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DESCRIPCION
Delecion de 3,4 kb en el ADN mitocondrial para uso en la deteccién de cancer

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud es una continuacién en parte de la solicitud PCT no. PCT/CA2006/000652 presentada el 18 de abril,
2006 que reivindica prioridad de las solicitudes provisionales U.S. nos. 60/672,016 presentada el 18 de abril, 2005,
60/721,522 presentada el 29 de septiembre, 2005, y 60/789,872 presentada el 7 de abril, 2006.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al campo de la gendmica mitocondrial. En particular se refiere a una delecion de 3,4 kb en
el genoma mitocondrial y a su utilidad como un indicador del cancer.

Descripcion de la técnica anterior
ADN mitocondrial (ADNmt) como una herramienta de diagnéstico

Las dinamicas de la secuencia del ADNmt son herramientas de diagndstico importantes. Las mutaciones en el
ADNmt son frecuentemente indicadores preliminares de una enfermedad en desarrollo, frecuentemente asociado
con mutaciones nucleares, y actian como biomarcadores relacionados especificamente con: enfermedad, tal como
pero no limitado a, dafo tisular y cancer producidos por el tabaquismo y exposicion pasiva a humo de tabaco (Lee et
al., 1998; Wei, 1998); longevidad, basado en la acumulacion de mutaciones en el genoma mitocondrial empezando
aproximadamente a los 20 afios de edad e incrementandose a partir de ahi (von Wurmb, 1998); enfermedad
metastasica causada por mutacién o exposicién a carcindgenos, mutagenos, radiacion ultravioleta (Birch-Machin,
2000); osteoartritis; enfermedad cardiovascular, de Alzheimer, de Parkinson (Shoffner et al., 1993; Sherratt et al.,
1997;Zhang et al, 1998); pérdida auditiva asociada con la edad (Seidman et al., 1997); degeneracion del nervio
optico y disrritmia cardiaca (Brown et al., 1997; Wallace et al., 1988); exoftalmoplejia externa progresiva crénica
(Taniike et al., 1992); aterosclerosis (Bogliolo et al., 1999); carcinomas tiroideos papilares y tumores tiroideos (Yeh et
al., 2000); asi como otros (por ejemplo, Naviaux, 1997; Chinnery y Turnbull, 1999).

Las mutaciones en sitios especificos del genoma mitocondrial pueden asociarse con determinadas enfermedades.
Por ejemplo, las mutaciones en las posiciones 4.216, 4.217 y 4.917 estan asociadas con la Neuropatia Optica
Hereditaria de Leber (LHON) (Mitochondrial Research Society; Huoponen (2001); MitoMap). Se encontré que una
mutacion en 15.452 en 5/5 pacientes estaba asociada con deficiencia en ubiquinol citocromo c reductasa (complejo
) (Valnot et al. 1999).

Especificamente, estas mutaciones o alteraciones incluyen mutaciones puntuales (transiciones, transversiones),
deleciones (una base a miles de bases), inversiones, duplicaciones, (una base a miles de bases), recombinaciones e
inserciones (una base a miles de bases). Ademas, se ha encontrado que alteraciones de pares de bases
especificos, deleciones o combinaciones de éstas estaban asociadas con el inicio temprano de cancer de prostata,
piel y pulmén, asi como envejecimiento (por ejemplo Polyak et al., 1998), envejecimiento prematuro, exposicion a
carcindgenos (Lee et al., 1998), etc.

Cancer de préstata

El cancer de prostata es un tumor sélido diagnosticado frecuentemente que lo mas probablemente se origina en el
epitelio de la prostata (Huang et al. 1999). En 1997, cerca de 10 millones de hombres americanos se cribaron para
antigeno especifico de la prostata (PSA), cuya presencia sugiere cancer de prostata (Woodwell, 1999). De hecho,
esto indica un nimero incluso mayor de hombres cribados por un examen rectal digital inicial (DRE). En el mismo
afo, 31 millones de hombres se sometieron a un DRE (Woodwell, 1999). Ademas, se estima que el niumero anual de
casos diagnosticados de nuevas de cancer de prostata en los Estados Unidos es 179.000 (Landis et al., 1999). Es el
segundo cancer diagnosticado mas comunmente y la segunda causa principal de mortalidad por cancer en los
hombres canadienses. En 1997 el cancer de préstata representd 19.800 de los canceres diagnosticados de nuevas
en los hombres canadienses (28%) (National Cancer Institute of Canada). Se estima que 30% a 40% de todos los
hombres por encima de la edad de cuarenta y nueve (49) tienen algunas células de la prostata cancerosas, pero
solo el 20% a 25% de estos hombres tienen una forma clinicamente significativa de cancer de prostata (SpringNet -
CE Connection, internet, www.springnet.com/ce/j803a.htm). El cancer de préstata presenta una amplia variedad de
comportamiento histolégico que implica factores tanto enddégenos como exdgenos, es decir, situaciones socio-
econdmicas, dieta, geografia, desequilibrio hormonal, historial familiar y constitucion genética (Konishi et al. 1997;
Hayward et al. 1998). Aunque determinadas alteraciones en el ADNmt se han asociado previamente con el cancer
de prostata, existe la necesidad de marcadores adicionales para la detecciéon del cancer de préstata.
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Delecion de 3,4kb en el ADNmt y la deteccion del cancer de prostata.

En la solicitud PCT en tramitacion del solicitante que presenta el no. de publicacion WO/06/111029 se identificd una
delecion de un segmento de 3.379 pb de ADNmt mediante la amplificacion del genoma mitocondrial completo de
tejido de prostata. Se determind que la delecién de 3.379 pb (referida como la delecion de 3,4 kb) estaba localizada
entre los nucleotidos 10.744-14.124 del genoma mitocondrial. Se determiné que la deteccion de esta delecion podria
usarse en el diagnostico del cancer de préstata cuando se ensayan muestras de tejido. WO 2006/111029 no ensefia
el uso de ADNmt que tiene la delecion objeto en la deteccion de canceres distintos del cancer de préstata.

La delecion de 3,4 kb elimina todo o parte de los genes siguientes del genoma de ADNmt: (i) subunidad 4L de la
NADH deshidrogenasa, (ii) subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa, (iii) subunidad 5 de la NADH deshidrogenasa,
(iv) ARNt histidina, (v) ARNt serina2, y (vi) ARNt leucina2.

Cancer de mama

El cancer de mama es un cancer del tejido glandular de la mama y es la quinta causa mas comun de muerte por
cancer. En 2005, el cancer de mama caus6 502.000 muertes (7% de las muertes por cancer; casi 1% de todas las
muertes) en el mundo (Organizaciéon Mundial de la Salud Cancer Fact Sheet No. 297). Entre las mujeres en el
mundo, el cancer de mama es el cancer mas comun y la causa mas comun de muerte por cancer (Organizacion
Mundial de la Salud Cancer Fact Sheet No. 297). Las deleciones y mutaciones del genoma mitocondrial en el cancer
de mama se investigaron en Zhu et al. (2004, Cancer detection and prevention, 28(2):119-26), Tan Duan-Jun et al.
(2002, Cancer Research, 62(4):972-6) y Parella et al. (2001, Cancer Research, 61(20):7623-6). Por ejemplo, Zhu et
al. publica una relacion entre el cancer de mama y un ADNmt que comprende una delecién de 4.576 pb en una
delecion denominada comun de 4.977 pb. La publicacién también describe que no se encontré que dos deleciones
mas en esta delecion comun, las deleciones de 3.938 pb y 4388 pb, se correlacionaran con cancer de mama.
Ninguno de estos documentos describe una delecion de aproximadamente 3.379 pb como un marcador para cancer
de mama. Aunque determinadas alteraciones en el ADNmt se han asociado previamente con el cancer de mama,
por ejemplo en Parrella et al. (Cancer Research: 61, 2001), existe la necesidad de marcadores adicionales para la
deteccion del cancer de mama.

Resumen de la invencion

En una realizacion, la presente invencion proporciona un método para detectar un cancer en un individuo que
comprende:

a) extraer ADN mitocondrial, ADNmt, de una muestra bioldgica del individuo;

b) cuantificar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene una delecién de aproximadamente 3.379 pares de
bases en la secuencia de acido nucleico que abarca aproximadamente los residuos 10.744 a 14.124 del genoma de
ADNmMt;

c) comparar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene la delecién con al menos un valor de referencia conocido;
en el que el cancer es cancer de mama.

En una realizaciéon, el al menos un valor de referencia conocido es la cantidad de la delecién en una muestra de
referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal no canceroso conocido.

En una realizacion adicional, el al menos un valor de referencia conocido es la cantidad de la deleciéon en una
muestra de referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal canceroso conocido.

En otra realizacion, el valor de referencia conocido es la cantidad de la delecion en una muestra de referencia de
ADNmt de tejido o fluido corporal no canceroso conocido, en el que una cantidad elevada de la delecion en la
muestra biolégica comparada con la muestra de referencia es indicativa de cancer. En esta realizacion, el método
puede comprender ademas la etapa de comparar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene la delecion con la
cantidad de la delecién en una muestra de referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal canceroso conocido.

En una realizacion, el valor de referencia conocido es la cantidad de la delecion en una muestra de referencia de
ADNmt de tejido o fluido corporal canceroso conocido, en el que un nivel similar de la delecion en la muestra
biolégica comparado con la muestra de referencia es indicativo de cancer. En esta realizacion, el método puede
comprender ademas la etapa de comparar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene la delecién con la cantidad
de la delecion en una muestra de referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal no canceroso conocido.

La presente invencién proporciona ademas un método para monitorizar a un individuo para el desarrollo de un
cancer que comprende:

a) extraer ADNmt de una muestra bioldgica del individuo;
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b) cuantificar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene una delecién de aproximadamente 3.379 pares de
bases en la secuencia de acido nucleico que abarca aproximadamente los residuos 10.744 a 14.124 del genoma de
ADNmMt;

c) repetir las etapas a) a b) durante una duracién de tiempo,

en el que un nivel incrementado de la delecion durante la duracién de tiempo es indicativo de cancer, y en el que el
cancer es cancer de mama.

En una realizacion, este método comprende ademas al menos una etapa seleccionada del grupo que consiste en:
(a) comparar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene la delecién con la cantidad de la deleciéon en una
muestra de referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal no canceroso conocido; y (b) comparar la cantidad de
ADNmt en la muestra que tiene la deleciéon con la cantidad de la delecién en una muestra de referencia de ADNmt
de tejido o fluido corporal canceroso conocido.

En realizaciones adicionales, la delecién tiene una secuencia de acido nucleico correspondiente a la secuencia
identificada en SEQ ID NO: 1 en los métodos de la presente invencion.

En otras realizaciones, la cuantificacion de la delecion en los métodos de la presente invencion incluye en primer
lugar amplificar una regién diana de ADNmt que es indicativa de la delecioén, y cuantificar la cantidad de la region
diana amplificada. En estas realizaciones, la amplificacion de la regién diana puede llevarse a cabo usando una
pareja de cebadores de amplificacion, uno de la pareja de cebadores de amplificacion se superpone a un empalme
que une regiones en los extremos opuestos de la delecion.

En realizaciones adicionales, la etapa de cuantificacién se lleva a cabo usando PCR en tiempo real en los métodos
de la presente invencion.

En una realizacion de la invencion, la etapa de cuantificacion se lleva a cabo usando PCR en tiempo real y el valor
de referencia es un umbral de ciclo.

En otras realizaciones se usa un cebador de PCR que tiene una secuencia correspondiente a SEQ ID NO: 2 como
parte de una pareja de cebadores de amplificacion para amplificar la region diana.

En realizaciones adicionales, uno de una pareja de cebadores de PCR usado en la amplificacion de la region diana
se superpone a una region con empalme de ADNmt después de la delecion de la secuencia correspondiente a SEQ
ID NO: 1.

En realizaciones adicionales, la muestra biologica es un tejido corporal o fluido corporal. En otras realizaciones, la
muestra bioldgica se selecciona de tejido de mama y orina.

Descripcion breve de los dibujos

Se describira ahora una realizacion de la invencién sélo como ejemplo con referencia a los dibujos adjuntos en los
que:

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra el disefio y secuencia de un cebador util para la deteccion de
la delecién de 3,4 kb.

La Figura 2 es un grafico que muestra una comparacion de umbral de ciclo entre participantes malignos y benignos
sintomaticos en el estudio 3,4 kb.

La Figura 3 es un grafico que muestra umbral de ciclo relacionado con el Ejemplo 1.

La Figura 4 muestra una curva ROC que ilustra la especificidad y sensibilidad de una realizacion de la presente
invencion.

La Figura 5 muestra una curva ROC que ilustra la especificidad y sensibilidad de otra realizacion de la presente
invencion.

La Figura 6 muestra datos de PCR en tiempo real relacionados con los niveles de la delecion de 3,4kb en el ADNmt
asociados con cancer de mama.

La Figura 7 muestra una curva ROC que ilustra la especificidad y sensibilidad de otra realizacion de la presente
invencion.

Descripcion detallada de la invencién

Tal y como se usa en la presente memoria, "umbral de ciclo " (Ct) es el punto en el que la amplificacién de la diana
usando PCR en tiempo real sube por encima del fondo, como se indica por una sefial tal como una sefial
fluorescente. El Ct es inversamente proporcional a la cantidad de la secuencia que se esta investigando.
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Tal y como se define en la presente memoria, "sensibilidad" se refiere a la fraccion de resultados positivos
verdaderos (proporcion de positivos verdaderos) obtenida usando el método de la presente invencion.

Tal y como se define en la presente memoria, "especificidad" se refiere a la fraccion de resultados positivos falsos
(proporcién de positivos falsos) obtenida usando el método de la presente invencion.

En una realizacién de la presente invencion, se proporcionan métodos para monitorizar y diagnosticar cancer a
través de la deteccion y cuantificacion de la delecion de 3,4 kb en el ADNmt mencionada anteriormente. Por
ejemplo, la presente invencion puede usarse para detectar la presencia de pre-neoplasia, neoplasia y progresion
hacia malignidad potencial de cancer de mama. En un aspecto, la presente invencion implica la deteccion y
cuantificacion de la delecion de 3,4kb en el ADNmt (SEQ ID NO:1) para la deteccion, diagndstico y/o monitorizacion
de cancer. En este método, el ADNmt se extrae de una muestra bioldgica (por ejemplo tejido corporal o fluidos
corporales tales como orina, fluido por masaje de préstata). EI ADNmt extraido se ensaya con el fin de determinar
los niveles (es decir, cantidad) de la delecion de 3,4 kb en la muestra. En los ensayos realizados por los presentes
inventores, se encontrd que los niveles de la delecion estaban elevados en las muestras obtenidas de sujetos con
cancer cuando se comparo con las muestras obtenidas de sujetos sin cancer. Tomando como base la informacion y
datos suministrados mas adelante, los inventores han concluido que los niveles elevados de la delecion de 3,4 kb en
el ADNmt son indicativos de cancer.

Como se describe en PCT WO/06/111029, la delecién de 3,4kb abarca aproximadamente los nucleétidos 10.744 a
14.124 del genoma de ADNmt. El genoma de ADNmt se lista como SEQ ID NO:8 (no. de registro Genbank
AC_000021). Los inventores han determinado, como se proporciona en el ejemplo mas adelante, que esta delecion
también estd asociada con cancer y en particular cancer de prostata y de mama. Por lo tanto, dicha delecion
proporciona un biomarcador exacto y, por lo tanto, una herramienta valiosa para la deteccion, diagnostico o
monitorizacion de cancer en al menos estos tejidos.

La delecion resulta en la creacion de dos mondmeros de delecion, uno con un tamafio de 3,4kb (sublimon pequefio)
y otro con un tamario de aproximadamente 12,6kb (sublimon grande). La aparicion de la delecion puede detectarse
bien identificando la presencia del sublimon pequefio o determinando que la secuencia de 3,4 kb se ha delecionado
del sublimén grande.

Como se ha discutido anteriormente, la delecion es de aproximadamente 3.379 pb, y comprende genes que
codifican la subunidad 4L de la NADH deshidrogenasa, subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa, subunidad 5 de la
NADH deshidrogenasa, ARNt histidina, ARNtserina2, y ARNt leucinaZ2.

En una realizacion, se obtienen muestras, por ejemplo, de orina o tejido de mama, de un individuo y se ensayan
durante un periodo de tiempo (por ejemplo, afios) con el fin de monitorizar la génesis o progresion del cancer. Los
niveles incrementados de la delecion de 3,4 kb con el tiempo podrian ser indicativos del comienzo o progresion del
cancer.

La acumulacion relacionada con la edad de la delecion de 3,4 kb en el ADNmt puede predisponer a un individuo, por
ejemplo, a cancer de prostata o cancer de mama, que es predominante en hombres de mediana edad y mayores, y
mujeres de mediana edad y mayores, respectivamente. Segun un aspecto de la invencion, se proporciona un
método en el que puede tener lugar un cribado regular del cancer mediante la monitorizaciéon con el tiempo de la
cantidad de la delecion de 3,4 kb en tejidos corporales tales como tejido de mama o fluidos corporales tales como
orina.

El sistema y método de la presente invencion puede usarse para detectar cancer en un estadio temprano, y antes de
cualquier anormalidad histolégica. Por ejemplo, el sistema y método de la presente invenciéon puede usarse para
detectar pre-neoplasia en tejido de mama.

Se prefieren las secuencias de cebador siguientes para la deteccion de la delecion de 3,4 kb:

3,4 directo (se une a las bases 10.729-10.743/14.125-14.139 del genoma de ADNmt) 5'-
TAGACTACGTACATACTAACCCTACTCCTA-3' (SEQ ID NO: 2);

3,4 inverso (se une a las bases 14.361-14.379 del genoma de ADNmt) 5-GAGGTAGGATTGGTGCTGT-3' (SEQ ID
NO: 3).

En una realizacion de la presente invencion, se usa una pareja de cebadores de amplificacion para amplificar una
region diana indicativa de la presencia de la delecion de 3,4 kb. En esta realizacién, uno de la pareja de cebadores
de amplificacion se superpone con una regién con empalme de ADNmt después de que haya ocurrido la delecién de
la secuencia de 3,4 kb (es decir, un empalme en una posicion entre 10.743 y 14.125 del genoma de ADNmt). Por lo
tanto, la extension del cebador que se superpone solo puede ocurrir si la seccidn 3,4 kb esta delecionada.

En otra realizacion de la presente invencion, se usa una pareja de cebadores de amplificacion para amplificar una
region diana asociada con la secuencia de 3,4 kb delecionada. La secuencia de 3,4 kb delecionada, después de la
delecion, puede reformarse como una molécula de ADNmt circular. En esta realizacién, uno de la pareja de
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cebadores de amplificacion se superpone con el sitio de reunion de los extremos de la secuencia de 3,4 kb. Asi, un
incremento en la cantidad de la molécula de 3,4 kb detectado en una muestra es indicativo de cancer. Se prefiere la
pareja de cebadores siguiente para la deteccion del acido nucleico de 3,4 kb delecionado.

Directo 14.115/10.755 5'-CCCACTCATCACCTAAACCTAC-3' (SEQ ID NO: 9)
Inverso 10.980R 5-GGTAGGAGTCAGGTAGTTAG-3' (SEQ ID NO: 10).

En un aspecto de la invencién, se proporciona un kit para diagnosticar cancer, por ejemplo cancer de mama, que
comprende medios para la extracciéon de ADNmt, cebadores que tienen las secuencias de acido nucleico recitadas
en SEQ ID NOS: 2y 3, 0 SEQ ID NOS: 9y 10, reactivos e instrucciones.

Otro aspecto de la invencion proporciona métodos para confirmar o refutar la presencia de un ensayo de biopsia de
cancer de una muestra de biopsia (por ejemplo, cancer de mama), que comprende: obtener tejido no canceroso de
una muestra de biopsia; y detectar y cuantificar la cantidad de la delecion de 3,4 kb en el ADNmt en el tejido no
enfermo.

En una realizacion, la presente invencién proporciona un método para cribar individuos para cancer de mama a
partir de una muestra de fluido corporal que comprende; obtener una muestra de fluido corporal, y detectar y
cuantificar el nivel de la delecién de 3,4 kb en el ADNmt en el fluido corporal.

Aunque los métodos de PCR cuantitativa en tiempo real, como se describe en los ejemplos mas adelante,
representan el medio preferido para detectar y cuantificar la presencia o ausencia de la delecion de 3,4kb, también
podrian utilizarse otros métodos que seran muy conocidos para un experto en la técnica. Por ejemplo, la
cuantificacion de la deleciéon podria hacerse usando la tecnologia de Sistema Bioplex™ y Matriz de Suspension de
Bio-Rad. Generalmente, el método requiere la amplificacion y cuantificacién de secuencias usando cualquier método
conocido.

Los ejemplos proporcionados mas adelante ilustran que esta delecion puede usarse para detectar la presencia de
cancer en muestras bioldgicas, por ejemplo orina y tejido de mama. Tomando como base los descubrimientos en
estos ejemplos, la delecion de 3,4 kb en el ADNmt puede usarse como un biomarcador para cancer.

Los diferentes ejemplos proporcionados ilustran una diferencia en la cantidad de ADNmt que tiene la delecién de 3,4
kb entre las muestras obtenidas de sujetos que tienen cancer, y los sujetos sin cancer. Se encontré que la cantidad
de la delecion de 3,4 kb era mayor en las muestras obtenidas de sujetos que tienen cancer. Esta determinacion se
hizo comparando la cantidad de la delecién de 3,4 kb en las muestras de ensayo con las cantidades de células
cancerosas conocidas y/o células no cancerosas conocidas.

Ejemplo 1: Delecion de 3,4 kb en el ADNmt de Tejido de Prostata

Se identificé una deleciéon de aproximadamente 3,4 kilobases (kb) mediante la amplificacion del genoma mitocondrial
completo de tejido de prostata fresco congelado. Usando regresion lineal, se estimé que el tamario de la delecion
era entre 3.000 pares de bases (pb) y 3.500 pb. Se identificaron dos posibles deleciones candidatas usando
Mitomap™ (Brandon, M. C., Lott, M. T., Nguyen, K. C., Spolim, S., Navathe, S. B., Baldi, P. y Wallace, D. C.,
MITOMAP: a human mitochondrial genome database--2004 update. Nucleic Acids Research 33 (Database
Issue):D611-613, 2005; www.mitomap.org), la delecién de 3.397 pb en 9.574-12.972, y la delecion de 3.379 pb en
10.744-14.124. Con el fin de determinar cual de las dos deleciones estaba asociada con cancer de prostata, si
alguna, se desarroll6 un cebador directo que conectaba la unién de la delecidn para cada una de las dos candidatas,
asegurando que el cebador se extendia mas alla de las regiones repetidas que flanquean las deleciones. La Figura 1
es un diagrama esquematico que muestra el disefio y secuencia del cebador (es decir, SEQ ID NO: 2). Se
obtuvieron resultados de amplificacion positivos para el amplicon correspondiente a la delecion de 3.379 pb (referida
como la delecion de 3,4 kb) en 10.744-14.124.

Como se ha indicado anteriormente, la delecién de 3,4 kb elimina todo o parte de los genes siguientes: (i) subunidad
4L de la NADH deshidrogenasa, (ii) subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa, (iii) subunidad 5 de la NADH
deshidrogenasa, (iv) ARNt histidina, (v) ARNt serina2, y (vi) ARNt leucinaZ2.

Se determind que la delecion de 3,4kb estaba presente en el 91% de 33 muestras de prostata frescas congeladas.
Con los cebadores de delecion especificos, se ensayaron tejidos fijados con formalina con el fin de incrementar el
valor de n.

Los presentes investigadores secuenciaron genomas mitocondriales completos de 32 muestras de tejido
microdiseccionadas por microdiseccion por captura laser y 12 biopsias con aguja de prostatas histolégicamente
normales. Se usaron secciones de tejido de archivo de cada una de estas muestras para el estudio siguiente. Se
retiraron 1-2 secciones seriadas de cada muestra. Se extrajo el ADN de cada muestra en su totalidad en lugar de
como una microdiseccion. Asi, cada muestra consistid en una mezcla de tejido de la prostata glandular asi como
tejido de la prostata estromal. Esta extraccion se realizé usando el Mini Kit de ADN QlAamp™ de Qiagen (No de Cat
51304). Después de la extraccion, las muestras se cuantificaron usando un espectrofotometro Nano-Drop™ vy las
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concentraciones se normalizaron posteriormente a 2ng/ul. Cada muestra se amplific6 usando 20ng de ADN de
entrada y un kit iQ SYBR Green Supermix™ (Bio-Rad Laboratories Inc.). Las reacciones se llevaron a cabo en un
sistema de PCR en tiempo real con dos colores Opticon® (MJ Research).

Como se muestra en la Figura 2, se observé una diferencia marcada en el umbral del ciclo y, por extension, en la
cantidad de la delecion entre las muestras de préstata malignas y las muestras de préstata benignas sintomaticas.
Las muestras malignas presentaron un umbral de ciclo consistentemente antes que las muestras benignas.

Ejemplo 2: Estudio Ciego de la Delecion de 3,4kb - Comparacion de Umbral de Ciclo

Se seleccionaron 21 muestras adicionales de tejido de prostata, 10 de las cuales eran benignas y 11 de las cuales
eran malignas. El estado patolégico se determind por biopsias con aguja llevadas a cabo por un patodlogo cualificado.
Las muestras se hicieron ciegas de manera que los presentes investigadores ignoraban su estado patolégico
cuando llevaron a cabo este ensayo. Los presentes investigadores fueron capaces de predecir el estado patolégico
correctamente en el 81% de los casos examinando el umbral de ciclo. De los 4 casos incorrectos, dos eran muestras
malignas que se determiné que eran benignas y 2 eran muestras benignas que se determind que eran malignas. El
médico requirié la informacion clinica de seguimiento para los 2 individuos en el Ultimo escenario para determinar si
se les habia diagnosticado cancer de préstata con posterioridad a los resultados de la biopsia con aguja usados para
este estudio. Uno de los individuos que originalmente produjo una muestra benigna pero para el que se predijo por
este estudio que tenia una malignidad produjo posteriormente una muestra maligna. Como resultado, uno de los
positivos falsos se convirtié en un positivo verdadero. Por lo tanto, el estado patoldgico se predijo correctamente en
el 86% de los casos examinados en este estudio. El valor predictivo positivo (PPV, en el que PPV=positivos
verdaderos/(positivos verdaderos+positivos falsos)) final para este estudio fue 91% y el valor predictivo negativo
(NPV, en el que NPV=negativos verdaderos/(negativos verdaderos+negativos falsos)) fue 80%.

Ejemplo 3: Estudio de la Delecion de 3,4kb - Métodos (n=76)

En este estudio se examinaron setenta y seis muestras de tejido de prostata para la delecion de 3,4 kb. Todas las
muestras de tejido se fijaron con formalina, siendo 25 malignas, siendo 12 normales, y teniendo 39 enfermedad
prostatica benigna como se muestra histolégicamente. DEI uUltimo grupo, mas de la mitad tenian hiperplasia. Todos
los especimenes eran biopsias con aguja tomadas de los archivos de tejido de los investigadores.

Especimenes de Préstata

Se realiz6 una retirada de cinta adhesiva aplicada con presion en cada portaobjetos usando Prep-Strips (NUmero de
Catalogo LCMO0207) de Arcturus Bioscience Inc. Esto permitio la eliminacién de toda materia particulada o tejido no
adherente del portaobjetos antes de la extraccion de ADN. Con el tejido todavia en los portaobjetos, los portaobjetos
se lavaron con PBS (Disolucion Salina Tamponada con Fosfato) para eliminar tanto fijador como fuera posible. Las
1-2 secciones de biopsia con aguja en los portaobjetos se rasparon en tubos de microcentrifuga estériles usando
cuchillas quirdrgicas esterilizadas, envueltas individualmente. EI ADN se aisl6 y purificé usando un Mini Kit de ADN
QlAamp® (Qiagen, No. de Cat. 51304) segun las especificaciones del fabricante. Se procesé un control de extracto
negativo en paralelo con las extracciones de los portaobjetos como punto de evaluacion de control de calidad. La
concentracion total de ADN y la proporcion de pureza para cada muestra se determinaron por espectrofotometria
(Nano-Drop™ ND-1000) y se prepararon diluciones de 2ng/ul para el propésito de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa Cuantitativa (QPCR).

Cebadores (Oligonucledtidos)

Los cebadores oligonucleotidicos purificados fueron sintetizados quimicamente por Invitrogen (California, EEUU).
Las secuencias de los cebadores y los tamafios esperados de los productos de PCR amplificados se listan en la
Tabla 1. Ademas, los analisis por PCR de las deleciones en el ADNmt incluyeron controles positivos (ADN de una
fuente que se sabe que porta el ADNmt mutante). Cada conjunto de cebadores con la excepcion de TNF (factor de
necrosis tumoral) se evalu6 frente a la linea celular rho 0 sin mitocondrias para confirmar la ausencia de
coamplificacion de pseudogenes.

Tabla 1 Cebadores de amplificacion.

Pareja de Cebadores | Posicion Amplificada 5'- 3' Longitud del producto amplificado (pares
de bases)

Delecion 3,4 Tiempo |10.729-14.379 (menos de 3.379pb en (273
Real 10.744-14.124)

12s ADNmt 708-945 238
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Posicion Amplificada 5'- 3' Longitud del producto amplificado (pares
de bases)
3.756-3.886 131

directo (10.729-10.743 - 14.125-14.139) 5TAGACTACGTACATACTAACCCTACTCCTA-3'
SEQID NO: 2

inverso (14.361-14.379) 5-GAGGTAGGATTGGTGCTGT-3' SEQ ID NO: 3
directo (708-728) 5-CGTTCCAGTGAGTTCACCCTC-3" SEQ ID NO: 4
inverso (923-945) 5'-CACTCTTTACGCCGGCTTCTATT-3' SEQ ID NO: 5
directo (3.756-3.775) 5' -CCTGCCCCAATCCCTTTATT-3' SEQ ID NO: 6

inverso (3.866-3.886) 5-GGTTTCGAAGTGGTGGTCTTG-3'SEQ ID NO: 7

Reaccion en cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

Se realizaron tres PCR separadas en cada muestra. Cada reaccién tuvo un volumen total de 25ul e incluyé ADN
molde, una pareja de cebadores (12s o Delecion 3,4 o TNF), un kit iQ" SYBR Green Supermix™ (Numero de
Catalogo 170-8882, Bio-Rad Laboratories Inc.) y agua desionizada destilada (ddH20). El TNF (factor de necrosis
tumoral) comprendia cebadores de genes nucleares de copia Unica, y 12s comprendia cebadores de genoma
mitocondrial total. El volumen y concentraciones para el ADN molde, cebadores y tampdn de reaccion se listan a

continuacion.

Tabla 2 Componentes de qPCR.

Reactivo Concentracion por Reacciéon |Volumen por Reaccion

Tampoén de Reaccién 1X 12,54l

Cebador (directo e inverso) |250nM 0,0625ul de cada preparacion madre 100 umoles
ddH20 N/A 2,375.ul

ADN Molde 20ng 10,0ul

Total 254l

Los parametros de ciclado para cada amplicon se listan en la Tabla 3.

Tabla 3 Parametros de Ciclado.

Etapa Temperatura (°C) Duracion
1 95 3 min

2 95 30 seg

3 66 (cebadores de la delecién 3,4) o 30 seg

61,5 (cebadores 12s) o
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Etapa Temperatura (°C) Duracion

61,5 (cebadores TNF)

4 72 30 seg
5 Lectura de Placa

6 72 10 min
7 Curva de Fusién 50°C - 110°C lectura cada 1°C 3 sec

Repetir las etapas 2-5, 44 veces para un total de 45 ciclos.

El ciclado térmico, deteccion en tiempo real y andlisis de las reacciones se llevd a cabo usando un Motor de ADN
Opticon® 2 Sistema de Deteccién de Fluorescencia Continua equipado con software Intuitive Opticon Monitor ™" (MJ
Research Inc.). Se utiliz6 el método de la curva estandar para la cuantificacion del ADN. Un conjunto de diluciones
seriadas (106, 105, 104, 103, 102, 101) de los tres moldes generados por PCR purificados, un producto para la
delecion de 3,4, uno para los cebadores 12s, y uno para TNF. A partir de esto, se generaron tres curvas estandar
diferentes que muestran el numero de copias de ADNmt total (amplicon 12s-cebadores de genoma mitocondrial
total), la cantidad de ADNmt que tiene la delecion de 3,4 kb, o ADN nuclear total (TNF-cebadores de gen nuclear de
copia unica). Los valores Ct de las muestras se convirtieron en el nimero de copias de ADN comparando el Cr de la
muestra con el de los estandares. Se considerd que la delecion de 3,4 estaba ausente o a niveles bajos si la
deteccion no se detectd en 37 ciclos.

La determinacion de malignidad se basa en la cantidad de la delecion de 3,4kb presente en la muestra normalizada
como se indica por la localizacién del umbral de ciclo. Esta localizacion puede ser absoluta, como en mas de 25
ciclos pero menos de 35 ciclos, 0 mas probablemente una proporcion entre el ADN mitocondrial total presente como
se indica por el amplicon 12s, y la delecion de 3,4kb. Esto puede expresarse como un porcentaje del ADN
mitocondrial total. El numero de células, como se representa por el amplicon TNF, puede incorporarse para refinar la
distincion entre tejidos benignos y malignos.

Con el fin de automatizar los analisis de estas muestras, se emplearon herramientas de bioinformatica. Las tres
variables que se consideraron para estos analisis fueron el umbral de ciclo Ct del Factor de Necrosis Tumoral (TNF),
especies totales de mitocondrias que contienen los sitios de cebador especificos, y las mitocondrias que portan la
delecion de interés.

Analisis de Grupos
El agrupamiento no se normalizd ni se usaron funciones logaritmicas debido al intervalo similar y pequefio de datos.

La Figura 3 muestra el movimiento y tendencia real de los datos. El eje de las x es el niUmero de paciente y el eje de
las y es el umbral de ciclo obtenido a partir de PCR en tiempo real.

Es importante indicar que cuanto mayor es el umbral de ciclo, menor es la cantidad de la delecion que esta presente.

La tendencia general mostrada en la Figura 3 se basa en las diferencias/proporciones entre las variables de
Delecion, Total, y TNF. La deleciéon es baja a ausente para las muestras benignas/normales (lado derecho) y se
incrementa (hacia la izquierda) con muestras benignas anormales y malignas. Las muestras benignas anormales y
malignas empiezan a diferenciarse entre si tomando como base la proporcién de umbral de ciclo de Delecion a TNF.

Aprendizaje Supervisado

El aprendizaje supervisado se basa en el intento del sistema de predecir resultados para muestras conocidas. Se
uso6 la mitad de los datos para entrenar y la otra mitad para ensayar el algoritmo. El aprendizaje supervisado
compara sus predicciones con la respuesta diana y "aprende” de sus errores. Pero, si el resultado predicho es mayor
o menor que el resultado real en los datos, el error se propaga a través del sistema y los pesos se ajustan de
acuerdo con esto.
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CONJUNTO de Datos: 5% a 35% - Benigno
35% a 65% - Hiperplasia
65% a 95% - Maligno

Algoritmo de Red Neuronal Artificial (ANN) (mostrado esquematicamente mas adelante):
La mitad del conjunto de datos usado para en el entrenamiento de ANN

La otra mitad se us6 para comparar la exactitud Exactitud = Comparar conjunto de datos esperados con conjunto de
datos obtenidos — 86,6%

Algoritmo de Red Neuronal Artificial

Diana

Entrenamiento: usando la
mitad del conjunto de datos

Red Heuronal
- Conexiones o pesos -

Comparar
Entrada entre neuronas Salida .\_

Ajustar pesos para
tedas las neuronas

Aprendizaje supervisado de datos de delecion usando la Red Neuronal Artificial (ANN)

Tres Clasificaciones:
Benigno
Hiperplasia
Maligno
Se usaron tres variables para cada clasificacion tomando como base el Umbral de ciclo de PCR en tiempo real Cr:
Factor de necrosis tumoral (TNF) - Control de copia nuclear.
Mitocondria total - control de copia mitocondrial
Delecién - Mitocondria en el estado delecionado.
Resultados:

La mitad del conjunto de datos se usa para entrenar el ANN, y la mitad remanente se usa para comparar la
exactitud.

Exactitud de las Tres Clasificaciones = 86,6%
Valor Predictivo Positivo (PPV);
Benigno a Maligno = 88,2%
Valor Predictivo Negativo (NPV)
Benigno a Maligno = 76,5%
Ejemplo 4: Delecion de 3.4 kb en el ADNmt Asociada con Cancer de Mama

Se ensayaron 18 muestras de tejido de mama maligno y benigno, siendo 9 malignas y siendo 9 benignas, para la
presencia de la delecién de 3,4 kb mencionada anteriormente. Las muestras se clasificaron como malignas o
benignas usando andlisis histopatolégico convencional.

10
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Se aislo y se purifico el ADN de las muestras usando un Mini Kit de ADN QlIAamp® (Qiagen, No. de Cat. 51304)
segun las especificaciones del fabricante.

Los cebadores oligonucleotidicos purificados fueron sintetizados quimicamente por Invitrogen (California, EEUU).
Las secuencias de los cebadores y los tamafios esperados de los productos de PCR amplificados se listan en la
Tabla 1 anterior.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

Se realizaron tres PCR separadas en cada muestra. Cada reaccién tuvo un volumen total de 25ul e incluyé ADN
molde, una pareja de cebadores (12s o Delecion 3,4 o TNF), un kit iQ" SYBR Green Supermix™ (Numero de
Catalogo 170-8882, Bio-Rad Laboratories Inc.) y agua desionizada destilada (ddH20). El TNF (factor de necrosis
tumoral) comprendia cebadores de genes nucleares de copia Unica, y 12s comprendia cebadores de genoma
mitocondrial total. El volumen y concentraciones para el ADN molde, cebadores y tampdn de reaccion se listan a
continuacion:

Tabla 4 Componentes de qPCR.

Reactivo Concentracion por Reaccion |Volumen por Reaccion

Tampoén de Reaccién 1X 12,54l

Cebador (directo e inverso) |250nM 0,0625ul de cada preparacion madre de 100 ymoles
ddH20 N/A 2,375.ul

ADN Molde 20ng 10,0pl

Total 254l

Los parametros de ciclado para cada amplicon se listan en la Tabla 5.

Tabla 5 Parametros de Ciclado.

Etapa Temperatura (°C) Duracion
1 95 3 min

2 95 30 seg

3 66 (cebadores de delecion de 3,4) o 30 seg

61,5 (cebadores 12s) o

61,5 (cebadores TNF)

4 72 30 seg
5 Lectura de Placa

6 72 10 min
7 Curva de Fusion 50°C - 110°C lectura cada 1°C 3 seg

Repetir las etapas 2-5, 44 veces para un total de 45 ciclos.
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El ciclado térmico, deteccion en tiempo real y andlisis de las reacciones se llevd a cabo usando un Motor de ADN
Opticon® 2 Sistema de Deteccién de Fluorescencia Continua equipado con software Intuitive Opticon Monitor ™" (MJ
Research Inc.). Se utilizé el método de la curva estandar para la cuantificacion del ADN. Se realizé un conjunto de
diluciones seriadas (106, 105, 104, 103, 102, 101) de los tres moldes generados por PCR purificados, un producto para
la delecion de 3,4, uno para los cebadores 12s, y uno para TNF. A partir de esto, se generaron tres curvas estandar
diferentes que muestran el numero de copias de ADNmt total (amplicon 12s-cebadores de genoma mitocondrial
total), la delecién de 3,4 kb, o DNA nuclear total (TNF-cebadores de gen nuclear de copia Unica). Los valores Ct de
las muestras se convirtieron en el nimero de copias de ADN comparando el Ct de la muestra con el de los
estandares.

La determinacion de malignidad se baso en la cantidad de la delecion de 3,4kb presente en la muestra normalizada
como se indica por la localizacién del umbral de ciclo. Esta localizacion puede ser absoluta, como en mas de 25
ciclos pero menos de 30 ciclos, o0 mas probablemente una proporcion entre el ADN mitocondrial total presente como
se indica por el amplicon 12s, y la delecion de 3,4kb. Esto puede expresarse como un porcentaje del ADN
mitocondrial total.

Con el fin de automatizar los analisis de estas muestras, se emplearon herramientas de bioinformatica. Las tres
variables que se consideraron para estos analisis fueron el umbral de ciclo Cr del Factor de Necrosis Tumoral (TNF),
especies totales de mitocondrias que contienen los sitios de cebador especificos, y las mitocondrias que portan la
delecion de interés.

La Tabla 6 y la figura 7 muestran la diferencia en las puntuaciones medias de Cy para muestras de tejido maligno y
tejido benigno. El valor medio de Cr para tejido normal fue 30,5889, mientras el Cr medio para tejido maligno fue
27,8533 ilustrando de esta manera una diferencia en la cantidad de ADNmt que tiene la delecion de 3,4 kb en tejido
de mama maligno comparado con tejido de mama normal.

Tabla 6 Valores medios para puntuaciones de Cr

Estadisticas de Grupo

GRP N | Media Desviacion Estd. Error Estd. de la Media
del3,4 normal 9 /30,5889 2,53897 ,84632
maligno 9 (27,8533 2,52253 ,84084

La Figura 8 es una curva ROC que ilustra la especificidad y sensibilidad de la delecion de 3,4 kb en el ADNmt como
un marcador para cancer de mama cuando se ensaya tejido de mama. Estos resultados se obtuvieron usando un
punto de corte de Ct de 29,1900. La sensibilidad del marcador a este Cr fue 77,8%, mientras la especificidad fue
77,8%.

La Tabla 7 muestra el calculo del area bajo la curva para el presente ejemplo. Como una medida de la exactitud del
ensayo.

Tabla 7 Resultados que Muestran el Area Bajo la Curva

Area Bajo la Curva

Variable(s) Resultado del Ensayo: del3,4

Area Error Estd.? Sig. Asintética.” Intervalo de Confianza de 95% Asintético
Limite Inferior Limite Superior
,790 112 ,038 ,570 1,010

& Bajo asuncién no paramétrica
b. Hipétesis nula: area real = 0,5

La determinacion del punto de corte de Cr de 29,1900 se muestra en la tabla 8 siguiente. Los resultados listados en
la tabla 8 muestran que un punto de corte de Cy de 29,1900 proporciond la mayor sensibilidad y especificidad al 78%
y 78% respectivamente.

12
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Tabla 8: Determinacioén de punto de corte de Cr.
Coordenadas de la Curva

Variable(s) Resultado del Ensayo: del3,4

Positivo si es Menor de o Igual a® Sensibilidad 1 - Especificidad
24,6000 ,000 ,000
25,6800 111 ,000
25,7700 ,222 ,000
25,9250 ,333 ,000
26,2050 444 ,000
26,8400 ,556 ,000
27,4800 ,556 111
28,1600 ,556 ,222
28,8800 ,667 ,222
29,1900 778 ,222
29,4600 778 ,333
29,8750 778 444
30,5850 778 ,556
31,2200 778 ,667
31,5000 ,889 ,667
31,7650 ,889 778
32,9900 1,000 778
34,3350 1,000 ,889
35,6400 1,000 1,000

& El valor de punto de corte mas bajo es el valor de ensayo minimo observado menos 1, y el valor de punto de corte
mas alto es el valor de ensayo maximo observado mas 1. Todos los demas valores de punto de corte son los
promedios de dos valores de ensayo ordenados consecutivos.

Ejemplo 5: La Deleciéon de 3,4kb en el Fluido por Masaje de Prostata de Individuos con Cancer de Prostata
Comparado con el Fluido de aquellos sin Evidencia Histolégica de Cancer de Prostata

Se recogieron cuarenta muestras de fluido de masaje de prostata por urélogos de pacientes a los que se diagnostico
posteriormente cancer de préstata o que no mostraron evidencia histologica de cancer de prostata después de un
procedimiento de biopsia con aguja de prostata. La muestra se deposité en un IsoCode Card™ (Schleicher &
Shuell), se seco y se extrajo segun el protocolo del fabricante. Todos los extractos de ADN se cuantificaron usando
un Espectrofotdmetro NanoDrop™ ND-1000 y la concentracion de ADN se normalizé a 2ng/ul. Cada muestra se
amplificd segun los parametros siguientes:
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1XiQ SYBR Green Supermix™ (Bio-Rad P/N 170-8880)

150nmoles de cebador directo
(5'-TAGACTACGTACATACTAACCCTACTCCTA-3") (SEQ ID NO: 2).
150 nmoles de cebador inverso

(5'-GAGGTAGGATTGGTGCTGT-3") (SEQ ID NO: 3)

20 ng de ADN molde

en una reaccioén de 25ul.

Las reacciones se sometieron a ciclado en un Motor de ADN Opticon™ 2 (Bio-Rad Canada) segun el protocolo
siguiente:

1. 95°C durante 3 minutos
. 95°C durante 30 segundos
. 66°C durante 30 segundos
. 72°C durante 30 segundos

2

3

4

5. Lectura de la Placa
6. Repetir las etapas 2-5 44 veces

7. 72°C durante 10 minutos

8. Curva de Fusion de 50°C a 105°C, lectura cada 1°C, espera durante 3 segundos
9. 10°C Espera

Tabla 9 Resultados que muestran los Valores medios de Cr para el Ensayo de Fluido por Masaje de Prostata

Estadisticas de Grupo

Grupo N Media Desviacion Estd. Error Estd. de la media
DEL3,4 benigno 25 37,1869 3,18495 ,63699
maligno 15  |33,7712 3,98056 1,02778

Las Tablas 9 y 10 muestran una diferencia significativa entre los valores medios de C+ obtenidos para los grupos de
muestra benigna y muestra maligna (p=0,005).

Tabla 10 Resultados que Muestran Diferencia (p=0,005) para los valores de Cr de las muestras.

Ensayo de Muestras Independiente

Ensayo de | ensayo t para Igualdad de medias

Levene para

Igualdad de

Varianzas
Intervalo de Confianza
de 95% de |la
Diferencia

F Sig. t df Sig. (2 |Diferencia |Error Estd. | Inferior Superior

colas) Media de la

Diferencia
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Ensayo de | ensayo t para Igualdad de medias
Levene para
Igualdad de
Varianzas
Intervalo de Confianza
de 95% de la
Diferencia
F Sig. t df Sig. (2 |Diferencia |Error Estd. | Inferior Superior
colas) |Media de la
Diferencia
DEL3,4 | Asuncion de
Varianzas 1,251 , 270  [2.989 (38 ,005 3,41570 1,14283 1,10217 |5,72923
Iguales
Sin asuncioén
de varianzas 2.825 24,696 |,009 3,41570 1,20917 ,92382 5,90758

iguales

La Figura 5 es una curva Caracteristica Operativa del Receptor (ROC) que ilustra la especificidad y sensibilidad de
la delecién de 3,4 kb en el ADNmt como un marcador para cancer de prostata cuando se ensaya fluido por masaje
de prostata. Estos resultados se obtuvieron usando un punto de corte de Cr de 37,3683. La sensibilidad del
marcador a este Ct es 87%, mientras la especificidad es 64%.

La exactitud del ensayo depende de como separe de bien el ensayo el grupo que se estd ensayando en aquellos
con y sin cancer de préstata. La exactitud se mide por el area bajo la curva ROC. La Tabla 11 muestra el calculo del
area bajo la curva para el presente ejemplo.

Tabla 11 Resultados que Muestran el Area Bajo la Curva ROC

Area Bajo la Curva

Variable(s) de Resultado del Ensayo: DEL 3,4

Area Error Estd.? Sig. Asintética Intervalo de Confianza de 95% Asintético
Limite Inferior Limite Superior
,768 ,074 ,005 ,622 ,914

 Bajo la asuncién no paramétrica

b. Hipotesis nula: area verdadera = 0,5

Tabla 12 Determinacion de Especificidad y Sensibilidad
Coordenadas de la Curva

Variable (s) de Resultado del Ensayo: DEL3,4

Positivo si es Menor de o Igual a ® Sensibilidad 1 -Especificidad
26,2992 ,000 ,000
27,3786 ,067 ,000
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Positivo si es Menor de o Igual a # Sensibilidad 1 -Especificidad
28,2484 ,133 ,000
29,5193 ,200 ,000
30,1757 ,200 ,040
30,4580 ,200 ,080
30,5980 ,267 ,080
31,5709 ,333 ,080
32,5712 ,333 ,120
32,9500 ,333 ,160
33,3314 ,400 ,160
33,6547 ,467 ,160
33,9247 ,533 ,160
34,3554 ,633 ,200
34,9056 ,533 ,240
35,4650 ,533 ,280
35,9172 ,533 ,320
36,0648 ,600 ,320
36,3616 ,667 ,320
36,6421 ,733 ,320
36,8531 ,733 ,360
37,1188 ,800 ,360
37,3683 ,867 ,380
37,5200 ,867 ,400
37,8341 ,867 ,440
38,2533 ,867 ,480
38,5198 ,933 ,480
38,6519 ,933 ,520
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Positivo si es Menor de o Igual a ® Sensibilidad 1 -Especificidad
38,8552 ,933 ,580

39,1258 ,933 ,600

39,2734 ,933 ,640

39,4952 ,933 ,680

39,7323 1,000 ,680

39,8956 1,000 ,720

41,0000 1,000 1,000

El valor de punto de corte mas bajo es el valor de ensayo minimo observado -1, y el valor de punto de corte mas alto
es el valor de ensayo maximo observado mas 1. Todos los demas valores de punto de corte son los promedios de
dos valores de ensayo observados, ordenados consecutivos.

La determinacion del punto de corte de Ct de 37,3683 se muestra en la tabla 12 anterior. Los resultados listados en
la tabla 12 ilustran que un punto de corte de Ct de 37,3683 proporciond la sensibilidad y especificidad mas altas.

Ejemplo 6: La Delecion de 3,4kb en la Orina de Individuos con Cancer de Prostata Comparada con el fluido
de aquellos sin Evidencia Histolégica de Cancer de Prostata

Se recogieron muestras de orina de 5 pacientes a los que se habia diagnosticado cancer de prostata y 5 que se
habian sometido a un procedimiento de biopsia con aguja que fue incapaz de detectar malignidad de préstata. Estas
muestras se recogieron después de un examen rectal digital (DRE) para facilitar la recoleccién de células de la
préstata.

Después de la recepcion de las muestras, se retiré una alicuota de 5ml y se centrifugaron 2mls a 14.000 x g para
formar un sedimento. El sobrenadante se retir6 y desechd. Los sedimentos se resuspendieron en 200ul de
disolucién salina tamponada con fosfato. Tanto el sedimento resuspendido como la muestra de orina completa se
sometieron a un procedimiento de extraccion de ADN usando el Mini Kit de ADN QiaAMP™ (Qiagen P/N 51304)
segun las directrices del fabricante. Los extractos de ADN resultantes se cuantificaron usando un Espectrofotometro
NanoDrop™ ND-1000 y se normalizaron a una concentracion de 0,1ng/ul.

Las muestras se analizaron por PCR cuantitativa en tiempo real con los cebadores especificos de la delecion de
3,4kb segun lo siguiente:

1XiQ SYBR Green Supermix™ (Bio-Rad P/N 170-8880)

100 nmoles de cebador directo (5-TAGACTACGTACATACTAACCCTACTCCTA-3') (SEQ ID NO: 2)
100 nmoles de cebador inverso (5'-GAGGTAGGATTGGTGCTGT-3') (SEQ ID NO: 3)

1 ng de ADN molde

en una reaccioén de 25ul.

Las reacciones se sometieron a ciclado en un Motor de ADN Opticon™ 2 (Bio-Rad Canada) segun el protocolo
siguiente:

1. 95°C durante 3 minutos

2. 95°C durante 30 segundos
3. 69°C durante 30 segundos
4. 72°C durante 30 segundos

5. Lectura de la Placa
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6. Repetir las etapas 2-5 44 veces
7. 72°C durante 10 minutos
8. Curva de Fusion de 50°C a 105°C, lectura cada 1°C, espera durante 3 segundos
9. 10°C Espera
Tabla 13 Valores medios para las puntuaciones Cr

Estadisticas de Grupos

GRPfluido38 N | Media Desviacion Estd. Error Estd. de la Media
CTf3,4 Benigno 5 33,2780 1,10900 ,49596
Maligno 5 /30,6980 2,55767 1,14382

Las Tablas 13 y 14 muestran una diferencia significativa entre los valores medios de Cr obtenidos para los grupos
de muestra benigna y muestra maligna (p=0,005).

Tabla 14 Resultados que Muestran Diferencia (p=0.,005) para valores de Cr de las muestras.

Ensayo de Muestras Independiente

Ensayo de Levene | ensayo t para Igualdad de Medias
para Igualdad de

Varianzas
Intervalo de Confianza
de 95% de la
Diferencia
F Sig. t df Sig. (2 |Diferencia |Error  Estd. |Inferior Superior
colas) |Media de la
Diferencia
CTf | Asunciéon de
varianzas 1,272 ,292 2.069 8 ,072 258.000 1,24672 -,29494 5,45494
iguales
Sin asuncién
de varianzas 2.069 5,453,089 258.000 1,24672 -,54639 5,70639

iguales

La Figura 6 es una curva Caracteristica Operativa del Receptor (ROC) que ilustra la especificidad y sensibilidad de
la delecion de 3,4 kb en el ADNmt como un marcador para el cancer de prostata cuando se ensaya orina. Estos
resultados se obtuvieron usando un punto de corte de Ct de 31,575. La sensibilidad del marcador a este Ct es 80%,
mientras la especificidad es 100%.

La determinacién del punto de corte de Cr de 31,575 se muestra en la tabla 15. Los resultados listados en la tabla
15 muestran que un punto de corte de Ct de 31,575 proporciond la sensibilidad y especificidad mas altas.
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Tabla 15: Determinacién del punto de corte de Cr.
Coordenadas de la Curva

Variable(s) Resultado de Ensayo; CTf

Positivo si es Menor que o Igual a® Sensibilidad 1 - Especificidad
26,2900 ,000 ,000
28,4950 ,200 ,000
30,3850 ,400 ,000
31,0800 ,600 ,000
31,5750 ,800 ,000
32,1400 ,800 ,200
32,8150 ,800 ,400
33,8700 ,800 ,600
34,3350 ,800 ,800
34,3550 1,000 ,800
35,3700 1,000 1,000

a. El valor de punto de corte mas bajo es el valor de ensayo minimo observado -1, y el valor de punto de corte
mas alto es el valor de ensayo maximo observado mas 1. Todos los demas valores de punto de corte son
los promedios de dos valores de ensayo observados, ordenados consecutivos.

Ejemplo 7: Deteccion de la Secuencia de 3,4kb Delecionada Re-circularizada en Tejido de Préstata Maligno y
Benigno

En este ejemplo, se ensayo la cantidad de moléculas de mtADN con delecién de 3,4 kb re-circularizadas en
muestras como un indicador para cancer de prostata. Como se ha mencionado anteriormente, la secuencia de 3,4
kb, después de la delecioén, puede reformarse como una molécula de ADNmt circular. La amplificacién de una region
diana del sublimén de ADNmt con delecion de 3,4 kb se llevé a cabo usando una pareja de cebadores (SEQ ID
NOS: 9 y 10). El cebador directo (SEQ ID NO: 9), se superpone con el sitio de reunién de los extremos de la
secuencia de 3,4 kb.

El tejido de prdstata era biopsias con aguja de tejido de prostata fijadas con formalina e incluidas en parafina.
La configuracién de reactivos para este ejemplo fue como sigue:
250nmoles de cada cebador
12,5ul de 2X mezcla de reaccion,
20ng (10ul de 2ng/ul) de molde en un volumen de reaccion de 25 ul.
Los parametros de ciclado fueron como sigue:
1. 95 grados Celsius durante 3 minutos
2. 95 grados Celsius durante 30 segundos
3. 62 grados Celsius durante 30 segundos

4. 72 grados Celsius durante 30 segundos
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5. Lectura de la Placa

6. Repetir las etapas 2-5 44 veces

7. 72 grados durante 10 minutos

8. Curva de Fusion de 50-100 grados, lectura cada 1 grado durante 3 segundos
9. 4 grados ESPERA.

La amplificacién de una regién diana del sublimén de ADNmt con la delecién de 3,4 kb se llevé a cabo usando una
pareja de cebadores (SEQ ID NOS: 9y 10).

La Tabla 16 siguiente proporciona un resumen del ensayo llevado a cabo para la deteccion del 3,4 kb real
delecionado en ADNmt obtenido a partir de tejido de prostata maligno y benigno. Usando una puntuacion de Cr de
30,0, fue posible una identificacion clara de tejido maligno y benigno. Como tal, un incremento en la cantidad de la
molécula de 3,4 kb presente en una muestra fue indicativo de cancer.

Tabla 16: Puntuaciones Cr para la Deteccion de Cancer en Tejido de Préstata

Descripcion Cr
Muestra benigna 1 33,75
Muestra maligna 1 28,79
Muestra benigna 2 30,96
Muestra maligna 2 28,4
Muestra benigna 3 32,19
Muestra maligna 3 27,38
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LISTADO DE SECUENCIAS

<120> Delecion de 3,4 KB en el ADN Mitocondrial para Uso en la Deteccion de Cancer

<130> 102222/00031

<160> 10

<170> PatentIn versioén 3.3

<210>1
<211> 3379
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
cctaaaccta

tgactttcca
atcatccétc
ttttccteeg
acaatcatgg
ctctctatac
atcatatttt
tgaggcaacc
ggctcectte
attctactac
tgactagctt
ctccctaaag
ttaaaactag
cacatagcct
tgcctacgac
ctegtagtaa
ataatcgccecce
cgcactcaca
gctttttgat
ctgggagaac
écaggactcé
tggggctcac
ctcatgttca

gggttttcct

ctccaatgct
aaaaacacat
tactattttt
accccctaac
caagccaacg
taatctccct
atatcttctt
agccagaacg
ccectacteat
tcactctcac
acacaatagc
cccatgtcga
gcggctatgg
accccttect
aaacagacct
cagccattct
acgggcttac
gtcgecatcat
gacttctage
tctctgtget
acatactagt
tcacccacca
tacacctatc

cttgtaaata

aaaactaatc
aatttgaatc
taaccaaatc
aaccccccte
ccacttatcc
acaaatctcc
cgaaaccaca
cctgaacgca
cgcactaatt
tgcccaagaa
ttttatagta
agcceccccatce
tataatacgc
tgtactatcc
aaaatcgctc
catccaaacc
atcctcatta
aatcctctct
aagcctcgcet
agtaaccacg
cacagcccta
cattaacaac
ccccattctce

tagtttaacc

gtcccaacaa
aacacaacca
aacaacaacc
ctaatactaa
agtgaaccac
ttaattataa
cttatcccca
ggcacatact
tacactcaca
ctatcaaact
aagatacctc
gctgggtcaa
ctqacactca
ctatgaggca
attgcatact
cecetgaaget
ctattctgcce
caaggacttc
aacctcgect
ttctectgat
tactcectet
ataaaaccct
ctcctatccece

aaaacatcag

23

ttatattact
cccacagcect
tatttagctg
ctacctgact
tatcacgaaa
cattcacagc
ccttggetat
tcctattcta
acaccctagg
cctgagccaa
tttacggact
tagtacttgce
ttctcaacce
taattataac
cttcaatcag
tcaccggege
tagcaaactc
aaactcpact
tacccecccac
caaatatcac
acatatttac
cattcacacg
tcaaccccga

attgtgaatc

accactgaca
aattattagc
ttcecccaacce
cctacccecte
aaaactctac
cacagaacta
catcacccga
caccctagta
ctcactaaac
caacttaata
ccacttatga
cgcagtactc
cctgacaaaa
aagctccatce
ccacatagcc
agtcattctc
aaactacgaa
cccactaata
tattaaccta
tctcctactt
cacaacacaa
agaaaacacc
catcattacc

tgacaacaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



ggcttacgac
tctaacaaca
caaaaatttt
taaccctgac
actcataccc
ccacaacaat
caacccaaac
tecectgtage
cagacccaaa
tettagttac
tatccttctt
aagcaatcct
tcctacactc
tcaccccact
acccctgact
gcactatagt
gcccactaat
tctgegeect
taggactcat
gtacccacgc
ttaacaatga
caacctcect
actccaaaga
ctattactcet
ccctaacagg
tactaaaccc
acaacatttce
ccctegetgt
aacttaaaat
ctagcatcac
tactcctcet

aaatctccac

cccttattta
tggectttctce
ggtgcaactc
ttcectaatt
ccattatgta
attcatgtgce
aacccagctc
attgttcgtt
cattaatcag
cgctaacaac
gctcatcagt
atacaaccgt
caactcatga
actaggcctc
ccecetecagece
tgtagcagga
ccaaactcta
tacacaaaat
aatagttaca
cttcttcaaa
acaagatatt
caccattggce
ccacatcatc
catcgctacc
tcaacctcgc
cattaaacgc
cceegeatcece
cactttccta
aaaatceccca
acaccgcaca
agacctaacc

ctccatcate
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ccgagaaagc
aacttttaaa
caaataaaag
ccececcatcece
aaatccattg
ctagaccaag
tcectaaget
acatggtcca
ttcttcaaat
ctattccaac
tgatgatacg
atcggcgata
gacccacaac
ctcctageag
atagaaggcce
atcttcttac
acactatgct
gacaécaaaa
atcggdatca
gccatactat
cgaaaaatag
agcctagcat
gaaaccgcaa
tccctéacaa
ttccccaccece
ctggcagcceg
cccttccaaa
ggacttctaa
ctatgcacat
atcccctatce
tgactagaaa

acctcaaccc

tcacaagaac
ggataacagc
taataaccat
ttaccaccct
tcgeatccac
aagttattat
tcaaactaga
tcatagaatt
atctactcat
tgttecatcgg
cccéagcaga
tcggtttcat
aaatagccct
cagcaggcaa
ccaccccagt
tcatcecgett
taggcgctat
aaatcgtagc
accaaccaca
ttatgtgctc
gaggactact
tagcaggaat
acatatcata
gcgectatag
ttactaacat
gaagcctatt
caacaatccce
cagccctaga
tttatttctce

taggccttcet

agctattacc

aaaaaggcat

24

tgctaactca
tatccattgg
gcacactact
cgttaaccct
ctttattatc
ctégaactga
ctacttctcce
ctcactgtga
cttcctaatt
ctgagaaggce
tgccaacaca
cctcgectta
tctaaacgct
atcagcccaa
ctcagcceccta
ccaccccecta
caccactctg
cttctcecact
cctagcecatte
cgggtccatc
caaaaccata
acctttecte
cacaéacgcc
cactcgaata
taacgaaaat
cgcaggattt
cctctaccta
cctcaactac
caacatactc
tacgagccaa
taaaaéaatt

aattaaactt

tgcceccatg
tcttaggecce
ataaccaccc
aacaaaaaaa
agtctcttce
cactgagcca
ataatattca
tatataaact
accatactaa
gtaggaatta
gcagccattc
gcatgattta
aatccaagcc
ttaggtctcc
ctccactcaa
gcagaaaata
ttcgcagcag
tcaagtcaac
ctgcacatct
atccacaacc
cctctcactt
acaggtttct
tgagccctat
attcttctca
aaccccacce
ctcattacta
aaéctcacag
ctaaccaaca
ggattctacc
aacctgccecce
tcacagcacc

tacttcctct

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360
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orttottott cocacteoat

<210> 2
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> cebador directo de deteccion de la delecion de 3,4 kb

<400> 2

tagactacgt acatactaac cctacteeta

<210> 3
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso de deteccion de la delecién de 3,4 en el ADNmt

<400> 3
gaggbaggat tggtgotgt

<210> 4
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo de genoma de ADNmt

<400> 4
cgttccagqtyg agttcacccot ¢

<210>5
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso de genoma de ADNmt

<400> 5
cagtotttar googgotbtcoct att

<210> 6
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo de gen nuclear de TNF

<400> 6
cotgooccaa teoctttatt

<210>7
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso de gen nuclear de TNF

25

3379

a0

18

21

23

20
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gatttogaag tggbggtotl g

<210> 8
<211> 16569
<212> ADN

<213> homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (3107)..(3107)
<223>nesa,c,g,0t

<300>

<308> AC_000021
<309> 07-03-2007
<313> (1)..(16569)

<400> 8
gatcacaggt

cgtctggggg
gcagtatctg
acaggcgaac

acaattgaat

aaccccccect

acaaagaacc
ttttaacagt
ctcatcaata
cccecgaacca
gcaatacact
ctagccttte
tcaccctcta
aaaacgctta
acgaaégttt
ggtcacacga
tccccaatéa
tacgaaagtyg

taccccacta

ctatcaccct
gtatgcacgc
tctttgattc
atacttacta
gtctgcacag
cccecgette
ctaacaccag
cacccccceaa
caacccecge
accaaacccc
gaaaatgttt
tattagctct
aatcaccacg
gcctagecac
aactaagcta
ttaacccaag
agctaaaact
gctttaacat

tgcttagceec

attaaccact
gatagcattg
ctgcctcatc
aégtgtgtta
ccactttecea
tggccacagce
cctaaccaga
ctaacacatt
ccatcctace
aaagacaccc
agacgggcte
tagtaagatt
atcaaaagga
acccccacgg
tactaacccce
tcaatagaag
cacctgagtt
atctgaacac

taaacctcaa

cacgggagct
cgagacgctg
ctattattta
attaattaat
cacagacatc
acttaaacac
tttcaaattt
attttccecet
cagcacacac
cccacagttt
acatcaceccce
acacatgcaa
acaagcatca
gaaacagcag
agggttggtc
ccggcgtaaa
gtaaaaaact
acaatagcta

cagttaaatc
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ctecatgeat
gagccggagce
tcgecacctac
gcttgtagga
ataacaaaaa
atctctgcca
tatcttttgg
ccecactecca
acaccgctgce
atgtagctta
ataaacaaat
gcatccecgt
agcacgcagc
tgattaacct
aatttcgtgce
gagtgtttta
ccagttgaca
agacccaaac

aacaaaactg

ttggtatttt
accctatgtc
gttcaatatt
cataataata
atttccacca
aaccccaaaa
cggtatgcac
tactactaat
taaccccata
cctcctcaaa
aggtttggtc
tcecagtgagt
aatgcagctc
ttagcaataa
cagccaccgce
gatcaccccce
caaaatagac
tgggattaga

ctcgccagaa

21

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

1020
1080

1140



cactacgagc
agcctgttcet
ccgccatett
acgttaggtc
aaaactacga
agtagagtgce
aagtatactt
cgtaacatgg
aaécacccaa
gccécaaacc
agtataggcyg
aaaaattata
ttaactagaa
acctaagaac
ggtagaggcg
ttcaacttta
caaagaggaa
acacccatag
ctacctaaaa
accctataga
ctgcgtcaga
aagtcattat
aaagtaaaag
atcaccagta
aaccgtgcaa
acgagggttce
ggcataacac
cctaacaaac
cctecggagea
ctactatact
gcgeaatect
ggacatceceg

gtgatctgag

cacagcttaa
gtaatcgata
cagcaaaccc
aaggtgtagc
tagcccttat
ttagttgaac
caaaggacat
taagtgtact
cttacactta
cactccacct
atagaaattg
accaagcata
ataactttgc
agctaaaaga
acaaacctac
aatttgccca
cagctctttg
taggcctaaa
aatcccaaac
agaactaatg
ttaaaacact
taccctcact
gaactcggca
ttagaggcac
aggtagcata
agctgtctct
agcaagacga
ccacaggtcc

gaacccaacc

‘caattgatcc

attctagagt
atggtgcage

ttcagacegg

ES 2 484 044 T3

aactcaaagg
aacccegate
tgatgaaggc
ccatgaggtg
gaaacttaag
agggccectga
ttaactaaaa
ggaaagtgca
ggagatttca
tactaccaga
aaacctggcyg
atatagcaag

aaggagagcc

gcacacccgt

cgagcctggt
cagaacccte
gacactagga
agcagccace
atataactga
ttagtataag
gaactgacaa
gtcaacccaa
aatcttacce
‘cgcctgecca
atcacttgtt
tacttttaac
gaagacccta
taaactacca
tccgageagt
aataacttga
ccatatcaac
cgctattaaa

agtaatccag

acctggcggt
aacctcacca

tacaaagtaa

‘gcaagaaatg

ggtcgaaggt
agcgcgtaca
cccctacgcea
cttggacgaa
acttaacttg
caaccttagc
caatagatat
gactaacccc
aaagctaaga
ctatgtagca
gatagctggt
taaatcccct
aaaaaccttg
aattaagaaa
actcctcaca
taacatgaaa
ttaacagccc
cacaggcatg
cgcctgttta
gtgacacatg
ccttaaatag
cagtgaaatt
tggagcttta
aacctgcatt
acatgctaag

ccaacggaac

~aatagggttt

ggttcgtttg

gtcggtttct

27

gecttcatate
cctettgetce
gcgcaagtac
ggctacattt
ggatttagca
caccgceegt
tttatataga
ccagagtgta
accgctctga
caaaccattt
agtaccgcaa
tataccttct
cccecgaaac
aaatagtggg
tgtccaagat
tgtaaattta
tagagagagt
gcgttcaage
cccaattgga
acattctcct
aatatctaca
ctcataagga
ccaaaaacat
tttaacggcc
ggacctgtat
gacctgcccg
atttattaat
aaaaatttcg
acttcaccag
aagttaccct
acgacctega
ttcaacgatt

atctacnttc

cctctagagg
agcctatata
ccacgtaaag
tctaccccag
gtaaactaag
caccctecte
ggagacaagt
gcttaacaca
gctaaaccta
acccaaataa
gggaaagatg
gcataatgaa
cagacgagct
aagatttata

agaatcttag

actgttagtc.

aaaaaattta
tcaacaccca
ccaatctatc
ccgcataagce
atcaaccaac
aaggttaaaa
cacctctagc
gcggtaccct
gaatggctce
tgaagaggcg
gcaaacagta
gttggggega
tcaaagcgaa
agggataaca
tgttggatca
aaagtecctac

aaattcctece

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



ctgtacgaaa
tatcatctca
agagcecggt
aacaacatac
ttcctaatge
gttgtaggcc
gagcccctaa
ctcaccatcg
aacctaggcc
tcagggtgag
acaatctcat
tcctttaacc
tgacccttgg
gaccttgccg
cccttegeece
actacaatct
tttgtcacca
cgattcegcet
gcattactta
taagaaatat
cctfatttct
acctatcaca
aaaatgttgg
ctaccatctt
taggcctaga
gttccacaga
taatagctat
atcaatactc
ttcacttctg
tcacatgaca
taagccttct

accaaaccca

ggacaagaga
acttagtatt
aatcgcataa
ccatggccaa
ttaccgaacg
cctacgggcet
aacccgccac
ctcttctact
tcctatttat
catcaaactc
atgaagtcac
tctccaccct
ccataatatg
aaggggagtc
tattcttcat
tcectaggaac
agaccctact .
acgaccaact
tatgatatgt
gtctgataaa
aggactatga
ccccaﬁccta
ttataccctt
tgcaggcaca
aataaacatg
agctgccatce
cctcttcaac
atcattaata
agtcccagag
aaaactagcc
cctcactctce

gctacgcaaa ,
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aataaggcct
atacccacac
aacttaaaac
cctectacte
aaaaattcta
actacaaccc
atctaccatc
atgaaccccc
tctagccacc
aaactacgcc
cctagecatce
tatcacaaca
atttatctcc
cgaactagtc
agccgaatac
aacatatgac
tctaacctcce
catacacctc
ctccataccc
agagttactt
gaatcgaacc
aagtaaggtc
cccgtactaa
ctcatcacag
ctagctttta
aagtatttce
aatatactct
atcataatag
gttacccaag
cccatctcaa
tcaatcttat

atcttagcat

acttcacaaa
ccacccaaga
tttacagteca
ctcattgtac
ggctatatac
ttcgctgacg
accctctaca
ctccceccatac
tctagectag
ctgatcggceg
attctactat
caagaacacc
acactagcag
tcaggcttca
acaaacatta
gcactctccc
ctgttcttat
ctatgaaaaa
attacaatct
tgatagagta
catccctgag
agctaaataa
ttaatcccct
cgctaagctce
ttccagttct
tcacgcaage
ccggacaatg
ctatagcaat
gcacccctcet
tcatatacca
ccatcatagce

actcctcaat
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gcgecttece
acagggtttg
gaggttcaat
ccattctaat
aactacgcaa
ccataaaact
tcaccgcecece
ccaaccccect
ccgtttactce
cactgcgagc
caacattact
tctgattact
agaccaaccg
acatcgaata
ttataataaa
ctgaactcta
gaattcgaac
acttcctacc
ccagcattcc
aataatagga
aatccaaaat
gctatcgggce
ggcccaacce
gcactgattt
aaccaaaaaa
aaccgcatcce
aaccataacc
aaaactagga
gacatccggce
aatctctcce
aggcagttga

tacccacata

ccgtaaatga
ttaagatggc
tcectettett
cgcaatggca
aggccccaac
cttcaccaaa
gaccttagct
ggtcaaccte
aatcctctga
agtagcccaa
aataagtggce
cctgeccatca
aacccccette
cgccgecagge
caccctcacc
cacaacatat

agcatacccce

actcacccta

ccctcaaacc
gcttaaaccce
tctcegtgece
ccataccceceg
gtcatctact
tttacctgag
ataaaccctc
ataaﬁccttc
aatactacca
atagcccect

ctgcttctte

tcactaaacg

ggtggattaa

ggatgaataa

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



tagcagttcet
taactactac
ctcgcacctg
taggaggcect
caaaaaacaa
acttctacct
taaaaataaa
ccecttaccac
ggttaaatac
aacagctaag
ttaagctaag
aagcacccta
aagcccegge
ggagctggta
gccattttac
aagacattgg
taagcctccect
tctacaacgt
tcataatcgg
cgtttceecg
tcgcatctge
cagggaacta
caggtgtctc
cccctgecat
tcctacttct
Qcaacctcaa
acctattctg
taatctccea
tggtctgagce
ttacagtagg
ctatcecceac
aatgatctgce

tgactggcat

accgtacaac
cgcattccta
aaacaagcta
gccccegeta
tagcctcafc
acgcctaate
atgacagttt
gctactcecta
agaccaagag
gactgcaaaa
cccﬁtactag
atcaactggce
aggtttgaag
aaaagaggce
ctcaccecca
aacactatac
tattcgagcce
tatcgtcaca
aggctttggc
cataaacaac
tatagtggag
ctcccaccct
ctctatctta
aacccaatac
cctatctctce
caccacctte
atttttcggt
tattgtaact
tatgatatca
aatagacgta
cggcgtcaaa
tgecagtgctce

tgtattagca
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cctaacataa
ctactcaact
acatgactaa
accggcetttt
atccccacca
tactccacct
gaacatacaa
cctatctccce
ccttcaaagce
ccccactetg
accaatggga

ttcaatctac

ctgecttette

taacccectgt
ctgatgttcg
ctattattcg
gagctgggcc
gcccatgcat
aactgactag
ataagcttct
gccggagcad
ggagcctceg
ggggccatca
caaacgcccc
ccagtcctag
ttecgaccccg
caccctgaag
tactactccg
attggettcc
gacacacgag
gtatttagct
tgagccctag

aactcatcac

ccattcttaa
taaactccag
cacccttaat
tgcccaaatg
tcatagccac
caatcacact
aacccaccce
cttttatact
cctcagtaag
catcaactga
cttaaaccca
ttctcecegec
gaatttgcaa
ctttagattt
ccgacecgttg
gcgcatgagce
agccaggcaa
ttgtaataat
ttccectaat
gactcttacc
gaacaggttg
tagacctaac
atttcatcac

tcttecgtetg

.ctgctggcat

ccggaggadg
tttatattet
gaaaaaaaga
tagggtttat
catatttcac
gactegecace
gattcatctt

tagacatcgt
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tttaactatt
caccacgacce
tccatcecacce
ggccattatc
catcaccctce
actccccata
attcctccecc
aataatctta
ttgcaatact
acgcaaatca
caaacactta
gccgggaaaa
ttcaatatga
acagtccaat
actattctct
tggagtccta
cettetaggt
cttcttecata
aatecggtgee
tcecectetete
aacagtctac
catcttctcc
aacaattatc
atccgtccta
cactatacta
agaccccatt
tatcctacca
accatttgga
cgtgtgagca
ctececgetacce
actccacgga
tcttttcace

actacacgac

tatattatcc
ctactactat
ctecetceteee
gaagaattca
cttaacctct
tctaacaacg
acactcatcg
tagaaattta
taatttectgt
gccactttaa
gttaacag;t
aaggcgggag
aaatcacctce
gcttcactca
acaaaccaca
gécacagctc
aacgaccaca
gtaataccca
cccgatatgg
ctactcctge
ccteccttag
ttacacctag
aatataaaac
atcacagcag
ctaacagacc
ctataccaac
ggcttcggaa
tacataggta

caccatatat

ataatcatcg

agcaatatga

gtaggtggcc

acgtactacg

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
€780
6840
6900
6960

7020



ttgtagccca
tcattcactg
atttcactat
tatccggaat
tatcatctgt
gagaagcctt
agtgactata
ctagacaaaa
tccatgactt
tataggctaa
tacttcccct
ccttatctge
ﬁactaacatc
cctagtcctc
tcecteccett
ctacggcgga
cctgcgactce
aataattaca
agatgcaatt
ctacggtcaa
attaattccc
ccecctctag
agaaccaaca
aattaccccc
ctaccaccta
accaaaatga
gcecgecagtac
aacaaccgac
accatacaca
attgccacaa
tctataaacc

tctaagatta

cttccactat
atttccecta
catattcatc
gccceccgacgt
aggctcattc
cgcttcgaag
tggatgccecce
aaggaaggaa
tttcaaaaag
atcctatata
atcatagaag
ttectagtece
tcagacgctc
atcgccctcece
accatcaaat
ctaatcttca
cttgacgttg
tcacaagacg
ceccggacgte
tgctctgaaa
ctaaaaatct
agcccactgt
cctctttaca
atactcctta
cctccectceac
acgaaaatct
tgatcattct
taatcaccac
acactaaagg
ctaacctcct
tagccatggce

aaaatgccct
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gtcctatcaa
ttectcaggct
ggcgtaaatc
tactcggact
atttctctaa
cgaaéagtcc
ccaccctacc
tcgaaccccce
gtattagaaa
tcttaatggc
agcttatcac
tgtatgccct
aggaaataga
catccctacg
caattggcca
actcctacat
acaatcgagt
tcttgcactce
taaaccaaac
tctgtggagc
ttgaaatagg
aaagctaact
gtgaaatgcc
cactattcct
caaagcccat
gttégcttca
atttcccect
ccaacaatga
acgaacctga
cggactccetg
catcccctta

agcccactte

taggagctgt
acaccctaga
taactttectt
accccgatgce
cagcagtaat
taatagtaga
acacattcga
caaagctggt
aaccatttca
acatgcagcg
ctttcatgat
tttcctaaca
aaccgtctga
catcctttac
ccaatggtac
acttccccecca
agtactcccg
atgagctgtce
cactttcacc
aaaccacagt
gccegtattt
tagcattaac
ccaactaaat
catcacccaa
aaaaataaaa
ttcattgcce
ctattgatcc
ctaatcaaac
tctcttatac
cctcactcat
tgagcgggca

ttaccacaag
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atttgccatc
ccaaacctac
cccacaacac
atacaccaca
attaataatt
agaaccctcce
agaaccégta
ttcaagccaa
taactttgtc
caagtaggtc
cacgccctca
ctcacaacaa
actatcctgce
ataacagacg
tgaacctacg
ttattecctag
attgaagccc
cccacattag
gctacacgac
ttcatgccca
accctatagce
cttttaagtt
actaccgtat
ctaaaaatat
aattataaca
ccacaatcct
ccacctccaa
taacctcaaa
tagtatcctt
ttacaccaac
cagtgattat

gcacacctac

ataggaggct
gccaaaatcce
tttctecggcece
tgaaacatcc
ttcatgattt
ataaacctgg
tacataaaat
cccecatggece
aaagttaaat
tacaagacgc
taatcatttt
aactaactaa
ccgccatcat
aggtcaacga
agtacaccga
aaccaggcga
ccattcgtat
gcttaaaaac
cgggggtata
tcétcctaga
accccctcta
aaagattaag
ggcccaccat
taaacacaaa
aaccctgaga
aggcctaccce
atatctcatc
acaaatgata
aatcattttt
cacccaacta
aggctttcge

accccttatc

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880

8940



cccatactag
cgcctaaccg
ctagcaatat
ctgactatcc
agcctctacc
aacccagccce
ccatgtgatt
taaccatata
caccacctgt
ttttcttege
taggagggca
taaacacatc
tagaaaacaa
attttaccct
tctacggctce
caactttcct
actttggctt
tgtatgtctc
tccaattaac
taatcaacac
acggctacat
gcgtececttt
aaattgccct
ttatgtcatc
aaaaaggatt
cattaaatta
catttaccat
tatgcctaga
cccacﬁccct
cagcggtggg
ataacctaaa
gacatgactt

tagcatcatc

ttattatcga
ctaacattac
caaccattaa
tagaaatcgc
tgcacgacaa
atgaccccta
tcacttccac
ccaatgatgg
ccaaaaaggc
aggatttttc
ctggccecca
cgtattactc
ccgaaaccaa
cctacaagcc
aacatttttt
cactatctgc
cgaagccgcco
catctattga
tagttttgac
cctectagece
agaaaaatcc
ctccataaaa
ccttttacce
cctcttatta
agactgaacc
tgataatcat
ctcacttcta
aggaataata
cttagccaat
cctageccta
cctactccaa
tccaaaaaac

cctctactat
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aaccatcagce
tgcaggccac
ccttcectet
tgtcgectta
cacataatga
acaggggccce
tccataacgce
cgcgatgtaa
cttcgatacg
tgagcctttt
acaggcatca
gcatcaggag
ataattcaag
tcagagtact
gtagccacag
ttcatccgcece
gcctgatact
tgagggtctt
aacattcaaa
ttactactaa
accccttacg
ttecttcttag
ctaccatgag
atcatcatcc
gaattggtat
atttaccaaa
ggaatactag

ctatcgetgt

attgtgecta

ctagtctcaa
tgctaaaact
acataatttg

tttttaacca

ctacteattc
ctactcatgc
acacttatca
atccaagcct
cccaccaatc
tctcagcect
tcectcatact
cacgagaaag
ggataatcct
accactccag
ccccgctaaa
tatcaatcac
cactgcttat
tcgagtctcee
gcttcecacgg
aactaatatt
ggcattttgt
actcttttag
aaagagtaat
taattattac
agtgcggett
tagctattac
ccctacaaac
tagccctaag
atagtttaaa
tgccecteat
tatatcgcecte
tcattatage
ttgccatact
tctecaacac
aatcgtcceca
aatcaacaca

aatcaacaac
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aaccaatagc
acctaattgg
tcttcacaat
acgttttcac
acatgcctat
cctaatgacc
aggcctacta
cacataccaa
atttattacc
cctageccecet
tccectagaa
ctgagctcac
tacaatttta
cttcaccatt
acttcacgtc
tcactttaca
agatgtggtt
tataaatagt
aaacttcgcc
attttgacta
cgaccctata
cttcttatta
aactaacctg
tctggcctat
caaaacgaat
ttacataaat
acacctcata
tactctcata
agtctttgee
atatggecta
acaattatat
accacccaca

aaéctattta

cctggeecgta
aagcgccacc
tctaattcta
acttctagta
catatagtaa
teccggectag
accaacacac
ggccaccaca
tcagaagttt
accccccaat
gtcceactce
catagtctaa
ctgggtcetct
tccgacggcea
attattggct
tccaaacatc
tgactatttc
accgttaact
ttaattttaa
ccacaactca
tcceecgecece
tttgatctag
ccactaatag
gagtgactac
gatttcgact
attatactag
tectecctac
accctcaaca
gcctgcgaag
gactacgtac
tactaccact
gcctaattat

gctgttcecce

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

' 10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920



aaccttttce
cctcacaatc
ctacctctct
actaatcata
ccgatgaggce
agtaggctcc
aaacattcta
aatatgacta
atgactccct
actcttaaaa
aaaacacata
catctgccta
agccctcegta
tctcataatc
cgaacgcact
aatagctttt
cctactggga
acttacagga
aéaatggggc
caccctcatg
taécgggttt
cagaggctta
catgtctaac
gccccaaaaa
accctaaccce
aaaaactcat
ttccccacaa
gccacaacce
ttcatccctg
aactcagacc
ctaatcttag

attatatcct

tccgaccecee
atggcaagcc
atactaatct
ttttatatet
aaccagccag
cttccectac
ctactcactc
gcttacacaa
aaagcccatg
ctaggcggct
gcctacccct
cgacaaacag
gtaacagcca
gcccacgggce
cacagtcgca
tgatgacttc
gaactctctg
ctcaacatac
tcactcaccc
ttcatacacc
tcctettgta
cgacccctta
aacatggctt
ttttggtgca
tgacttccct
acccccatta
caatattcat
aaacaaccca
tagcattgtt
caaacattaa
ttaccgctaa

tcttgctcat
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taacaacccc
aacgccactt
ccctacaaat
tcttcgaaac
aacgcctgaa
tcatcgcact
tcactgccca
tagcttttat
tcgaagcccec
atggtataat
tcecttgtact
acctaaaatc
ttctcatcca
ttacatcctc
tcataatcct
ﬁagcaagcct
tgctagtaac
tagtcaéagc
accacattaa
tatccccecat
aatatagttt
tttaccgaga
tctcaacttt
actccaaata
aattcccccce
tgtaaaatce
gtgcctagac
gctctcccta
cgttacatgg
tcagttcttc
caacctattc

cagttgatga

cctectaata
atccagtgaa
ctccttaatt
cacacttatc
cgcaggcaca
aatttacact
agaéctatca
agtaaagata
catcgctggg
acgcctcaca
atccctatga
gctcattgca
aaccccctga
attactattc
ctctcaagga
cgctaacctce
cacgttctcc
cctatactcce
caacataaaa
tctectecta
aaccaaaaca
aagctcacaa
taaaggataa
aaagtaataa
atccttacca
attgtcgcat
caagaagtta
agcttcaaac
tccatcatag
aaatatctac
caactgttca

tacgcccgag
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ctaactacct
ccactatcac
ataacattca
cccaccttgg
tacttcctat
cacaacaccce
aactcctgag
cctctttacg
tcaatagtac
ctcattctca
ggcataatta
tactcttcaa
agcttcaccg
tgcctagcaa
cttcaaactc
gccttaccce
tgatcaaata
ctctacatat
ccectecatteca
tcecetcaacce
tcagattgtg
gaactgctaa
cagctatcca
ccatgcacac
ccctcgttaa
ccacctttat
ttatctcgaa
tagactactt
aattctcact
tcatcttcct
tcggctgaga

cagatgccaa

gactcctacc
gaaaaaaact
cagccacaga
ctatcatcac
tctacaccct
taggctcact
ccaacaactt
gadtccactt
ttgccgcagt
accccectgac
taacaagctc
tcagccacat
gcgcagtcat
actcaaacta
tactcccact
ccactattaa
tcactctect
ttaccacaac
cacgagaaaa
ccgacatcat
aatctgacaa
ctcatgcccc
ttggtcttag
tactataacc
ccctaacaaa
tatcagtcte
ctgaéactga
ctccataata
gtgatatata
aattaccata
gggcgtagga

cacagcagcc

10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780

12840



attcaagcaa
tttatcctac
agcctcaccce
ctccacccect
tcaagcacta
aatagcccac
gcagtctgcg
caactaggac
atctgtaccc
aaccttaaca
acttcaacct
ttctactcca
ctatctatta
ctcaccctaa
accctactaa
actaaca;ca
acagccctcg
aacaaactta
taccctagca
cccctactcece
caccaaatct
ctctctttct
agcaatctca
tcaacgccca
ccectctect
cccatcatac
actcaccaag
tgtagtatat
catataacct
tactaaacce
acccacacte
caatgatatg

caaaactaac

tcctatacaa
actccaactc
cactactagg
gactcccctce
tagttgtagce
taatccaaac
cccttacaca
tcataatagt
acgccttctt
atgaacaaga
ccctcaccat
aagaccacat
ctctcatcge
caggtcaacc
accccattaa
tttccececge
ctgtcacttt
aaataaaatc
tcacacaccyg
tcctagacct
ccacctccat
tcttcccact
attacaatat
taatcataca
tcataaatta
tctttcaccce
acctcaaccce
ccaaagacaa
cccccaaaat
ccataaatag
aacagaaaca
aaaaaccatc

ccectaataa
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ccgtatcgge
atgagaccca
cctcctecta
agccatagaa
aggaatcttc
tctaacacta
aaatgacatc
tacaatcggc
caaagccata
tattcgaaaa
tggcagccta
catcgaaacc
tacctccctg
tcgecttcecece
acgcctggca
atcccccttq
cctaggactt
cccactatgc
cacaatcccc
aacctgacta
catcacctca
catcctaacc
atacaccaac
aagcccecccegce
ttcagcttce
acagcaccaa
ctgaccccca
ccatcattcc
tcagaataat
gagaaggctt
aagcétacat
gttgtatttc

aattaattaa

gatatcggtt
caacaaatag
gcagcagcag
ggccccaccece
ttactcatcc
tgcttaggcg
aaaaaaatcg
atcaaccaac
ctatttatgt
ataggaggac
gcattagcag
gcaaacatat
acaagcgcct
acccttacta

gccggaagcec

‘caaacaacaa

ctaacagccc
acattttatt
tatctaggcc
gaaaagctat
acccaaaaag
ctactcctaa
aaacaatgtt
accaatagga
tacactatta
tcctacctce
tgcctcaggé
ccctaaataa
aacacacccg
agaagaaaac
cattattctc
aactacaaga

ccactcattc
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tcatcctege
ccecttctaaa
gcaaatcagce
cagtctcégc
gcttecacce
ctatcaccac
tagccttctce
cacacctagc
gctcecgggte
tactcaaaac
gaataccttt
catacacaaa
atagcactcg
acattaacga
tattcgcagg
tccecectcta
tagacctcaa
tctccaacat
ttcttacgag
tacctaaaac
gcataattaa
tcacataacc
caaccagtaa
tcctececgaa
aagtttacca
atcgctaacc
tactcctcaa
attaaaaaaa
accacaccgc
ccecacaaacc
gcacggacta
acaccaatga

atcgacctcece

cttagcatga
cgctaatcca
ccaattaggt
cctactccac
cctagcagaa
tctgttcgca
cacttcaagt
attcctgcac
catcatccac
catacctctc
cctcacaggt
cgcctgagcec
aataattctt
aaataacccc
atttctcatt
cctaaaactc
ctacctaacc
actcggattc
ccaaaacctg
aatttcacag
actttacttc
tattcccccg
ctactactaa
tcaaccctga
caaccaccac
ccactaaaac
tageccatcgce
ctattaaacc
taacaatcaa
ccattactaa
caaccacgac
cceccaatacg

ccaccccatce

12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820



caacatctcc
caccacagga
aatcgcccac
tggcgcctca
atcatttcte
aacagccttc
aattacaaac
aggaggctac
gcccttecatt
aaacaacccce
aatcaaagac
ctcaccagac
tcceccacatce
taaéaaacta
catcctccat
ttgactccta
ccecttttacce
aataccaact
aaactaatac
gaaaaagtct
ctgttctttce
accgctatgt
acttgaccac
caagcaagta
cctecacccac
catttaccgt
tcagataggg
actctcctcg
ctggttccta
atcacgatg
<210>9

<211> 22

<212> ADN
<213> artificial

gcatgatgaa
ctattcctag
atcactcgag
atattcttta
tactcagaaa
ataggctatg
ttactatccg
tcagtagaca
attgcagccc
ctaggaatca
gcccteggcet
ctcctaggeg
aagcccgaat
ggaggcgtcc
atatccaaac
gccgcagacce
atcattggac
atctccctaa
accagtcttg
ttaactccac
atggggaagc
atttcgtaca
ctgtagtaca
cagcaatcaa
taggatacca
acatagcaca
gtceccttgac
ctcegggece

cttcagggtc
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acttecggctce
ccatgcacta
acgtaaatta
tcﬁgcctctt
cctgaaacat
tcctececegtyg
ccatcccata
gtcccaccct
tagcaacact
cctcccattce
tacttctcett
acccagacaa
gatatttcct
ttgccctatt
aacaaagcat
tcctecattet
aagtagcatc
ttgaaaacaa
taaaccggag
cattagcacc
agatttgggt
ttactgccag
taaaaaccca
ccctcaacta
acaaacctac
ttacagtcaa
caccatcctce
ataacacttg

ataaagccta

actccttggc
ctcaccagac
tggctgaatc
cctacacatc
cggcattatc
aggccaaata
cattgggaca
cacacgatte
ccacctccta
cgataaaatc
ccttctctcece
ttatacccta
attcgcctac
actatccatc
aatatttcgce
aacctgaatc
cgtactatac
aatactcaaa
atgaaaacct
caaagctaag
accacccaag
ccaccatgaa
atccacatca
tcacacatca
ccacccttaa
atcccttcte
cgtgaaatca
ggggtagcta

aatagcccac

34

gcctgectga
gcctcaaccg
atccgctacc
gggcgaggcec
ctcectgcettg
tcattctgag
gacctagttc
tttacctttc
ttcttgcacg
accttccacc
ttaatgacat
gccaacccct
acaattctcc
ctcatcctag
ccactaagcc
ggaggacaac
ttcacaacaa

tgggectgte

‘ttttccaagg

attctaattt
tattgactca
tattgtacqgg
aaaccccectce
actgcaactc
cagtacatag
gtccccatgg
atatceccgea
aagtgaactg

acgttccecct

tcectccaaat
ccttttcatce
ttcacgccaa
tatattacgg
caactatagc
gggccacagt
aatgaatctg
acttcatctt
aaacgggatc
cttactacac
taacactatt
taaacacccc
gatccgtccce
caataatccc
aatcacttta
cagtaagcta
tcctaatcct

cttgtagtat

acaaatcaga’

aaactattct
cccatcaéca
taccataaat
cccatgctta
caaagccace
tacataaagc
atgaccccce
caagagtgct
tatccgacat

taaataagac

14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15800
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560

16569
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<220>
<223> Cebador directo para la deteccioén de la secuencia de 3,4 kb delecionada en el ADNmt

<400>9
cccactcatc acctaaacct ac

<210> 10
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso para la secuencia de 3,4 kb delecionada.

<400> 10
ggtaggagto aggtagttag
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar un cancer en un individuo que comprende:
a) extraer ADN mitocondrial, ADNmt, de una muestra bioldgica del individuo;

b) cuantificar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene una delecion de aproximadamente 3.379 pares
de bases en la secuencia de acido nucleico que abarca aproximadamente los residuos 10.744 a 14.124 del
genoma de ADNmt;

c) comparar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene la delecion con al menos un valor de referencia
conocido;

en el que el cancer es cancer de mama.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el al menos un valor de referencia conocido es la cantidad de la
delecion en una muestra de referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal no canceroso conocido.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que el al menos un valor de referencia conocido es la cantidad de la
delecion en una muestra de referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal canceroso conocido.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que el valor de referencia conocido es la cantidad de la deleciéon en una
muestra de referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal no canceroso conocido,

en el que una cantidad elevada de la delecién en la muestra bioldgica comparada con la muestra de
referencia es indicativa de cancer.

5. El método de la reivindicacion 4, que comprende ademas la etapa de comparar la cantidad de ADNmt en la
muestra que tiene la delecion con la cantidad de la delecion en una muestra de referencia de ADNmt de tejido o
fluido corporal canceroso conocido.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que el valor de referencia conocido es la cantidad de la delecion en una
muestra de referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal canceroso conocido,

en el que un nivel similar de la delecion en la muestra biolégica comparado con la muestra de referencia es
indicativo de cancer.

7. El método de la reivindicacion 6, que comprende ademas la etapa de comparar la cantidad de ADNmt en la
muestra que tiene la delecidon con la cantidad de la delecion en una muestra de referencia de ADNmt de tejido o
fluido corporal no canceroso conocido.

8. Un método para monitorizar a un individuo para el desarrollo de un cancer que comprende:
a) extraer ADNmt de una muestra bioldgica del individuo;

b) cuantificar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene una delecion de aproximadamente 3.379 pares
de bases en la secuencia de acido nucleico que abarca aproximadamente los residuos 10.744 a 14.124 del
genoma de ADNmt;

c) repetir las etapas a) a b) durante una duracién de tiempo,
en el que un nivel incrementado de la delecién durante la duracion de tiempo es indicativo de cancer;
en el que el cancer es cancer de mama.

9. El método de la reivindicacion 8, que comprende ademas al menos una etapa seleccionada del grupo que
consiste en: (a) comparar la cantidad de ADNmt en la muestra que tiene la delecion con la cantidad de la delecion
en una muestra de referencia de ADNmt de tejido o fluido corporal no canceroso conocido; y (b) comparar la
cantidad de ADNmt en la muestra que tiene la delecién con la cantidad de la delecién en una muestra de referencia
de ADNmt de tejido o fluido corporal canceroso conocido.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la delecion tiene una secuencia de
acido nucleico correspondiente a la secuencia identificada en SEQ ID NO: 1.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cuantificacion de la delecion incluye
en primer lugar amplificar una region diana de ADNmt que es indicativa de la delecion, y cuantificar la cantidad de la
region diana amplificada.
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12. El método segun la reivindicacion 11, en el que la amplificacion de la region diana se lleva a cabo usando una
pareja de cebadores de amplificacion, uno de la pareja de cebadores de amplificacion que se superpone con un
empalme que une las regiones en extremos opuestos de la delecion.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de cuantificacién se lleva a
cabo usando PCR en tiempo real.

14. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa de cuantificacion se lleva a cabo usando PCR en tiempo real
y en el que el valor de referencia es un umbral de ciclo.

15. El método de la reivindicacion 11 6 14, en el que se usa un cebador de PCR que tiene una secuencia
correspondiente a SEQ ID NO: 2 como parte de una pareja de cebadores de amplificacion para amplificar la region
diana.

16. El método de la reivindicacion 11 6 14, en el que uno de una pareja de cebadores de PCR usado en la
amplificacion de la region diana se superpone con una region con empalme de ADNmt después de la delecion de la
secuencia correspondiente a SEQ ID NO: 1.

17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra bioldgica es un tejido
corporal o fluido corporal.

18. El método de la reivindicacién 17, en el que la muestra biolégica se selecciona de tejido de mama y orina.
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Figura 1

Diseno de Cebador para la Delecion de 3.4kb

10729

TAGACTACGTACATA

14139

CTAACCCTACTCCTA

CEBADOR FINAL: TAGACTACGTACATACTAACCCTACTCCTA
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Figura2

Delecién 3,4 en Participantes Malignos y Benignos Sintematicos:
Comparacion de Umbral de Ciclo

1 2 2 4 5 B 7 8 8 10 11 1213 194 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 18 2% 30 ¥ 32

| ——spe hemigno sintomatico i maligno
! i . Lineal [benigno sintomatico] ... . Lineal [maligno))

— SR

39



ES 2 484 044 T3

| B0 WIOL¥ N+

auslred

AR e SN R S AR D s s e e

1 Il o ) el -1 I L L il i I i i
' ~ A cEM T R e D e s e <k - £ " E & m.,.—
. (s R LT t { r i " . PR . H - ¢
o3 L : Wty * 3 S T ‘ Lo i .
Ty T AL EAPRR V. T n et o PO L ) !
AT n AL e glpe i LST T 5 £y T .
! o b m e e i a®cow )
: T _ 10
[ 5 ¥
1] Ca . v
| T R SR e e e w
I+ . Pt
i L4

T
=
L]

[For]
L

o210 =p |elquin)

=
-

40

¢ enbi4



Sensibilidad

10

ES 2 484 044 T3

Figura 4

Curva ROC
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Figura5
CurvaROC
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Figura6
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Figura7

Curva ROC
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