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DESCRIPCION
Reactivo de deteccion, kit de deteccion y método de deteccion para la metilaciéon del gen ITGA4
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un reactivo de deteccion, un kit de deteccion y un método de deteccion
para la metilacion del gen ITGA4.

Antecedentes

La prueba inmunoquimica fecal para el ADN (FIT-DNA) fue incluida en los métodos de deteccién del cancer
colorrectal en 2016 por el Grupo de Trabajo de Servicios Preventivos de los Estados Unidos. Uno de los principios de
esta prueba es detectar niveles de metilacién de genes especificos en células exfoliadas en las heces. La base de
esta prueba es la seleccién de marcadores de metilacion del ADN con muy alta sensibilidad y especificidad frente al
cancer de intestino. La deteccion de la metilacion del gen ITGA4 tiene una alta sensibilidad y especificidad de deteccién
del cancer intestinal en muestras de tejido y heces.

La sensibilidad de deteccion de ITGA4 metilado para tumores adenoides en muestras de heces es del 69%
(9/13) y la especificidad es del 79% (22/28). Otra investigacién muestra que al detectar ITGA4 metilado en muestras
de heces, cuando la especificidad es del 100% (31/31), las tasas de deteccion de cancer colorrectal y tumor adenoide
colorrectal son del 36,7% (11/30) y del 16% (4/25), respectivamente. Estos resultados sugieren que todavia hay un
gran margen de mejora en la sensibilidad y especificidad de la deteccion de ITGA4.

El factor clave que influye en la sensibilidad y especificidad de deteccién de los marcadores son las
secuencias de los cebadores. Ausch et al. Clinical Chemistry 2009 divulgan la deteccion de IGTA4 metilado para
predecir si hay neoplasias de colon presentes en un paciente.

Sumario

Con este fin, el problema técnico que debe resolver la presente invencion es proporcionar un kit de deteccién
y un método de deteccion para la metilacion del gen ITGA4. Tanto los kits cuantitativos como cualitativos
proporcionados por la presente invencion pueden lograr una deteccion de especificidad y sensibilidad para la
metilacion del gen ITGA4.

La presente invencién proporciona:
un kit de deteccién cualitativa para la metilacién del gen ITGA4, que toma heces, tejido o células como muestra para
ser detectado y comprende un reactivo de captura del gen ITGA4 y un reactivo de deteccion cualitativa de la metilacién
del gen ITGA4.

El reactivo de captura del gen ITGA4 comprende un complejo de sonda de perlas magnéticas que comprende
una secuencia de la sonda mostrada como la SEQ ID NO: 1.

El reactivo de deteccidén cualitativa de metilacion del gen ITGA4 comprende un cebador de deteccion, y una
secuencia de nuclettidos del cebador de deteccion se muestra como la SEQ ID NO: 2-3.

La presente invencién proporciona ademas un kit de deteccién cuantitativa para la metilacion del gen ITGA4,
que toma heces, tejido o células como muestra para detectar y comprende un reactivo de captura del gen ITGA4 y un
reactivo de deteccion cuantitativa de la metilacion del gen ITGA4.

El reactivo de captura del gen ITGA4 comprende un complejo de sonda de perlas magnéticas que comprende
una secuencia de la sonda mostrada como la SEQ ID NO: 1.

En un ejemplo de la presente invencion, el reactivo de deteccion cuantitativa de metilacion del gen ITGA4
comprende un cebador de deteccion y una sonda de deteccién, en donde una secuencia de nucleétidos del cebador
de deteccién se muestra como la SEQ ID NO: 4-5; y una secuencia de nucleétidos de la sonda de deteccidn se muestra
como la SEQ ID NO: 6.

La presente invencién proporciona ademas un kit de deteccion para la metilacion del gen ITGA4, que toma
heces, tejido o células como muestra para detectar y comprende un reactivo de captura del gen ITGA4, un reactivo de
deteccion cualitativa de la metilacién del gen ITGA4 y un reactivo de deteccidn cuantitativa de la metilacién del gen
ITGA4.

El reactivo de captura del gen ITGA4 comprende un complejo de sonda de perlas magnéticas; en el complejo
de sonda de perlas magnéticas, una secuencia de nucleétidos de la sonda se muestra como la SEQ ID NO: 1;
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el reactivo de deteccién cualitativa de metilacion del gen ITGA4 comprende un cebador de deteccion; una
secuencia de nucledtidos del cebador de deteccion se muestra como la SEQ ID NO: 2-3;y

el reactivo de deteccion cuantitativa de metilacion del gen ITGA4 comprende un cebador de deteccion y una sonda
de deteccion; una secuencia de nucleotidos del cebador de deteccién se muestra como la SEQ ID NO: 4-5, y una
secuencia de nucleétidos de la sonda de deteccion se muestra como la SEQ ID NO: 6.

Los genes ITGA4 se capturan en especimenes de heces usando una secuencia de captura de la secuencia
de nucleétidos mostrada como SEQ ID NO: 1, y el nivel de metilacion de ITGA4 se detecta en 240 muestras de
especimenes (80 casos de cancer intestinal, 77 casos de tumor adenoide mayor o igual a 1 cm, y 83 casos de
normalidad). Los resultados muestran que cuando la especificidad es del 95,2%, la sensibilidad del ITGA4 metilado al
cancer intestinal y al tumor adenoide es del 83,8% y del 41,6%, respectivamente.

El nivel de metilacion de ITGA4 se detecta en 105 pares de tejido canceroso intestinal emparejado, 109 casos
de tejido tumoral adenoide mayor o igual a 1 cm y 41 casos de tejido epitelial intestinal normal mediante el uso del
cebador y la sonda de la prueba gMSP. Cuando la especificidad es del 97,6%, las tasas de deteccion de cancer
colorrectal y tumor adenoide son del 96,2% y del 71,6%, respectivamente.

El nivel de metilacion de los genes ITGA4 se detecta en seis lineas celulares de cancer colorrectal, que
incluyen Widr, SW480, HCT15, HT29, Caco2 y DLD1, usando el cebador de la prueba MSP. El resultado muestra que
ITGA4 esta metilado en las seis células de cancer colorrectal.

Preferiblemente, la muestra a detectar por el kit proporcionado por la presente invencién son heces y/o tejido;
en algunos ejemplos concretos, la muestra a detectar son heces.

La presente invencion proporciona ademas un método de deteccion cualitativa para la metilacion del gen
ITGA4, que comprende: tomar una muestra para detectarla como plantilla, capturar genes ITGA4 mediante un reactivo
de captura y luego modificar con bisulfito, amplificar con un reactivo de deteccion cualitativo y determinar si los genes
ITGA4 estan metilados o no de acuerdo con un producto de amplificacion;

en donde la muestra a detectar son heces, tejido o células;

el reactivo de captura comprende un complejo de sonda de perlas magnéticas; en el complejo de sonda de perlas
magnéticas, una secuencia de nucleétidos de la sonda se muestra como la SEQ ID NO: 1;

el reactivo de deteccion cualitativo comprende un cebador de deteccion; una secuencia de nucleétidos del cebador
de deteccién se muestra como la SEQ ID NO: 2-3.

Especificamente, el método de deteccion cualitativa comprende los pasos de tomar la muestra a detectar
como plantilla, capturar los genes ITGA4 mediante una secuencia de captura del gen ITGA4 de la secuencia de
nucledtidos mostrada como SEQ ID NO: 1, luego tratar y modificar mediante bisulfito, luego amplificacién llevada a
cabo con un cebador de deteccion cualitativa de metilacion del gen ITGA4 de la secuencia de nucleétidos mostrada
como SEQ ID NO: 2-3, y determinar si los genes ITGA4 estan metilados o no de acuerdo con el producto de
amplificacion; y la muestra a detectar son heces, tejido o células.

Preferiblemente, la muestra a detectar son heces, cancer colorrectal, tumor adenoide colorrectal, tejido
epitelial intestinal normal o lineas celulares. Preferiblemente, la muestra a detectar son heces.

En un método de captura de perlas magnéticas, las perlas magnéticas se toman como un portador de
adsorcion en fase sdlida y un sistema de reactivos y un procedimiento de extraccion especialmente disefiados
("Deteccion y extraccién de ADN metilado libre en orina mediante la aplicacién del método de perlas magnéticas”,
Journal of China Medical University, 2015, (10)).

En la presente invencién, la secuencia se muestra como SEQ ID NO. 1. Los genes ITGA4 en las heces
pueden extraerse y enriquecerse mediante captura de perlas magnéticas.

Las heces pueden tratarse opcionalmente: mezclando uniformemente las heces en una soluciéon tampén,
centrifugando, tomando un sobrenadante en otro tubo de ensayo, anadiendo perlas magnéticas con secuencias de
captura de oligonucleétidos complementarias especificas al sobrenadante, después de incubar e hibridar, adsorbiendo
las perlas magnéticas en un lado de la pared de un tubo usando un iman y, después de lavar repetidamente, eluyendo
el ADN del gen objetivo usando la soluciéon tampdn. Los genes objetivo pueden capturarse mediante el método y el
proceso de enriquecimiento dura aproximadamente 2 horas.

El ADN capturado se trata y modifica con bisulfito para su posterior deteccion por PCR cuantitativa por
fluorescencia.
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Sistema de amplificacion: agua libre de nucleasas 10,5 pl, soluciéon de reaccién enzimatica 2X 12,5 pl,
cebador directo y cebador inverso (concentracion de 5 pM) 0,5 pl cada uno, y ADN a detectar 1 pul, con un total de 25

pl.

Procedimiento de amplificacion: 95¢ C 5 min, (952 C 30 s, 642 C 30 sy 722 C 30 s) x 34 ciclos, 72° C 5 min y
37°C30s.

De acuerdo con el resultado de la amplificacion, si se produce una banda de amplificacion, los genes estan
metilados.

La presente invencion proporciona ademdas un método de deteccion cuantitativa para la metilacion del gen
ITGA4, que comprende:

tomar una muestra para detectarla como plantilla, capturar genes ITGA4 mediante un reactivo de captura, luego
modificar con bisulfito, realizar una deteccién cuantitativa con un reactivo de deteccién cuantitativa y determinar el
nivel de metilacion de los genes ITGA4 de acuerdo con un resultado cuantitativo;

en donde la muestra a detectar es heces, tejido o células;

el reactivo de captura comprende un complejo de sonda de perlas magnéticas; en el complejo de sonda de perlas
magnéticas, una secuencia de nucleétidos de la sonda se muestra como SEQ ID NO: 1;

el reactivo de deteccion cuantitativa comprende un cebador de deteccion y una sonda de deteccién; una secuencia
de nucleétidos del cebador de deteccién se muestra como la SEQ ID NO: 4-5, y una secuencia de nucleétidos de
la sonda de deteccion se muestra como la SEQ ID NO: 6.

Especificamente, el método de deteccién cuantitativa comprende los pasos de tomar la muestra a detectar
como plantilla, capturar los genes ITGA4 mediante una secuencia de captura del gen ITGA4 de la secuencia de
nucledtidos mostrada como SEQ ID NO: 1, luego tratar y modificar mediante bisulfito, luego la deteccién cuantitativa
se lleva a cabo con un cebador de deteccion cuantitativa de metilacion del gen ITGA4 de la secuencia de nucledétidos
mostrada como la SEQ ID NO: 4-5 y una sonda de deteccién cuantitativa de metilacion del gen ITGA4 de la secuencia
de nucleotidos mostrada como la SEQ ID NO: 6, y el nivel de metilacion de los genes ITGA4 se determina de acuerdo
con el resultado cuantitativo; y la muestra a detectar es heces, tejido o células.

Preferiblemente, la muestra a detectar son heces, cancer colorrectal, tumor adenoide colorrectal, tejido
epitelial intestinal normal o lineas celulares. Preferiblemente, la muestra a detectar son heces.

En un método de captura de perlas magnéticas, las perlas magnéticas se toman como un portador de
adsorcion en fase sdlida y un sistema de reactivos y un procedimiento de extraccion especialmente disefiados
("Detection and Extraction of Free Methylated DNA in Urine by Applying Magnetic Bead Method", Journal of China
Medical University 2015, (10).

En la presente invencion, la secuencia se muestra como la SEQ ID NO. 1. Los genes ITGA4 en las heces se
pueden extraer y enriquecer mediante captura de perlas magnéticas.

Las heces pueden tratarse opcionalmente: mezclando uniformemente las heces en una soluciéon tampén,
centrifugando, tomando un sobrenadante en otro tubo de ensayo, afiadiendo perlas magnéticas con secuencias de
captura de oligonucleétidos complementarias especificas al sobrenadante, después de incubar e hibridar, adsorbiendo
las perlas magnéticas en un lado de la pared de un tubo usando un iman y, después de lavar repetidamente, eluyendo
el ADN del gen objetivo usando la soluciéon tampén. Los genes objetivo pueden capturarse mediante el método y el
proceso de enriquecimiento dura aproximadamente 2 horas.

El ADN capturado se trata y modifica con bisulfito para su posterior deteccion por PCR cuantitativa por
fluorescencia.

El sistema de reaccion de amplificacion: agua libre de nucleasas 8,2 pl, solucién tampdn de reaccion
enzimatica 5X 5 pl, MgClz2 (25 mM) 5 pl, dNTP (10 mM) 1 ul, enzima de reaccién 0,5 pul, un cebador directo (100 uM)
0,125 pl, un cebador inverso (100 uM) 0,125 pl, una sonda (100 uM) 0,05 ul y ADN a detectar 5 pl, con un total de 25

pl.
El procedimiento: 95° C 4 min, (95°C 20 s, 56°C 30 sy 72° C 30 s) x 45 ciclos y 372 C 30 s.

De acuerdo con el resultado cuantitativo, el nivel relativo de metilacion de los genes ITGA4 se obtiene
mediante calculo tomando un gen ACTB como gen de referencia.

El cebador y la sonda proporcionados por la presente invencién coinciden, entonces la detecciéon puede

llevarse a cabo en una muestra de heces y, por lo tanto, la deteccion es simple, conveniente y rapida. En la presente
invencion, la deteccion también puede llevarse a cabo en muestras de tejido. Ademas, en el proceso de deteccion de
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las muestras, también se mejoran la especificidad y la sensibilidad de la deteccion. El experimento demuestra que
para la muestra de heces, cuando la especificidad es del 95,2%, la sensibilidad del ITGA4 metilado al cancer intestinal
y al tumor adenoide es del 83,8% y 41,6%, respectivamente; y para el tejido canceroso intestinal, cuando la
especificidad es del 97,6% (40/41), las tasas de deteccion de cancer colorrectal y tumor adenoide son del 96,2%
(101/105) y del 71,6% (78/109), respectivamente.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra un diagrama de puntos de los niveles de metilacion de los genes ITGA4 en cancer, tumor
adenoide y un grupo normal, en donde **** indica que P es inferior a 0,0001;

La Fig. 2 muestra un grafico ROC, en donde la AUC (cancer frente a normal) es igual a 0,953 (95% CI: 0,920-
0,985); y la AUC (tumor adenoideo frente a normal) es igual a 0,735 (95% CI: 0,657-0,814);

La Fig. 3 muestra una curva de amplificacion de un S1-S6 diluido en gradiente y una curva estandar construida a
partir del mismo, en la que NTC representa un control sin plantilla, WT representa ADN de tipo salvaje como control,
y cada muestra esta provista de tres orificios complejos;

La Fig. 4 muestra la curva estandar con una linealidad R? igual a 0,995 y una eficiencia de amplificacion igual al
97,96%; y

La Fig. 5 muestra curvas de amplificacion para diferentes cebadores y sondas.

Descripcion detallada

La presente invencion proporciona un reactivo de deteccion, un kit de deteccién y un método de deteccién
para la metilacién del gen ITGA4, que un experto en la técnica puede lograr consultando el contenido de la presente
y mejorando adecuadamente los parametros del proceso. Cabe sefalar especificamente que todos los sustitutos y
modificaciones similares evidentes para un experto en la técnica se consideran incluidos en la presente invencién. Los
métodos y aplicaciones de la presente invencion se han descrito a través de ejemplos preferidos, y sera evidente para
un experto en la técnica que la tecnologia de la presente invencion puede ponerse en practica y aplicarse con
modificacién o alteracion y combinacién apropiada de los métodos y aplicaciones de la presente.

Los materiales de prueba, reactivos e instrumentos usados en la presente invencién son todos productos
comerciales comunes y pueden adquirirse en el mercado.

La presente invencién se ilustra mejor mediante los siguientes ejemplos:
Ejemplo 1 Deteccion cualitativa

Se seleccionaron seis lineas celulares de cancer colorrectal, incluyendo Widr, SW480, HCT15, HT29, Caco2
y DLD1, y ademas se usaron células sanas CCD-18CO como control. Se usé la prueba MSP para detectar si los genes
ITGA4 estaban metilados en estas células; y cada linea celular se detect6 repetidamente 10 veces.

El método comprende los siguientes pasos:

1. Los sedimentos celulares se recogieron y se transfirieron a un nuevo tubo de centrifuga de 15 ml que
previamente contenia 3 ml de lisado celular.

Se afadieron 100 pl de perlas magnéticas de captura al tubo de centrifuga, en donde las perlas magnéticas de
captura contienen secuencias de captura (5-TGCTTCTCCGGGTACGGGCCGCTGGG TGGGGTC-3) de la
secuencia mostrada como la secuencia de captura SEQ ID NO: 1. La mezcla se someti6é a incubacioén en un
caldero con bafo de agua a 92° C durante 10 min y en un agitador a temperatura ambiente a 100 rpm durante
1 h, y luego se colocaron en un soporte magnético durante 5 min después de una breve centrifugacion, con el
sobrenadante eliminado.

Se afiadieron 500 pl de una solucién de lavado al tubo de centrifuga de 15 ml, se hizo oscilar y se agité para
permitir que las perlas magnéticas en una pared del tubo quedaran completamente suspendidas y se
transfirieron a un nuevo tubo de centrifuga de 2 ml después de una breve centrifugacion. La mezcla se sometié
a incubacion en una incubadora de bafio seco a temperatura ambiente a 900 rpm durante 1 min y luego se
colocé en el soporte magnético durante 1 min, eliminando el sobrenadante. El proceso se repitié 4 veces.

Se afnadieron 55 pl de un eluyente, se centrifugaron brevemente, se incubaron en la incubadora del bafio seco
a92° Cy a 900 rpm durante 10 minutos, se centrifugaron brevemente, se colocaron en el soporte magnético y
se transfirieron a un nuevo tubo EP en 3 minutos.

2. La transformacién con bisulfito se llev6 a cabo con el kit de metilacién de ADN EZ (ZYMO RESEARCH).
3. Amplificacién: cebadores que incluyen:

Secuencia del cebador en sentido ascendente: 5-TCGGAGAAGTAGCGCGAGTATTC-3' (SEQ ID NO: 2)
Secuencia del cebador en sentido descendente: 5'-AAATCGACCCACCGCGAACG-3' (SEQ ID NO: 3)
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Sistema: 25 pl (sistema 1x: agua libre de nucleasas 10,5 pl, Mezcla maestra incolora GoTaq Hot Start 12,5 pl,
cebador directo y cebador inverso (concentracion 5 uM) 0,5 pl cada uno, y ADN a detectar 1 pl)
Procedimiento: 952 C 5 min, (952 C 30s,642C 30 sy 722 C 30 s) x 34 ciclos, 722 C 5 miny 372 C 30 s.

4. Observacion del resultado de la amplificacion.

De acuerdo con el resultado de la amplificacion, se lleva a cabo una electroforesis en gel de agarosa en un
producto de PCR y, si aparecen bandas, se produce metilacion.

Resultados: la metilacion de ITGA4 se detect6 en las seis células cancerosas intestinales, con una precision
de deteccion de 10 repeticiones de hasta el 100%, mientras que la metilacion no se detectd en las células sanas.

Ejemplo 2 Deteccion cuantitativa
1. Heces como muestra

Se seleccionaron 240 muestras de heces, incluyendo 80 casos de cancer intestinal, 77 casos de tumor
adenoide mayor o igual a 1 cm y 83 casos normales, con base en enteroscopia y se realizé una deteccion cuantitativa
del nivel de metilacion de los genes ITGA4.

Proceso de prueba: se capturaron genes ITGA4 usando una secuencia de captura (SEQ ID NO: 1) en las
muestras de heces; y las condiciones y el proceso de captura fueron los mismos que en el Ejemplo 1), y la deteccion
cuantitativa del nivel de metilacion de los genes ITGA4 en las muestras se llevé a cabo mediante la prueba gMSP
usando ACTB como gen de referencia.

Cebadores y sondas de deteccidn cuantitativa:

Secuencia del cebador en sentido ascendente: 5-ACGCGAGTTTTGCGTAGTC-3' (SEQ ID NO: 4)

Secuencia del cebador en sentido descendente: 5-TCCGAATACGAACCGCTAA-3' (SEQ ID NO: 5)

Secuencia de la sonda de deteccion: 5'-ACGGAGTTCGGTTTTGCGTTTTC-3' (SEQ ID NO: 6)

Sistema: 25 pl (sistema 1x: agua libre de nucleasas 8,2 ul, 5x tampdn GoTagq Flexi incoloro 5 pl, MgClz (25 mM) 5
pl, ANTP (10 mM) 1 pl, polimerasa GoTaq Hot Start 0,5 pl, cebador directo (100 uM) 0,125 pl, cebador inverso (100
uM) 0,125 pl, sonda (100 uM) 0,05 pl y ADN 5 pl)

Procedimiento: 952 C 4 min, (95°C 205,562 C 30sy 72°C 30 s) x 45 ciclosy 372 C 30 s.

En 240 muestras de heces (80 casos de cancer intestinal, 77 casos de tumor adenoide mayor o igual a 1 cm
y 83 casos normales), se detecto el nivel de metilacién de ITGA4 y el resultado mostré que cuando la especificidad es
del 95,2%, las sensibilidades del ITGA4 metilado al cancer intestinal y al tumor adenoide fueron del 83,8% y 41,6%,
respectivamente (Figura 1-2).

2. Tejido como muestra

Se seleccionaron muestras de cancer colorrectal, tumor adenoide colorrectal y tejido epitelial intestinal normal
extirpadas quirtrgicamente o endoscopicamente, y se llevd a cabo la deteccidn cuantitativa del nivel de metilacién de
los genes ITGA4. Las muestras incluyeron: 105 pares de cancer intestinal y tejido paracanceroso emparejado, 109
casos. de tejido tumoral adenoide mayor o igual a 1 cm, y 41 casos de tejido epitelial intestinal normal.

Se extrajo el ADN de cada tejido, se tratdé y se modificéd con bisulfito, y luego se llevé a cabo la deteccidn
cuantitativa del nivel de metilacion de los genes ITGA4 en las muestras mediante la prueba gMSP.

Se representé una curva ROC (Fig. 2) de acuerdo con el resultado cuantitativo, y el resultado mostré: cuando
la especificidad era del 97,6% (40/41), las tasas de deteccidn de cancer colorrectal y tumor adenoide fueron del 96,2%
(101/105) y del 71,6% (78/109).), respectivamente. Las areas bajo la curva son, respectivamente, las siguientes: 0,958
(Cl1 95%: 0,909-1) y 0,832 (Cl 95%: 0,761-0,902), (P de ambos es menor de 0,001).

Ejemplo 3 Limite de deteccion

La transformacion con bisulfito se llevd a cabo usando ADN metilado CpGenomeUniversal (adquirido de
Millipore) para obtener 20 ng/ul de ADN plantilla, y se obtuvieron S1, S2, S3, S4, S5 y S6 mediante diluciones en
gradiente de 5 veces, con concentraciones de 20 ng/ul, 4 ng/ul, 0,8 ng/pl, 0,16 ng/ul, 0,032 ng/ul y 0,0064 ng/ul,
respectivamente.

La gPCR se llevé a cabo con una cantidad de plantilla de carga de 5 pl (el método y el cebador son los

mismos que en el Ejemplo 2). Puede verse que las cantidades reales de adicion de ADN de S1-S6 son 100 ng, 20 ng,
4 ng, 0,8 ng, 0,16 ng y 0,032 ng, respectivamente. El resultado de gPCR mostr6 que la cantidad de ADN detectable

6
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por la sonda del cebador genético oscilé entre 0,032 ng y 100 ng (Fig. 3).
Ejemplo comparativo 1

La transformacion con bisulfito se llevd a cabo usando ADN metilado CpGenomeUniversal (adquirido de
Millipore); y se us6 ACTB como gen de referencia, y luego se usaron diferentes cebadores y sondas para la deteccion
cuantitativa para investigar el efecto de amplificacion de cada conjunto de sondas y cebadores.

Los cebadores y sondas usados se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1 Cebadores y sondas

Nombre  ([Tipo Secuencia Numero de serie |Valor Ct
. Cebador en sentido .

Conjunto 1 ascendente ACGCGAGTTTTGCGTAGTC SEQIDNO:4 315
Cebador en sentido |05 AATACGAACCGCTAA SEQID NO: 5
descendente
Sonda ACGGAGTTCCGGTTTTGCGTTTTC SEQID NO: 6

Conjunto 2/C¢Pador ensentido |0 GTATTACGTTCGGG SEQIDNO:7 [31,7
ascendente
Cebador en sentido .

Gebador en s TCGAACCGACCTAAAATACC SEQ ID NO: 8
Sonda AATCGGGAGTGGGGTCGGGCGA SEQ ID NO: 9
. Cebador en sentido .

Conjunto 3|>e0ader en TATCGAGAGCGTATGGTTTG SEQIDNO: 10 [31,6
Cebador en sentido |55 cGTTATAAAAACGACCG SEQ ID NO: 11
descendente
Sonda AGGGTCGTCGTTCGGGAGACGGT SEQID NO: 12

Conjunto 4/0¢Pador ensentido |5 oA GTTATTTCGCCGTTTTGC SEQIDNO: 13 [317
ascendente
Cebador en sentido | A 160CGAACGTAATACGAAA SEQ ID NO: 14
descendente
Sonda TGGGAGGTTCGGGTTAGGACGCGA SEQID NO: 15

Conjunto 5/08Pador ensentido |3 0 T TTTCGTATTACGTTC SEQID NO: 16 [33.3
ascendente
Cebador en sentido .

Gebador en s CCAACCGAAAACTTCGAATA SEQ ID NO: 17
Sonda GCGGTTCGTATTCGGAGAAGTAGCGCC |SEQ ID NO: 18
. Cebador en sentido .

Conjunto 6|>S02der &0 GCGGTTCGTATTCGGAGAAG SEQIDNO: 19 [358
Cebador en sentido  |r1ACCGCCAACCGAAAACT SEQ ID NO: 20
descendente
Sonda AGCGCGAGTATTC SEQ ID NO: 21

Conjunto 7/C8Pador ensentido |60 AGGCGTAGGGTC SEQIDNO: 22 [32.8
ascendente
Cebador en sentido .

Gebador en s CAACCGAAATTCCCCAACG SEQ ID NO: 23
Sonda CCTACAACCGCGCGTAAACAAAAACG  |SEQ ID NO: 24

Los resultados de amplificacion de cada conjunto de sondas y cebadores se muestran en la Fig. 5, y el
resultado de la amplificacion del Conjunto 1 se referia a los resultados del limite de deteccién del Ejemplo 3 (la plantilla
de deteccion de S3 en el limite de deteccidn era la misma que la plantilla de deteccion en este ejemplo comparativo).
Como puede verse en los datos de la tabla, en el proceso de amplificacion especifico dirigido al gen objetivo, el
resultado de amplificacion Ct del Conjunto 1 fue minimo, lo que mostr6 el mejor efecto de amplificacién y fue superior
a las sondas de otros conjuntos.
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REIVINDICACIONES

1. Un kit de deteccién cuantitativa para determinar la metilacién del gen ITGA4 en por lo menos una muestra
seleccionada de un grupo que consiste en heces, tejido o células que comprende:

un reactivo de captura del gen ITGA4 que comprende:

un complejo de sonda de perlas magnéticas que comprende:

una primera sonda de secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEQ ID NO: 1;y
un reactivo de deteccién cuantitativa de metilacion del gen ITGA4 que comprende:

un cebador de secuencias de nucleétidos como se muestra en la SEQ ID NO: 4-5, y
una segunda sonda de secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEQ ID NO: 6.

2. Un kit de deteccion para determinar la metilacion del gen ITGA4 en por lo menos una muestra seleccionada de un
grupo que consiste en heces, tejido o células, que comprende:

un reactivo de captura del gen ITGA4 que comprende:

un complejo de sonda de perlas magnéticas que comprende:

una primera secuencia de nucle6tidos de una sonda como se muestra en la SEQ ID NO: 1;
un reactivo de deteccion cualitativa de metilacion del gen ITGA4 que comprende:

un primer cebador de secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEQ ID NO: 2-3;y
un reactivo de deteccion cuantitativa de metilacion del gen ITGA4 que comprende:

un segundo cebador de secuencias de nucledtidos como se muestra en la SEQ ID NO: 4-5; y
una segunda sonda de secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEQ ID NO: 6.

3. Un método para detectar la metilacion del gen ITGA4 en por lo menos una muestra seleccionada de un grupo que
consiste en heces, tejido o células, que comprende:

extraer ADN de dicha muestra usando un reactivo de captura del gen ITGA4 que comprende un complejo de sonda
de perlas magnéticas que comprende una primera sonda de secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEQ
ID NO: 1;

tratar el ADN con bisulfito;

amplificar el ADN usando un cebador de secuencia de nucleétidos como se muestra en la SEQ ID NO: 4-5;

detectar la presencia de dicha metilacién del gen ITGA4 en dicho ADN usando una segunda sonda de secuencia
de nucle6tidos como se muestra en la SEQ ID NO: 6.
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