
escision por endonucleasa especifica de apareamiento erréneo (47, 49, 50, 51).
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En algunas modalidades, pueden emplearse técnicas de extension de cebadores para identificar el residuo en la
primera y segunda porciones de los polinucleétidos que se encuentran en la misma posicion que el residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra. Por ejemplo, un método puede comprender;

a) poner en contacto los polinucledtidos de la primera y segunda porciones de la poblacién con un oligonucleétido de
deteccion que inmediatamente se hibrida con los polinucleétidos hacia el 3' de la posicién del residuo de citosina en
la secuencia de nucledtidos de la muestra,

b) extender el oligonucledtido de deteccidon hibridado para incorporar un nucleétido que es complementario al
residuo en los polinucledtidos que estan en la misma posicion que el residuo de citosina en la secuencia de
nucledtidos de la muestra, y

c) determinar la identidad del nucleétido incorporado.

Los protocolos, reactivos y aparatos adecuados para usar en ensayos de extension de cebadores se conocen bien
en la técnica e incluyen a extension de cebadores de Infinium HD (lllumina; 33) y en matrices (APEX) (28, 34, 35).

En algunas modalidades, pueden emplearse técnicas de amplificacion especificas para identificar el residuo en la
primera y segunda porciones de polinucledtidos que corresponden a un residuo de citosina en la secuencia de
nucledtidos de la muestra. Los polinucleétidos de la primera y segunda porciones pueden amplificarse mediante el
uso de cebadores de amplificacion que producen un producto de amplificacién solamente cuando se presenta un
residuo de citosina en la misma posicién en los polinucleétidos como el residuo de citosina en la secuencia de la
muestra y no cuando esta presente otro residuo en esta posicion; o que produce un producto de amplificacion
solamente cuando un residuo de uracilo esta presente en la misma posicion en los polinucleétidos como el residuo
de citosina en la secuencia de la muestra y no cuando esta presente otro residuo en esta posicion. Por ejemplo, un
método puede comprender:

a) someter la primera y segunda porciones de la poblacién a amplificacion sea con uno o mas cebadores de
amplificacion;

i) amplificar polinucleétidos en dichas porciones que tienen una citosina en la posicion correspondiente al residuo de
citosina en la secuencia de muestra para producir un producto de amplificacion y no amplificar polinucleétidos en
dichas porciones con otras bases en esta posicion; o

ii) amplificar polinucleétidos en dichas porciones que tienen un uracilo en la posicion correspondiente al residuo de
citosina en la secuencia de muestra para producir un producto de amplificacion y no amplificar polinucleétidos en
dichas porciones con otras bases en esta posicion, y;

b) determinar la presencia de un producto de amplificacion producido por dichos cebadores de amplificacion.

Las técnicas de amplificacion adecuadas se conocen bien en la técnica e incluyen técnicas basadas en PCR tales
como el sistema de mutacion refractario de amplificacion (ARMS)-PCR (29), PCR especifica de alelos (30),
amplificacion especifica de alelos (ASA; 37) y ASA mediada por ligacion del adaptador (48).

En cualquiera de los métodos descritos anteriormente, el(los) oligonucleétido(s) de detecciéon y/o cebadores de
amplificacion, pueden inmovilizarse, por ejemplo, en perlas o en una matriz.

Pueden emplearse otras técnicas adecuadas para identificar el residuo en la primera y segunda porciones de
polinucleétidos que se encuentra en la misma posicién que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de
la muestra. Por ejemplo, un método puede comprender;

a) fragmentar los polinucledtidos de la primera y segunda porciones para producir fragmentos de la primera y
segunda porciones,

b) determinar el tamafio y/o la masa de los fragmentos y

c) determinar a partir del tamafio y la masa de los fragmentos de la primera y segunda poblaciones, la identidad del
residuo en la primera y segunda secuencias de nucledtidos.

Los polinucleétidos pueden fragmentarse por cualquier método adecuado, lo que incluye técnicas de endonucleasa
especifica de bases (47, 49, 50, 51). Los métodos adecuados para determinar el tamafio y/o la masa de los
fragmentos de polinucleétidos se conocen bien en la técnica e incluyen MALDI-MS.

Los protocolos, reactivos y aparatos adecuados para su uso en técnicas de fragmentacion y deteccion se conocen
bien en la técnica e incluyen la genotipificacion del SNP de iPLEX (Sequenom) (24, 25).

En otras modalidades, el residuo en la primera y segunda porciones de polinucleétidos en la posicion que el residuo
de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra puede identificarse mediante el uso de uno o ambos de i)
un miembro de unién especifico que se une a polinucleétidos de dichas porciones que tienen una citosina en la
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misma posicion que el residuo de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra y no se une a
polinucledtidos de dichas porciones que no tienen una citosina en esta posicion; y (ii) un miembro de unidn
especifico que se une a polinucleétidos de dichas porciones que tienen un uracilo en la misma posicién que el
residuo de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra y no se unen a polinucleétidos de dichas porciones
que no tienen un uracilo en esta posicion.

El miembro de unién especifico puede ponerse en contacto con la primera y segunda porciones de polinucleétidos y
determinarse la unién del miembro a los polinucleétidos. La presencia de la unién puede ser indicativa de la
identidad del residuo en la primera y segunda porciones de polinucleétidos que se localiza en la misma posicién que
el residuo de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra.

Los miembros de union especificos adecuados se conocen bien en la técnica e incluyen moléculas de anticuerpo,
tales como anticuerpos completos y fragmentos, y aptameros.

Pueden identificarse los residuos en las posiciones en la primera y segunda secuencias de nucledtidos que
corresponden a citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra.

La modificacion de un residuo de citosina en una posicidon en la secuencia de nucleétidos de la muestra puede
determinarse a partir de la identidad de los residuos en las posiciones correspondientes en la primera y segunda
secuencias de nucledtidos, como se describié anteriormente.

Puede determinarse la extension o la cantidad de la modificacion de citosina en la secuencia de nucleétidos de la
muestra. Por ejemplo, puede determinarse la proporcién o cantidad de 5-hidroximetilcitosina y/o 5-metilcitosina en la
secuencia de nucleétidos de la muestra en comparacion con las citosinas no modificadas.

En los métodos de acuerdo con cualquiera de los aspectos y modalidades descritos anteriormente, los
polinucleétidos, por ejemplo, la poblaciéon de polinucleétidos o 1, 2, o los 3 de la primera, segunda y tercera
porciones de la poblacién, pueden inmovilizarse sobre un soporte sélido.

De manera similar, los oligonucleétidos de deteccion, los cebadores de amplificacion y los miembros de union
especificos pueden inmovilizarse sobre un soporte sélido.

Un soporte sélido es un cuerpo insoluble, no gelatinoso que presenta una superficie sobre la cual los polinucleotidos
pueden inmovilizarse.

Los ejemplos de soportes adecuados incluyen laminas de cristal, pocillos, membranas o microperlas. Los soportes
pueden ser en forma de particulas o sélidos, que incluyen por ejemplo una placa, un tubo de ensayo, perlas, boalilla,
filtro, tela, polimero o membrana. Los polinucleétidos, por ejemplo, pueden fijarse a un polimero inerte, una placa de
96 pocillos, otro dispositivo, aparato o material que se use en la secuenciacion de acidos nucleicos u otros contextos
de investigacion. La inmovilizacion de un polinucledtido a la superficie de un soporte sélido se conoce bien en la
técnica. En algunas modalidades, el soporte sélido mismo puede inmovilizarse. Por ejemplo, las microperlas pueden
inmovilizarse sobre una segunda superficie sdlida.

En algunas modalidades preferidas, el primer, segundo y/o tercero de los polinucleétidos pueden inmovilizarse sobre
perlas magnéticas. Esto puede facilitar la purificacion de los polinucleétidos entre etapas.

En los métodos de acuerdo con cualquiera de los aspectos y modalidades expuestos anteriormente, la primera,
segunda y/o tercera porciones de polinucleétidos de la poblacion pueden amplificarse antes de la secuenciacion u
otro analisis. Preferentemente, las porciones de polinucleétidos se amplifican después del tratamiento con bisulfito.

Los métodos adecuados para la amplificacién de polinucleétidos se conocen bien en la técnica.

Después de la amplificacion, las porciones amplificadas de la poblacién de polinucleétidos pueden secuenciarse o
analizarse de cualquier otra manera. En algunas modalidades, pueden emplearse cebadores de amplificacion
especificos, de manera que la presencia o ausencia de porciones amplificadas es indicativa, por si misma, de la
identidad del residuo en la porcion de polinucleétidos que se localiza en la misma posicion que el residuo de citosina
en la secuencia de nucledtidos de la muestra.

Las secuencias de nucleétidos pueden compararse y los residuos en posiciones en la primera, segunda, tercera y/o
cuarta secuencias de nucledtidos que se correspondan a citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra
pueden identificarse, mediante el uso de un analisis de secuencia basado en computacion.

Pueden identificarse las secuencias de nucledtidos, tal como islas de CpG, con modificacion de citosina mayor que
un valor umbral. Por ejemplo, pueden identificarse una o mas secuencias de nucleétidos en las cuales mas de 1 %,
mas de 2 %, mas de 3 %, mas de 4 % o mas de 5 % de las citosinas estan hidroximetiladas.

El analisis de secuencia basado en ordenador puede realizarse mediante el uso de cualquier sistema y programas
informaticos convenientes.
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Otro aspecto de la descripcion proporciona un estuche para usar en un método de identificacion de un residuo de
citosina modificada de acuerdo con cualquiera de los aspectos y modalidades expuestos anteriormente,
particularmente una 5-metilcitosina (5 mC) o 5-hidroximetilcitosina (5hmC), que comprende;

(i) un complejo oxo metalico (VI); y,
(i) un reactivo de bisulfito.

Los complejos oxo metalicos (V) y los reactivos de bisulfito adecuados se describieron anteriormente. Por ejemplo,
el complejo oxo metalico (VI) puede ser manganato (MnO4?) o rutenato (RuO4%).

En algunas modalidades preferidas, el complejo oxo metalico (V1) es rutenato (RuO4%).

El complejo oxo metalico (VI) puede suministrarse en forma de una sal, por ejemplo una sal de metal alcalino, tal
como sal de litio, de sodio o de potasio. Preferentemente el complejo oxo metalico (VI) se suministra en forma de
una sal de potasio.

En algunas modalidades preferidas, el estuche puede comprender rutenato dipotasico (K;RuOs) o manganato
dipotasico (Ko2MnOQy).

El complejo oxo metalico (VI) o sal de este puede suministrarse en forma de una solucion, preferentemente, una
solucion acuosa.

La solucidn puede ser una solucién concentrada para la dilucion hasta la concentracion de trabajo apropiada en el
momento de realizar el tratamiento de los polinucleétidos.

Una solucion del complejo oxo metalico (VI) adecuada puede tener una concentracion que es al menos 2 veces
mayor que la concentracion de trabajo, por ejemplo 2 veces a 100 veces mayor, preferentemente aproximadamente
10 veces mayor. Por ejemplo, la solucién concentrada puede comprender 0,1 mMa10 M, 1mMa 1M, 05 mMa 20
mM del complejo oxo metalico (VI), preferentemente aproximadamente 10 mM.

Preferentemente, la solucion concentrada del complejo oxo metalico (V1) es alcalina. Por ejemplo, la soluciéon puede
tener un pH de 8 a 14. Una solucion adecuada puede comprender 0.5 M a 5 M de OH". Por ejemplo, el complejo oxo
metalico (VI) puede disolverse en 0,5 M a 5M de NaOH o KOH.

El reactivo de bisulfito puede ser bisulfito de amonio (NHsHSO3) o bisulfito de sodio (NaHSO3). El reactivo de
bisulfito puede estar en forma de una solucién. Por ejemplo, el estuche puede comprender una soluciéon 1M a 10M
de NH4HSO3 o NaHSO3.

Un estuche puede comprender ademas una poblacién de polinucleétidos de control que comprenden uno o mas
residuos de citosina modificada, por ejemplo 5-metilcitosina (5mC) o 5-hidroximetilcitosina (5hmC). En algunas
modalidades, la poblaciéon de polinucleétidos de control puede dividirse en una o mas porciones, cada porcién que
comprende un residuo de citosina modificada diferente.

Un estuche para usar en la identificacion de citosinas modificadas puede incluir uno o mas articulos y/o reactivos
para la ejecucion del método, tales como medios para proporcionar la propia muestra de ensayo, lo que incluye el
aislamiento de ADN y/o ARN Yy los reactivos de purificacion, y recipientes de manipulacion de muestras (tales
componentes que generalmente estan estériles).

Por ejemplo, el estuche puede comprender ademas reactivos de preparacion de muestras para el aislamiento y
extraccion de ADN gendomico o ARN de una célula. Los reactivos adecuados se conocen bien en la técnica e
incluyen reactivos y dispositivos de cromatografia de intercambio anidnico en fase sélida.

Un estuche puede comprender ademas adaptadores o cebadores para la ligacién a los terminales de la poblacion de
polinucleétidos después de fragmentacion. La naturaleza de los adaptadores o cebadores depende del método de
secuenciacion que se va a usar. Los cebadores adecuados pueden contener 5mC para evitar que las secuencias de
cebadores se alteren durante la oxidacion y el tratamiento con bisulfito, o el tratamiento con bisulfito solo, como se
describe en la presente descripcion. En algunas modalidades, los adaptadores o cebadores pueden comprender un
marcador, tal como biotina, para facilitar la inmovilizacién de los polinucleétidos.

Un estuche puede comprender ademas oligonucleotidos de deteccién y/o cebadores de amplificacion para la
identificacion del residuo en una posiciéon que corresponde a una citosina en la secuencia de nucleétidos de la
muestra. Los oligonucledtidos y/o cebadores pueden comprender un marcador, tal como biotina, para facilitar la
deteccion y/o inmovilizacion.

El estuche puede comprender ademas dispositivos de purificacion y reactivos para aislar y/o purificar una porcion de
polinucleétidos, después del tratamiento como se describe en la presente descripcion. Los reactivos adecuados se
conocen bien en la técnica e incluyen columnas de filtracion en gel y tampones de lavado.
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El estuche puede comprender ademas reactivos de amplificacion para amplificacion, preferentemente, amplificacion
por PCR, de la primera, segunda y/o tercera porciones de la poblacién, después del tratamiento como se describe
en la presente descripcion. Los reactivos de amplificacion adecuados se conocen bien en la técnica e incluyen
cebadores de oligonucledtidos, nucledtidos, tampones y/o polimerasas. En algunas modalidades, el estuche puede
comprender ademas perlas magnéticas para la inmovilizacion de una o mas porciones de polinucledtidos. Las perlas
magnéticas pueden revestirse con un miembro de unién especifico, tal como estreptavidina, para la uniéon de los
polinucledtidos.

El estuche puede incluir instrucciones para usar en un método de identificacion de un residuo de citosina modificada
como se describié anteriormente.

Un estuche puede incluir uno o mas reactivos requeridos para el método, tales como soluciones tampén, reactivos
de secuenciacion y otros.

Los métodos y estuches para la secuenciacion de OxBS se describen en Booth y otros (2012) Science 336 934 y el
documento W0O2013/017853.

Varios aspectos y modalidades de la invencion reivindicada por ahora seran evidentes para aquellos expertos en la
técnica en vista de la presente descripcion.

"y/o" donde se usa en la presente descripcion debe tomarse como descripcion especifica de cada uno de los dos
componentes o caracteristicas que se especifican con o sin el otro. Por ejemplo "A y/o B" debe tomarse como una
descripcion especifica de cada uno de (i) A, (i) B, y (i) A y B, justo como si cada uno se estableciera
individualmente en la presente descripcion.

Ciertos aspectos y modalidades de la invencion reivindicada se ilustraran ahora por medio de ejemplos y con
referencias a las figuras descritas mas abajo.

La Figura 1 muestra el esquema de reaccién de bisulfito oxidativo de la invencion: el tratamiento con complejo oxo
metalico (VI) oxida 5ShmC a 5fC y después el tratamiento con bisulfito y NaOH convierten 5fC en U. El grupo R es
ADN.

La Figura 2 muestra un diagrama y una tabla que esbozan las técnicas BS-Seq y oxBS. La técnica BS-seq consiste
en el tratamiento con bisulfito del ADN inicial y después la amplificacion seguida de la secuenciacién. La técnica
0xBS-Seq consiste en un tratamiento con el complejo oxo metalico (VI) del ADN de entrada, seguido por tratamiento
con bisulfito y amplificacion después de la secuenciacion. Mediante la comparacion de la muestra inicial y la final
procedentes de las técnicas BS-Seq y oxBS, la C, la 5mC y la 5hmC pueden discriminarse, mapearse y
cuantificarse.

La Figura 3 muestra el espectro UV/visible de 750 uM de RuO4?- en 50 mM de NaOH.
La Figura 4 muestra una traza de HPLC de los nucledtidos A, C, Ty G no oxidados.

La Figura 5 muestra una traza de HPLC del oligonucleétido 3H15BP no oxidado que contiene tres residuos de
5hmC.

La Figura 6 muestra una traza de HPLC del oligonucleotido 3H15BP después de la oxidacion con Mn(VI)O42.
La Figura 7 muestra una traza de HPLC del oligonucleotido 3H15BP después de la oxidacion con Mo(V1)O42.
La Figura 8 muestra una traza de HPLC del oligonucleotido 3H15BP después de la oxidacion con Ru(VI)O42.

La Tabla 1 muestra los resultados de la secuenciacion para la citosina y citosinas modificadas sometidas a diversos
tratamientos.

La Tabla 2 muestra las estructuras de la citosina (1a), 5-metilcitosina (5mC; 1b), 5-hidroximetilcitosina (5hmC; 1c) y
5-formilcitosina (5fC; 1d)

Experimentos
Materiales
Preparacion de soluciones acuosas alcalinas de M(VI)O4*

Las soluciones de reserva sélidas de ferrato de potasio, manganato de potasio, rutenato de potasio, osmato de
potasio deshidratado, 6xido de renio y molibdato de potasio se obtuvieron a partir de fuentes comerciales a la mayor
pureza posible (Alfa Aesar).

Preparacion de rutenato(VI)
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1. Reduccion de perrutenato potasico(VIl) por hidréxido.

Se preparo una solucion de perrutenato de potasio de 150 mM mediante disolucién de la masa apropiada de KRuOg4
en 500 mM de NaOH. La disolucion completa del sdélido se logré por medio de mezclador de vortice, lo que
proporciona un color amarillo dorado/marrén a la solucién. Esta soluciéon se incubd a 25 °C durante 48 horas.
Después del periodo de incubacion, la solucion se torné de color rojo sangre oscuro y se acompafo por la evolucion
de un gas. (O2).

2KRuO4 + 2NaOH -> 2KNaRuO,4 + H20 + 1202

La conversion completa dentro del periodo de incubacion de 48 horas se demostré por espectrofotometria UV/visible
(Figura 2).

2. Disolucién directa de rutenato de sodio (VI) en hidroxido de sodio.

Se probo la preparacion directa de una solucién de 150 mM de rutenato de sodio(VIl) en 500 mM de hidroxido de
sodio. El NazRuO4 soélido es particularmente insoluble y después de mas de una semana a 25 °C, no se logro la
disolucién completa del solido en estas condiciones. Se tomdé un espectro UV/visible de la fraccion escasamente
soluble que se disolvié y se demostré que era idéntico al espectro de rutenato en la literatura y al preparado
mediante el Método 1.

Preparacion de manganato (VI)
Descomposicion del permanganato de potasio(VIl) por calentamiento

El calentamiento hace que el permanganato de potasio solido se descomponga en manganato con la liberacion
concomitante de oxigeno, de acuerdo con la ecuacidon mas abajo:

2KMnO4 -> KoMnO4 + MnOs5 + O
La disolucién de K:MnO4 sélido en 500 mM de NaOH proporciona una solucion verde de KoMnOa.
Espectrofotometria UV/visible

Ciertas soluciones acuosas alcalinas de M(VI)O4% son altamente coloreadas y por lo tanto se caracterizan facilmente
mediante espectroscopia UV/visible.

Se tomaron espectros de soluciones acuosas alcalinas de M(VI)O4> mediante el uso de un espectrofotdmetro
UV/visible Varian Cary 100, en una cubeta de vidrio de cuarzo de 1 cm de largo (1 mL de volumen). La composicion
tipica de la solucion fue 750 uM M(V1)O4% en 50 mM de NaOH. Se recogieron espectros en el intervalo de 240 - 800
nm a una resoluciéon de 1 nm a 25 °C. Todos los espectros se sometieron a una correccion de linea de base que
comprendio la sustraccion de un blanco de solucién de 50mM de NaOH de cada espectro de M(VI)O42.

Ensayo de oxidacion y digestion de oligonucleétidos por HPLC

Se us6 un ensayo cualitativo de HPLC para visualizar la conversién oxidativa de 5-hmC a 5-fC. La digestion corta el
oligonucledtido en mondédmeros de nucledsidos que pueden resolverse Unicamente por cromatografia, cada
monoémero (A, C, G, T, U, 5-fC, 5-caC y 5-hmC) que tiene un tiempo de retencién caracteristico y predecible definido
por las condiciones analiticas. Esto permite la evaluacion cualitativa de (por ejemplo) la oxidacién de 5-hmC a 5-fC.

Se empled una reserva de 100 uM del oligonucleétido 3H15BP de 15mer (5' GAGACGACGTACAGG-3', donde C es
5hmC). 3H15BP contiene tres residuos de 5-hmC.

Oxidacion de oligonucledtidos

Se prepararon soluciones de 3H15BP 8 uM en 50 mM de NaOH (20.75 pL de agua MilliQ, 1,25 yl de NaOH 1 M, 2 pl
de 100 pM de 3H15BP) y se mezclaron mediante mezclador de vortice. Estas se incubaron después a 37 °C durante
5 minutos para desnaturalizar cualquier estructura secundaria y después se enfriaron de forma brusca en agua
helada (0 °C) durante 5 minutos. La oxidacion se inicié mediante la adicion de 2 pl a la solucion alcalina equilibrada
de oligos de una solucion de M(VI)O42 15 mM en 50 mM de NaOH. Una vez afiadida, la solucién de oxidacion se
mezclé agitando brevemente en un mezclador de vortice y después se retorn6 al agua helada durante 60 minutos.
La reaccion de oxidacion se mezcld mediante mezclador de voértice dos veces durante la oxidacion de 60 minutos
después de 20 y 40 minutos. Después de cada mezcla, la reaccion se retorné al agua helada.

Purificacion de oligonucledtidos oxidados

Después de completar los 60 minutos de oxidacion, las soluciones de oligonucleétidos oxidados se purificaron
mediante el uso de una columna de centrifugado de oligos de Roche prelavada (4x 600 pL de MilliQ). El eluido de la
columna se usé como entrada para la reaccion de digestion.
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Digestion de oligonucledtidos

Los oligonucledtidos oxidados se digirieron mediante el uso del céctel de digestion (22 pl de oligo oxidado + 23 pl de
MilliQ + 5 pl de tampdn de digestion 10X + 0,2 pl de céctel de digestion) durante 12 horas a 37 °C.

El coctel de digestion se prepard de 156U-benzonasa + 100U de fosfatasa alcalina + 0.15 mU de fosfodiesterasa I.

Después de la digestion, las muestras se pasaron a través de un filtro Amicon de 3 kDa mediante centrifugacion
para eliminar las enzimas de la muestra.

Ensayo de HPLC

Los oligonucleétidos digeridos y oxidados se analizaron por HPLC mediante el uso de un HPLC Agilent 1100 con un
flujo de 1 mL/min sobre una columna Eclipse XDB-C18 de 3,5 pm, 3,0x150 mm. La temperatura de la columna se
mantuvo a 45 grados. Los tampones de elucion son tampén A (Acetato de Amonio 500 mM (Fisher) pH 5), tampén B
(Acetonitrilo) y tampon C (H20). El tampén A se mantuvo al 1 % a través de toda la corrida y el gradiente para el
resto de los tampones fue 0 min — 0,5 % B, 2 min — 1 % B, 8 min —4 % B, 10 min — 95 % B.

Los tiempos de retencion de 2'-deoxinucledsidos son como sigue: 2'-deoxi-5-carboxicitidina (1,0 min), 2'-deoxicitidina
(1,8 min), 2'-deoxi-5-hidroximetilcitidina (2,1 min), 2'-deoxiuridina (2,7 min), 2'-deoxi-5-metilcitidina (4,0 min), 2'-
deoxiguanosina (4,5 min), 2'-deoxi-5-formilcitidina (5,4 min), 2'-deoxitimidina (5,7 min), 2'-deoxiadeosina (7,4 min).

Los resultados del analisis de HPLC después de las trazas de la oxidacion del oligonucleétido con manganato,
molibdato y rutenato se muestran en las Figuras 6-8. Se encontré que el rutenato oxida de manera eficiente 5hmC a
5fC. Se encontr6 que el manganato oxida 5hmC en menor grado que el rutenato. No se observo oxidacion de 5hmC
con molibdato bajo estas condiciones.
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Base |Secuenciacion Regular | Secuenciacion por Bisulfito | Oxidacion seguida de Secuenciacion por Bisulfito

c c u
5mC |C Cc
5hmC |C c

Listado de secuencias

<110> Cambridge Epigenenetix Limited
<120> Agente oxidante para nucleétidos modificados
<130> NRS/LP6948558

<140> PCT/EP2013/074995
<141>2013-11-28

<150> US 61/731,941

<151> 2012-11-30

<150> US 61/761,521

<151> 2013-02-06

<160> 1

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 15

Tabla 1

u

c

u

Tabla 2
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: 15mer oligonucledtido 3H15BP de PCT/EP2013/074995
<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (5, 8, 12)

<223>n es 5hmC

<400> 1

gagangangt anagg 15
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REIVINDICACIONES
1. Un método que comprende:

convertir selectivamente 5-hidroximetilcitosina (5-hmC) en 5-formilcitosina (5-fC) en una porcion de un polinucleétido
poniendo en contacto dicho polinucleétido con un complejo oxo metalico (VI), en el que dicho complejo oxo metalico
(VI) comprende manganato (Mn(V1)O4%) o rutenato (Ru(VI)O4%).

2. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas tratar dicho polinucleétido con bisulfito.
3. El método de la reivindicacién 2, que comprende ademas secuenciar dicho polinucleétido.
4. El método de la reivindicacion 2, que comprende ademas amplificar dicho polinucledétido.

5. El método de la reivindicacion 2, en el que dicho método identifica una presencia de citosina 5-metilada (5-mC) o
5-hmC en dicho polinucleétido.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho complejo oxo metalico (V1) es manganato (Mn(V1)O4%).
7. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho complejo oxo metalico (VI) es rutenato (Ru(V1)O4%).

8. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho contacto se repite.

9. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho polinucleétido es ADN.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que dicho ADN es ADN gendmico.

11. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho polinucleétido es ARN.

12. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho polinucleétido o dicha porciéon de dicho polinucleétido esta
inmovilizado.

13. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas poner en contacto dicho polinucleétido con un
oligonucledtido de deteccién, en el que dicho oligonucledtido de deteccidon se hibrida con porciones de dicho
polinucleétido que tienen un residuo de citosina o un residuo de uracilo.

14. El método de la reivindicacion 13, en el que dicho oligonucleétido de deteccion esta inmovilizado.
15. El método de la reivindicacion 6, en el que dicho manganato es manganato de dipotasio (K2MnOa).

16. El método de la reivindicacién 7, en el que dicho rutenato es rutenato de dipotasio (K:RuOs).
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Axpnormalizada

Azgonormalizada
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Figura 4

Oligo 3H15BP estandar
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Figura 5
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Oligo 3H15BP: oxidanteMn(VI1)O4?
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Figura 7
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Oligo 3H15BP: oxidanteRu(V1)O4™

Azsonormalizada
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Figura 8
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