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METODO DE DIAGNOSTICO DE CANCER COLORECTAL

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién tiene su campo de aplicaciéon dentro del sector sanitario, en el
campo de la Biologia Molecular. En concreto, esta invencién esta dirigida a un método
de diagndéstico precoz de cancer colorectal y a un kit para su desarrollo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer colorrectal (CCR) es la tercera forma mas comun del cancer y la segunda
causa principal de muerte relacionada con el cancer en el mundo occidental. Su
evolucién natural (se cree que se produce una secuencia de adenoma-carcinoma en la
mayoria de los pacientes) y accesibilidad mediante métodos no quirdrgicos lo hacen
adecuado para la deteccién y prevencién precoz.

La deteccidén precoz mejora enormemente las posibilidades de cura. La colonoscopia
es una prueba extremadamente especifica y sensible que puede considerarse como el
método de referencia para el diagnéstico precoz de CCR [44,45] y se recomienda
habitualmente que se realice en intervalos de 10 afios para la deteccién, comenzando
normalmente a la edad de 50 afios [1]. Sin embargo, es una prueba invasiva que
requiere una buena preparaciéon intestinal y voluntad del paciente. También esta
asociada con un pequeiio riesgo de complicaciones significativas, lo que reduce su uso

generalizado.

Se considera generalmente que la prueba de sangre oculta en heces (Fecal occult
blood testing, FOBT) es la mejor prueba de deteccidén no invasiva para CCR, ya que
reduce la mortalidad relacionada con el cancer cuando se usa de manera programada
[2]. Sin embargo, su sensibilidad es bastante baja (15% para adenomas y 35% para
carcinomas), lo que implica que una parte sustancial de neoplasias colorrectales pasan

desapercibidas [1]. Ademas, presenta una baja especificidad, dando lugar a muchos
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falsos positivos. Ademas, algunas pruebas requieren que los pacientes cambien su
dieta, lo que reduce potencialmente su empleo [46-47].

En este contexto, las pruebas de ADN en muestras no invasivas aparecen como un
enfoque viable que puede complementar y probablemente superar otras pruebas de
deteccién para CCR [3-5] [23-26], aunque hasta el momento, su aplicacién clinica
rutinaria es todavia tema de discusion [6-7, 27].

El ADN parece ser estable en las heces, y aunque estén presentes inhibidores de
PCR, las etapas de purificacién han permitido de manera sistematica realizar analisis
basados en PCR en una alta proporcién de muestras [28-30]. Esta proporciéon es
mayor cuando se diagnostican lesiones, especialmente carcinomas colorrectales. Las
muestras de heces en sujetos con CCR pueden contener mas células exfoliadas y/o
ADN amplificable [31].

La mayoria de los estudios publicados hasta ahora usando el ADN de heces han
detectado mutaciones en genes o marcadores individuales (p.gj., K-ras, p53, APC o
BAT26) [16,26,32-33] con sensibilidad y especificidad aceptables, aunque variables.
Otros han postulado el uso de un panel de ensayo de mutacién de miltiples dianas
que, en un gran entorno de detecciéon, demostré una sensibilidad del 51,6% para
carcinomas y del 32,5% para adenomas con displasia de grado alto [29]. Estos
resultados prometedores estan asociados con una reduccibn moderada de la
especificidad (95%), debido a la deteccibn de mutaciones en cdblones

endoscépicamente normales.

La metilacién de los residuos de citosina de secuencias ricas en dinucleétidos citosina-
guanina (islas CpG), situadas dentro de las regiones promotoras de genes,
normalmente esta asociada con el silenciamiento génico y se considera como un

mecanismo de inactivacién de genes del cancer.

Los genomas de las células preneoplasicas, cancerosas y envejecidas comparten tres
cambios importantes en los niveles de metilacién, como eventos tempranos en el

desarrollo de algunos tumores. Primero, la hipometilacién de la heterocromatina que
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conduce a una inestabilidad genémica e incrementa los eventos de recombinacién
mitética; segundo, hipermetilacién de genes individuales vy, finalmente hipermetilacién
de la islas CpG de genes constitutivos y genes supresores de tumores. Los dos niveles
de metilaciéon pueden presentarse en forma individual o simultdnea. En general, la
hipermetilacién esta involucrada con el silenciamiento de genes y la hipometilacién con
la sobre-expresién de ciertas proteinas involucradas en los procesos de invasién y

metastasis.

La hipermetilacién de los promotores de muchos genes, tales como p16™“ p14*%F
APC, MGMT, LKB1, hMLH1, RASSF1A, CRBP1, RARB2 [8-10], es un acontecimiento
habitual y temprano en la tumorigénesis colorrectal.

En los dltimos afos, los cambios en la metilaciéon de los residuos de citosina de
secuencias ricas en CpG (islas CpG) se han reconocido cada vez mas como
aberraciones moleculares muy habituales con supuesta utilidad clinica [34]. En el
cancer colorrectal, los marcadores metilados son interesantes para la deteccién porque
se producen con alta frecuencia en la neoplasia de fase temprana [35]. Se ha
propuesto la deteccién de la metilacién de islas CpG en ADN humano aislado de heces
[11-12,36] o de suero [37-39] como una estrategia novedosa para el diagndstico precoz
de la neoplasia colorrectal. Asi, se ha evaluado el estado de metilacién de la regidén
promotora de genes tales como p16, MGMT, MLH1, SFRP2, HIC1 y vimentina en el
ADN de heces, bien solos o bien usando un panel combinado [11-15,25,40, 48-53]. La
metilacién de SFRP2 es, hasta ahora, el marcador individual mas sensible (sensibilidad
del 77-90%). Sin embargo, tanto los marcadores metilados individuales como los
combinados han estado obstaculizados por una proporcidn relativamente alta de falsos
positivos.

La evaluaciéon de la hipermetilacién de promotores de genes en el ADN de heces
podria proporcionar un enfoque valioso para la deteccién no invasiva de lesiones
colorrectales tempranas [11-15]. Sin embargo, la falta de especificidad demostrada
hasta ahora dificulta su posible utilidad clinica. EI ADN resultante de la exfoliaciéon del
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epitelio coldnico en la materia fecal es dificimente amplificable debido a la gran
cantidad de inhibidores de PCR que se encuentra en las heces.

En base a las necesidades y dificultades actuales para establecer un diagnéstico
precoz no invasivo del cancer colorectal con sensibilidad y especificidad suficiente, los
autores de la invencién han desarrollado un panel de biomarcadores de metilacién en
heces adecuados para su uso rutinario en la practica clinica.

Asi, tras un importante trabajo de investigacién, han encontrado un panel de 5
marcadores metilados (RARB2, MGMT, p16™“ APC y p14*"") que conjuntamente

representan la mayoria de los tumores.

Tras hallar estos cinco marcadores, los autores de la invencién, han desarrollado un
nuevo método de diagndstico precoz de cancer colorectal basado en el anadlisis de las
curvas de disociacion mediante deteccién por PCR a tiempo real (RT PCR Melting
curve, MC) del estado de metilacién de los promotores de los 5 genes: RARB2,
p16™“ MGMT, p14**" y APC en el ADN de heces, demostrando una alta sensibilidad
en la deteccién precoz de tumores de CCR y una excelente especificidad (ningun falso

positivo en colonoscopias normales).
Este nuevo método permite la deteccién no invasiva de alteraciones neoplasicas
premalignas y malignas del colon con alta sensibilidad y excelente especificidad,

permitiendo su uso rutinario en la practica clinica.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra las diferentes temperaturas de disociacién segun los marcadores y
segun el estado de metilacién de la muestra (M: metilado; U: no metilado).

En la figura 2 se muestra la prevalencia de la metilacién en los diferentes marcadores
analizados en el estudio en el ADN fecal (a) y en el tejido (b) en el conjunto de

validacion.
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OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencién se refiere a un método in vitro para diagnosticar
cancer colorectal basado en la determinacién, en una muestra biol6gica obtenida de un
sujeto, del estado de metilacion del promotor de al menos uno de los genes APC,
RARB2 y p14 y, opcionalmente, MGMT y p16.

Asimismo, es objeto de la presente invencién un kit para llevar a cabo el método de la

invencion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un aspecto principal de la invencién contempla un método in vitro para diagnosticar
cancer colorectal que comprende a) obtener una muestra biolégica de un sujeto; y b)
determinar en la muestra bioldgica el estado de metilacién del promotor de al menos
uno de los siguientes genes: APC, RARB2 y p14, donde la metilacién de los
promotores de dichos genes es indicativo de dicha enfermedad.

En la presente invencién, el término sujeto se refiere a un ser humano.

En una realizaciéon particular, el método comprende determinar adicionalmente el
estado de metilacién del promotor de un gen seleccionado entre p16 y MGMT y su

combinacion.

El gen APC (adenomatous polyposis coli) (también denominado GS; DP2; DP3;
BTPS2; DP2.5), localizado en 5g21-g22, n® acceso NCBI M74088.1, codifica una
proteina supresora de tumores que actia como antagonista de la via de sefalizacion
Whnt. Esta ademas implicada en otros procesos como la migracién y adhesién celular,
activacién transcripcional y apoptosis. Su inactivacion se considera una alteracion

presente en la inmensa mayoria de los tumores colorectales.
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El gen RARB (Retinoic acid receptor Beta) (también denominado HAP, NR1B2, RRB2),
localizado en 3p24, n® acceso NCBI Y00291.1 codificada una proteina miembro de la
superfamilia de receptores hormonales tiroide/esteroide de reguladores
transcripcionales nucleares. El gen se expresa a partir de dos promotores distintos, los
cuales presentan islas CpG distintas. RARB1 se expresa principalemente durante la
embriogenesis, mientras que RARB2 se expresa en tejidos adultos y esta

hipermetilado en células cancerigenas.

EL gen p16 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) (CDKN2A), n® acceso L27211.1, es
un gen supresor de tumores. Por ello, mutaciones en este gen incrementan el riesgo de
desarrollo de una amplia variedad de tipos de cancer, principalmente melanoma. El
gen p16 tiene un marco de lectura alternativo (ARF) que codifica la proteina p14arf,
implicada en estabilizar p53, y regulada positivamente por E2F. Ambos genes estan
implicados en la regulacién del ciclo celular.

El gen MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferase), localizado en 10926, n°
acceso NCBI M29971.1. Este gen codifica una proteina cuya funcién es reparar
lesiones del ADN, basicamente en el ambito de la guanina.

En una realizacién preferida, el método de diagnéstico estd basado en la
determinacién simultdnea del estado de metilacién de los promotores de los genes
APC, RARB2, p16, MGMT y p14.

La muestra biolégica a analizar, aislada previamente del sujeto, puede ser una muestra

de sangre o de heces. De forma preferida, se emplean heces.

Para la determinacién del estado de metilacién de los promotores de los genes
marcadores, se extrae el ADN de la muestra aislada.

En una realizacién particular, tras una extraccién del ADN fecal, siguiendo un protocolo
especifico (17), se procede al andlisis del estado de metilaciéon de los marcadores
indicados.
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La determinacién del estado de metilacién de los promotores de los 5 genes se puede

llevar a cabo mediante diferentes técnicas.

La PCR especifica para metilacién (MSP) es una técnica basada en PCR ampliamente
usada que selecciona como diana el estado de metilacién de un ndmero limitado de
residuos de CpG con una alta sensibilidad. Sin embargo, en linea con los resultados
notificados anteriormente [41-43], se observan falsos positivos tanto en célones
endoscépicamente normales como en pacientes con Enfermedad Inflamatoria
Intestianal (Ell). La conversién incompleta tras el tratamiento con bisulfito de las CpG
en muestras no metiladas, asi como el sesgo de los alelos amplificados y la elevada
sensibilidad analitica de la técnica, son las causas de la aparicién de falsos positivos
en los resultados.

En base a estas limitaciones, de forma preferida, en la presente invencién la
determinacién de la metilaciéon se lleva a cabo mediante el andlisis de la curva de
disociacion (Melting curve, MC). El analisis de la MC de regiones promotoras detecta
simultaneamente todos los residuos de CpG dentro una regién amplificada.

Debido al contenido en citosina-guanina (CG) tras el tratamiento con bisulfito sédico de
la muestra, las que estén metiladas presentaran una mayor temperatura de disociacién
(las bases CG se unen con 3 enlaces de puente de hidrégeno mientras que las bases
adenosina-timina (AT) se unen con 2). De este modo para cada marcador se puede

establecer unas temperaturas indicadoras de si la muestra se encuentra 0 no metilada.

Usando la tecnologia MC, la evaluacién del panel de marcadores de metilacién en el
ADN de heces identifica crecimientos premalignos y malignos con alta sensibilidad y
excelente especificidad.

En otro aspecto principal de la invencién se contempla un kit de diagnéstico de cancer
colorectal, para llevar a cabo el método de diagnéstico objeto de la invencién. El kit
comprende un set de cebadores (Tabla 1) adecuado para la determinacién en una
muestra biolégica del estado de metilacién del promotor de al menos uno de los genes
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APC, RARB2 y pi14. Adicionalmente, el kit puede incluir cebadores para la
determinacién del estado de metilacién del promotor de al menos uno de los genes p16
y MGMT.

De forma preferida, el Kit comprende un set de cebadores adecuado para la
determinacién simultdnea del estado de metilacién de los promotores de los genes
APC, RARB2, p14, MGMT y p16.

EJEMPLOS

MATERIALES Y METODOS
Pacientes vy recogida de muestras fecales y tisulares

Analisis de tejidos tumorales
Se usé un conjunto de biopsias de 250 tumores colorrectales primarios y muestras
normales por parejas para evaluar la prevalencia de la metilaciéon de promotores en 7

genes distintos (véase a continuacién).

Conjunto inicial. Se obtuvieron de manera consecutiva muestras fecales recogidas tras
el tratamiento laxante de 12 pacientes con carcinomas colorrectales primarios
recientemente diagnosticados y 20 con adenomas antes de la colonoscopia de
pacientes ingresados en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau para someterse a una
colonoscopia con la sospecha clinica de cancer. Se obtuvieron biopsias por parejas de
las lesiones identificadas durante la colonoscopia y se almacenaron como muestras

frescas congeladas.

Conjunto de validacion. Se recogieron heces de 28 pacientes con CCR esporadico, 23
pacientes con adenomas, 17 con enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) localizada
en el colon (colitis ulcerosa y colitis de Crohn) y 20 sujetos macroscépicamente
normales sometidos a cirugia o endoscopia en el Hospital Universitario de Bellvitge. Se
recogieron muestras fecales de pacientes con CCR tras el tratamiento laxante antes de
la cirugia coldénica y durante la colonoscopia (enema) de los demas pacientes. Las
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heces se almacenaron a —80°C hasta que se trataron. Todos los pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito para participar y para que sus muestras
biolbgicas fueran analizadas.

Aislamiento de ADN y modificacién con bisulfito

Todas las muestras tisulares y fecales se codificaron antes del almacenamiento, no
teniendo el personal del laboratorio conocimiento del diagnéstico clinico de los
pacientes. Se extrajo ADN del material tisular o celular obtenido tras la centrifugacién
del lavado intestinal o heces sdlidas, tal como se describié anteriormente [16-17]. Se
modificé quimicamente 1 pyg de ADN para convertir toda la citosina no metilada en
uracilo mediante el kit EZ DNA methylation-gold (Zymo Research, Orange, CA) y se
eluyé en 30 pL de tampdn de elucién. Se usé ADN de linfocitos normales tratados in
vitro con metiltransferasa Sss/ (New England Biolabs Inc., Beverly, MA) como control
positivo de los alelos metilados, mientras que se usé ADN de linfocitos normales como

control para los alelos no metilados.

Andlisis de metilacion de ADN

PCR especifica para metilacion (MSP)

Se estudi6 la metilacién de promotores en RARB2, p16™“ MGMT, p14***, APC,
hMLH1y LKB1 mediante MSP, un método que distingue los alelos no metilados de los
metilados de un gen dado [18]. Tras el tratamiento con bisulfito del ADN, que convierte
las citosinas no metiladas, pero no las metiladas, en uracilo, se amplifica el ADN
mediante PCR usando cebadores especificos para secuencias metiladas y no
metiladas. Los cebadores y las condiciones de PCR para el analisis de MSP se han
descrito anteriormente para RARB2, p16™“2 MGMT, p14*"*, APC, hMLH1y LKB [8-9,
19-21].

Curvas de disociacion mediante deteccién por PCR a tiempo real (RT PCR melting

curves)

Se detectd la presencia de ADN metilado en base a la temperatura de disociacion
mediante RT PCR. Analizamos los estados de metilacién de 5 genes (RARB2, p16™,
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MGMT, p14**y APC) (figura 1). Se realizé6 una PCR en todos los casos para obtener
un fragmento de cada una de las islas CpG que iban a analizarse (véase las
condiciones en la tabla 1) usando un Light Cycler®2.0 (Roche Applied Science) y el
Fast Start DNA Master Sybr Green | mix (Roche Applied Science) con deteccién en
tiempo real, tal como se describe [22].

Tabla 1. Secuencia de los cebadores, tamafio de los productos, temperatura de anillamiento y CpGs

internos para los ensayos de MC.

Gen Secuencia 5-3’ del Tamario del Temperatura | CpGs internos
cebador producto (pb) de
anillamiento

(°C)
RARB2 SEQID NO 1 273 60 18
pieh<ia SEQID NO 2 254 62 28
MGMT SEQIDNO 3 216 60 22
p14"7F SEQ IDNO 4 224 64 26
APC SEQIDNO 5 192 62 16

Tras el tratamiento con bisulfito, una secuencia metilada conserva los pares CG
mientras que una secuencia no metilada presenta cambios a pares TG. Este cambio en
el contenido de CG da como resultado una variacién de la temperatura de disociacién
de un fragmento de ADN particular. Basandose en las temperaturas de disociacién
respecto a unos controles, cuyo estado de metilacion era previamente conocido, fue
posible asignar un estado de metilacién a las muestras sometidas a prueba. El ensayo
de anadlisis de la curva de fusién-metilacion solamente empleé un conjunto de
cebadores que no incluyeron CpG susceptibles de metilacién en su secuencia, lo que
aumenté la fiabilidad de la reaccion. Este conjunto de cebadores (tabla 1) amplificd
tanto la secuencia metilada como la no metilada después del tratamiento con bisulfito.
La diferencia se hizo evidente en las curvas de disociaciéon, ya que el producto metilado
presenta una temperatura de disociacién superior a la del producto no metilado.
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RESULTADOS

Metilacion en tumores de CCR mediante MSP

La prevalencia de la hipermetilaciéon de promotores en biopsias tumorales fue tal como
sigue: RARB2 (54%, 135 de 250), p16™“? (35%; 88 de 250), MGMT (35%, 88 de 250),
p 14°77 (30%, 75 de 50), APC (20%, 50 de 250), hMLH1 (15%, 38 de 250) y LKB1 (5%,
13 de 250). Se obtuvieron resultados informativos para todos los tumores cuando se
combinaron todos los marcadores analizados. En 100 casos, se analizd mucosa
normal por parejas, observando un bajo porcentaje de metilacién: RARB2 (4%), MGMT
(4%), p16™“2 (2%), hMLH1 (2%), p 14" (1%), APC (0%) y LKB1 (0%). Finalmente, no
se detecté metilacion en el ADN extraido de linfocitos de sangre periferica (PBL,
Peripheral Blood Lymphocytes) de donantes sanos.

Conjunto de entrenamiento

Metilacion en ADN fecal y tisular mediante MSP

Teniendo en cuenta los anteriores resultados, se seleccionaron los cinco marcadores
mas frecuentes para el andlisis de ADN de heces (RARB, p16, MGMT, p14 y APC).
Encontramos que el 88% (28 de 32) de los tumores primarios (10 de 12 carcinomas y
18 de 20 adenomas) eran positivos para al menos un marcador de metilaciéon (tabla 2).
La mayoria de carcinomas (9 de 10) y una proporcidn inferior de adenomas (7 de 18)
albergaron tres o mas marcadores metilados. Se encontr6 hipermetilaciéon de
promotores en 25 de 32 (78%) casos para RARB2, 18 de 32 (56%) para MGMT, 18 de
32 (56%) casos para p16™“2 13 de 32 (40%) para APCy 10 de 32 (31%) para p14**.
Solamente aumenté la hipermetilacién de promotores de p74**" y APC en carcinomas,

en comparaciéon con adenomas.

Se detecté metilacién aberrante de ADN de heces en 1 0 mas marcadores en 9 de 12
(75%) carcinomas y en 12 de 20 adenomas (60%). Esta proporcién varié entre los
marcadores: 92% (12 de 13) para APC, 50% (9 de 18) para p16™“2 24% (6 de 25)
para RARB2, 10% (1 de 10) para p714*** y 11% (2 de 18) para MGMT. No se detect6
metilacién aberrante de promotores en el ADN recogido de los 4 tumores que no
presentan metilacién aberrante de genes. La sensibilidad de los marcadores de
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metilacién para la deteccién de células tumorales era del 75% para carcinomas y del
60% para adenomas (tabla 2).

TABLA 2. Prevalencia de marcadores metilados en ADN de heces y biopsia por parejas en el
conjunto inicial de muestras (resultados MSP).

ADN de heces Tejido
22 genes 22 genes
n | 21 gen metilado i n 21 gen metilado i
metilados metilados
Adenomas | 20 | 12(60%) 5(25%) 20 | 18(90%) 14(70%)
Carcinomas | 12 | 9 (75%) 2(17%) 12 | 10(83%) 10(83%)

Conjunto de validacion

Metilacion en ADN fecal y tisular mediante curvas de fusion

En primer lugar, se analiz6 ADN de biopsia y heces obtenido de voluntarios sanos y
pacientes con Ell mediante MSP. Una prevalencia anormalmente alta de metilacién
aberrante en los pacientes con Ell, asi como la identificacién de una elevada
proporcién de casos positivos en donantes sanos, llevé a explorar el analisis de curvas
de disociacién como una alternativa a MSP. Usando este enfoque, se detectd al menos
un marcador de metilaciéon en el 79% de las biopsias de carcinomas (22 de 28) y el
70% de las de adenomas (16 de 23) (tabla 3).

TABLA 3. Prevalencia de marcadores metilados en ADN de heces y biopsia por parejas en el
conjunto de validacion (resultados MC).

ADN de heces Tejido
. 22 genes 21 gen 22 genes
n 21 gen metilado i n i i
metilados metilado metilados
Normal 20 | O 0 20 0 0
Ell 17 | 2(12%) 0 17 3(18%) 0
Adenomas | 23 | 9(42%) 2(9%) 23 16(70%) 7(30%)
Carcinomas | 28 | 18(64%) 7(25%) 28 22(79%) 9(32%)
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La prevalencia para cada marcador, considerando adenomas y carcinomas
conjuntamente, fue tal como sigue: 28 de 45 (62%) para RARB2, 10 de 51 (20%) para
p14*7F, 7 de 36 (19%) para APC, 7 de 35 (20%) para MGMT y 3 de 48 (6%) para
p16™“2 Tres de 12 biopsias (25%) obtenidas de pacientes con Ell fueron positivas
para RARBZ (figura 2b)). Ninguna de las biopsias normales fue positiva para ninguno
de los marcadores analizados (tabla 4).

En relaciéon al ADN de heces, se detecté metilacion aberrante en el 64% de los
carcinomas (18 de 28) y en el 42% de los adenomas (9 de 23) (tabla 3), siendo la
distribucién de marcadores positivos tal como sigue: 34% (11 de 32) para MGMT, 30%
(12 de 40) para RARB2, 25% (8 de 32) para p16™“2 20% (6 de 30) para APCy 3% (1
de 30) para p74**. De nuevo, en 2 de 15 (13%) pacientes con Ell, se detect6
hipermetilaciéon de promotores de RARBZ (figura 2 a). No se detecté ningiin marcador
metilado cuando la colonoscopia era normal (tabla 4).

Tabla 4. Prevalencia de los 5 marcadores metilados en ADN de heces y biopsia por parejas en
el conjunto de validacion (resultados MC).

MUESTRA pld plé KARBZ AR MOGMT
NORMAL HECES {56 S {5 (¥ 23
TEHRDO {6 (M 5 (3% (%
INFLAMATORIA HECES S D% ¥
TERDO I ¥ (¥

AT HECES 19300 3% SRR | T3204%)
TERDO
PATOL WA | 4865y | I8/45i02%) TIG{E9E) TR0

La amplificacién para cada marcador en individuos sanos fue tal como sigue: 15 de 16
(94%) para MGMT, 13 de 16 (81%) para RARB2, 15 de 20 (75%) para APC, 12 de 20
(60%) para p16™“?y 8 de 20 (40%) para p14*** (tabla 5).
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Tabla 5. Amplificacion de los 5 marcadores en individuos sanos
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para diagnosticar cancer colorectal que comprende:

a. obtener una muestra biolégica de un sujeto; y
b. determinar en la muestra biolégica el estado de metilacién del promotor
de al menos uno de los siguientes genes: APC, RARB2 y p14.

2. Meétodo, segln la reivindicacién 1, caracterizado porque el paso b) comprende
determinar adicionalmente en la muestra biol6gica el estado de metilacién del
promotor de al menos un gen seleccionado entre p16 y MGMT.

3. Método, segln la reivindicacién 1, caracterizado porque el paso b) comprende
determinar en la muestra biolégica el estado de metilacién de los promotores de
los genes APC, RARB2, p16, MGMT y p14.

4. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque la muestra biolégica es una muestra de heces.

5. Meétodo, segun la reivindicacién anterior, caracterizado porque la determinacién

de la metilaciéon se lleva a cabo en ADN fecal.

6. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque la determinacién de la metilacién se lleva a cabo mediante el andlisis de

la curva de disociacion.

7. Kit de diagnéstico de cancer colorectal, para llevar a cabo el método de las
reivindicaciones 1-6, caracterizado porque comprende un set de cebadores
adecuado para la determinacién en una muestra biolégica del estado de
metilacién del promotor de al menos uno de los genes APC, RARB2 y p14.
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8. Kit, segun la reivindicacién anterior, caracterizado porque comprende
adicionalmente cebadores para la determinacién del estado de metilacién del
promotor de al menos uno de los genes p16 y MGMT.

9. Kit, segln la reivindicacién anterior, caracterizado porque comprende un set de
cebadores adecuado para la determinaciéon del estado de metilacién de los
promotores de los genes APC, RARB2, p14, MGMT y p16.
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RARB2, APC (access n° NCBI: M74088.1) and p14 (access n° NCBI: L27211.1). Also relating to
an in vitro method for diagnosing colorectal cancer involving determining in a biological sample
the methylation state of the promoter of the RARB2 gene or of a set of promoters selected from
the genes RARB2Z, APC, p14, p16 (access n° NCBI: L27211.1) and MGMT (access n° NCBI:
M29971.1). Also relating to a kit for diagnosing colorectal cancer, comprising a set of primers
suitable for determining in a biological sample the state of methylation of the promoter of the
RARB2 gene or of a set of

promoters selected from the genes RARB2, APC and p14. Also relating to a kit for diagnosing
colorectal cancer comprising a set of primers suitable for determining in a biological sample the
state of methylation of the promoter of the RARB2 gene or of a set of promoters selected from
the genes RARB2, APC, p14, p16 and MGMT.

3) Invention 3: [claims 1-9 (all in part)], relating to an in vitro method for diagnosing colorectal
cancer, involving determining in a biological sample the methylation state of the promoter of the
p14 gene (access n° NCBI: L27211.1) or of a set of promoters selected from the genes p14, APC
(access n° NCBI: M74088.1) and RARB2 (access n° NCBI: Y00291.1) and p14 (access n° NCBI:
L27211.1). Also relating to an in vitro method for diagnosing colorectal cancer involving
determining in a biological sample the methylation state of the promoter of the p14 gene or of a
set of promoters selected from the genes p14, APC, RARB2, p16 (access n° NCBI: L27211.1)
and MGMT (access n° NCBI: M29971.1). Also relating to a kit for diagnosing colorectal cancer,
comprising a set of primers suitable for determining in a biological sample the state of
methylation of the promoter of the p14 gene or of a set of promoters selected from the genes
p14, APC and RARB2. Also relating to a kit for diagnosing colorectal cancer comprising a set of
primers suitable for determining in a biological sample the state of methylation of the promoter of
the p14 gene or of a set of promoters selected from the genes p14, APC, RARB2, p16 and
MGMT.
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A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
C12Q 1/68 (2006.01)

De acuerdo con la Clasificacion Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacion nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacién)

C12Q

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la bisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

INVENES,EPODOC, WPI, BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, EMBL-EBI

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
X GRADY, W.M. et al., "Genomic and epigenetic 19

instability in colorectal cancer pathogenesis.",
GASTROENTEROLOGY, 2008 Oct, Vol. 135, No. 4,
paginas 1079-1099, ISSN: 0016-5085, Epub:
04.09.2008, paginas 1091-1094, (‘'Epigenetic
alterations and Epigenetic instability’),

Conclusiones.

X AHMED, F.E., "Colorectal cancer epigenetics: the 19
role of environmental factors and the search for

molecular biomarkers.", JOURNAL OF ENVIRONMENTAL
SCIENCE AND HEALTH PART C ENVIRONMENTAL
CARCINOGENESIS & ECOTOXICOLOGY REVIEWS, 2007,
Vol. 25, No. 2, paginas 101-54, ISSN 1059-0501,

paginas 105-116 (‘Epigenetic modifications in

colorectal cancer").

En la continuacién del Recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo
* Categorias especiales de documentos citados: “17 documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A”  documento que define el estado general de la técnica no considerado presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E”  solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de .comprénsién del principio o teorfa que constituye la base de la
presentacién internacional o en fecha posterior. mvencion.

“L”  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de X documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0”  documento que se reficre a una divulgacién oral, a una utilizacién, a “Y”  documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
una exposicién o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el

“P”  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional documento se asocia a otro u otros documentos de la misma
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada. naturale.za, cuya combinacién resulta evidente para un experto en

la materia.
“&”  documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional

10.Febrero.2010 (10.02.2010) 22-FEBRERO-2010 (22/02/2010)

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado

biisqueda internacional O.EP.M. J.L. Vizan Arroyo

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaiia.

N°de fax 34 91 3495304 Ne° de teléfono +34 91 349 85 73
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Categorfa* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
X XU, X.L. et al., "Methylation profile of the 19

promoter CpG islands of 31 genes that may

contribute to colorectal carcinogenesis.”, WORLD
JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY, 2004, Vol. 10, No.
23, paginas 3441-3454, ISSN: 1007-9327,

Materiales y Métodos, Tabla 3; Resultados,

Figuras 1y 2.

X BELSHAW, N.J. et al., "Use of DNA from human 19
stools to detect aberrant CpG island methylation

of genes implicated in colorectal cancer.",

CANCER, EPIDEMIOLOGY, BIOMARKERS & PREVENTION,
2004, Vol.13, paginas 1495-501, ISSN: 1055-9965,

Resultados, Tablas 3 y 4.

X LIND, G.E. et al., "A CpG island 19
hypermethylation profile of primary colorectal
carcinomas and colon cancer cell lines.",

MOLECULAR CANCER, 2004, Vol. 3, No. 28, pdginas
1-11, ISSN: 1476-4598, Resultados, Tablas 2.

X LEE, S. et al., "Aberrant CpG island 19
hypermethylation of multiple genes in colorectal

neoplasia.”", LABORATORY INVESTIGATION, 2004, Vol.
84, No. 7, paginas 884-893, ISSN: 0023-6837,

Materiales y Métodos; Resultados.

X ESTELLER, M. et al., "Analysis of adenomatous 19
polyposis coli promoter hypermethylation in

human cancer.", CANCER RESEARCH, 2000, Vol. 60,
No. 16, paginas 4366-4371, ISSN: 0008-5472,
Materiales y Métodos; Resultados.

A US 2007/0298431 A1 (MAI) 27.12.2007, todo el 19
documento.
A WO 2006/119434 A2 (UNIV. SOUTHERN CALIFORNIA) 19

09.11.2006, todo el documento.
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Recuadro I1 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién

del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de busqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el Articulo 17.2.a) por los
siguientes motivos:

1. [

3. [

Las reivindicaciones N°*:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

Las reivindicaciones N°*:
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

Las reivindicaciones N°*:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los pérrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro III  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

VER HOJA ADICIONAL PCT/ISA/210

Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buisqueda.

Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales.

Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satistecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N°:

4. Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente

informe de bisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N*: 1-9 (todas parcialmente)

Indicacién en cuanto a la protesta |:| Se acompaii6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,

el pago de una tasa de protesta.

|:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo establecido en el requerimiento.

|:| El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2009)
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Continuacion del Recuadro III:

LLa solicitud de patente no satisface el requerimiento de unidad de invencién establecido en el Articulo
3(4)Ill y la Regla 13 PCT y abarca las siguientes invenciones o grupos de invenciones:

1) Invencién 1: [Reivindicaciones: 1-9 (todas parcialmente)]. Relativa a un método in vifro para
diagnosticar céncer colorectal que comprende determinar en una muestra bioldgica el estado de
metilacién del promotor del gen APC (n°® acceso NCBI: M74088.1) o de un conjunto de promotores
elegido de los genes APC, RARB2 (n° acceso NCBI: Y00291.1) y p14 (n° acceso NCBI: L.27211.1).
A un método in vitro para diagnosticar cdncer colorectal que comprende determinar en una muestra
bioldgica el estado de metilacién del promotor del gen APC o de un conjunto de promotores elegido
de los genes APC, RARB2, pl4, pl6 (n° acceso NCBI: 1.27211.1) y MGMT (n° acceso NCBI:
M29971.1). Kit de diagndstico de céncer colorectal que comprende un conjunto de cebadores
adecuado para la determinacién en una muestra bioldgica del estado de metilacién del promotor del
gen APC o de un conjunto de promotores elegido de los genes APC, RARB2 y pl4. Kit de
diagndstico de cédncer colorectal que comprende un conjunto de cebadores adecuado para la
determinacién en una muestra bioldgica del estado de metilacién del promotor del gen APC o de un
conjunto de promotores elegido de los genes APC, RARB2, p14, p16 y MGMT.

2) Invencién 2: [Reivindicaciones: 1-9 (todas parcialmente)]. Relativa a un método in vitro para
diagnosticar céncer colorectal que comprende determinar en una muestra bioldgica el estado de
metilacién del promotor del gen RARB2 (n° acceso NCBI: Y00291.1) o de un conjunto de
promotores elegido de los genes RARB2, APC (n° acceso NCBI: M74088.1) y pl4 (n° acceso
NCBI: 1.27211.1). A un método in vitro para diagnosticar cdncer colorectal que comprende
determinar en una muestra bioldgica el estado de metilacién del promotor del gen RARB2 o de un
conjunto de promotores elegido de los genes RARB2, APC, p14, p16 (n° acceso NCBI: 1.27211.1) y
MGMT (n° acceso NCBI: M29971.1). Kit de diagndstico de cdncer colorectal que comprende un
conjunto de cebadores adecuado para la determinacidén en una muestra biolégica del estado de
metilacién del promotor del gen RARB2 o de un conjunto de promotores elegido de los genes
RARB2, APC y pl4. Kit de diagndstico de céncer colorectal que comprende un conjunto de
cebadores adecuado para la determinacidén en una muestra bioldgica del estado de metilacion del
promotor del gen RARB2 o de un conjunto de promotores elegido de los genes RARB2, APC, p14,
pl6 y MGMT.

3) Invencion 3: [Reivindicaciones: 1-9 (todas parcialmente)]. Relativa a un método in vifro para
diagnosticar céncer colorectal que comprende determinar en una muestra bioldgica el estado de
metilacién del promotor del gen p14 (n° acceso NCBI: .27211.1) o de un conjunto de promotores
elegido de los genes p14, APC (n° acceso NCBI: M74088.1) y RARB2 (n° acceso NCBI: Y00291.1)
y pl4 (n° acceso NCBI: 1.27211.1). A un método in vitro para diagnosticar cdncer colorectal que
comprende determinar en una muestra bioldgica el estado de metilacioén del promotor del gen pl14 o
de un conjunto de promotores elegido de los genes pl4, APC, RARB2, pl6 (n® acceso NCBI:
1.27211.1) y MGMT (n° acceso NCBI: M29971.1).Kit de diagndstico de cédncer colorectal que
comprende un conjunto de cebadores adecuado para la determinacién en una muestra bioldgica del
estado de metilacién del promotor del gen p14 o de un conjunto de promotores elegido de los genes
pl4, APC y RARB2. Kit de diagndstico de céncer colorectal que comprende un conjunto de
cebadores adecuado para la determinacidén en una muestra bioldgica del estado de metilacion del
promotor del gen pl4 o de un conjunto de promotores elegido de los genes p14, APC, RARB2, p16
y MGMT.

XXXXXXXXX
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