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DESCRIPCION
Deteccion de neoplasia a partir de una muestra de heces
Antecedentes

1. Campo técnico

Este documento se refiere a procedimientos y materiales implicados en la deteccion de neoplasias premalignas y
malignas (por ejemplo, cancer colorrectal y pancreatico).

2. Informacién sobre antecedente

Aproximadamente la mitad de todas las muertes por cancer en los Estados Unidos resulta de cancer del tracto
aerodigestivo. Por ejemplo, de las muertes anuales estimadas por cancer, aproximadamente el 25 por ciento
resultan de cancer de pulmoén; aproximadamente el 10 por ciento resultan de cancer colorrectal; aproximadamente el
6 por ciento resultan de cancer de pancreas; aproximadamente el 3 por ciento resultan de cancer de estdmago; y
aproximadamente el 3 por ciento resultan de cancer de eso6fago. Ademas, mas del 7 por ciento de las muertes
anuales por cancer resultan de otros canceres del tracto aerodigestivo, tales como canceres naso-oro-faringeo, del
conducto biliar, de vesicula biliar, e intestino delgado.

Sumario

El presente documento se refiere a procedimientos y materiales para detectar neoplasias premalignas y malignas
(por ejemplo, cancer colorrectal y pancreatico). Por ejemplo, el presente documento proporciona procedimientos y
materiales que pueden usarse para determinar si una muestra (por ejemplo, una muestra de heces) de un mamifero
contiene un marcador para una neoplasia premaligna y maligna, tal como un marcador de una neoplasia colénica o
supracolénica del tracto aerodigestivo localizada en el mamifero. La deteccion de dicho marcador en una muestra de
un mamifero puede permitir a un médico diagnosticar cancer en una fase temprana. Ademas, el analisis de una
muestra tal como una muestra de heces puede ser mucho menos invasivo que otros tipos de técnicas de diagnostico
tales como endoscopia.

El presente documento se basa, en parte, en el descubrimiento de que marcadores particulares de acido nucleico,
marcadores polipeptidicos, y combinaciones de marcadores presentes en una muestra biolégica (por ejemplo, una
muestra de heces) que puede usarse para detectar una neoplasia localizada, por ejemplo, en el intestino delgado de
un mamifero, la vesicula biliar, el conducto biliar, el pancreas, el higado, el estémago, el eséfago, el pulmédn, o las
vias respiratorias naso-oro-faringeas. Por ejemplo, como se describe en el presente documento, pueden analizarse
las deposiciones para identificar mamiferos que tienen cancer. Una vez se ha determinado que un mamifero
particular tiene heces que contienen un marcador o conjunto de marcadores especificos de neoplasia, pueden
usarse técnicas adicionales de exploracion para cancer para identificar la localizacién y naturaleza de la neoplasia.
Por ejemplo, puede analizarse una muestra de heces para determinar que el paciente tiene una neoplasia, mientras
que pueden usarse técnicas de imagenes por resonancia magnética (MRI), analisis endoscdpico, y biopsia tisular
para identificar la localizaciéon y naturaleza de la neoplasia. En algunos casos, puede usarse una combinacion de
marcadores para identificar la localizacién y naturaleza de la neoplasia sin técnicas adicionales de exploracion para
cancer tales como técnicas de MRI, analisis endoscdpico, y biopsia tisular.

En general, un aspecto del presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer pancreatico en un
mamifero. El procedimiento comprende, o consiste esencialmente en determinar la proporcién de un polipéptido
elastasa 3A a un polipéptido pancreatico alfa-amilasa presente dentro de una muestra de heces. La presencia de
una proporcion mayor de aproximadamente 0,5 indica que el mamifero tiene cancer pancreatico. La presencia de
una proporcién menor de aproximadamente 0,5 indica que el mamifero no tiene cancer pancreatico.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer pancreatico en un
mamifero. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en determinar el nivel de un polipéptido elastasa
3A en una muestra de heces del mamifero. La presencia de un nivel aumentado de un polipéptido elastasa 3A, en
comparacién con un nivel de control normal, es indicativa de cancer pancreatico en el mamifero.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer pancreatico en un
mamifero. El procedimiento comprende, o consiste esencialmente en determinar el nivel de un polipéptido
carboxipeptidasa B en una muestra de heces del mamifero. Un aumento en el nivel de un polipéptido
carboxipeptidasa B, en comparaciéon con un nivel de control normal, es indicativo de cancer pancreatico en el
mamifero.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer pancreatico en un
mamifero. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en determinar si una muestra de heces del
mamifero comprende o no una proporciéon de un polipéptido carboxipeptidasa B a un polipéptido carboxipeptidasa
A2 que es mayor de aproximadamente 0,5. La presencia de la proporcién mayor de aproximadamente 0,5 indica que
el mamifero tiene cancer pancreatico.
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En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer o precancer en un
mamifero. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en determinar si una muestra de heces del
mamifero tiene o no un aumento en la cantidad de fragmentos de ADN menores de 200 pares de bases de longitud,
en comparacion con un control normal. La presencia del aumento en la cantidad de fragmentos de ADN menores de
200 pares de bases de longitud indica que el mamifero tiene cancer o precancer. Los fragmentos de ADN pueden
ser menores de 70 pares de bases de longitud.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer o precancer colorrectal en
un mamifero. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en determinar si una muestra de heces del
mamifero tiene o no un valor de mutacion elevado de K-ras (homdlogo del oncogén viral de sarcoma-2 de rata de
Kirsten (v-Ki-ras2) (n° de acceso a GenBank NM_033360; gi|34485724]|)), un estado de metilacion elevado de BMP3
(proteina morfogenética 6sea 3 (n° de acceso a GenBank M22491; gi|179505)), y un nivel elevado de ADN humano
en comparacién con un control normal. La presencia de un valor de mutacion elevado de K-ras, un estado de
metilacion elevado de BMP3, y un nivel elevado de ADN humano indica que el mamifero tiene cancer o precancer
colorrectal. El valor de mutacion de K-ras puede medirse por analisis digital de curvas de fusion. El valor de
mutacion de K-ras puede medirse por PCR cuantitativa especifica de alelo.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer o precancer del tracto
aerodigestivo en un mamifero. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en determinar si una muestra
de heces del mamifero tiene o no un valor de mutacion elevado de K-ras, un estado de metilacion elevado de BMP3,
y un nivel elevado de ADN humano en comparacion con un control normal. La presencia del valor de mutacién
elevado de K-ras, el estado de metilacion elevado de BMP3, y el nivel elevado de ADN humano indica que el
mamifero tiene cancer o precancer del tracto aerodigestivo. El valor de mutacion de K-ras puede medirse por
analisis digital de curvas de fusion. El valor de mutacion de K-ras puede medirse por PCR cuantitativa especifica de
alelo. El procedimiento puede comprender adicionalmente determinar si una muestra de heces del mamifero tiene o
no un valor de mutacion elevado de APC. El valor de mutacion de APC puede medirse por analisis digital de curvas
de fusion.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer o precancer del tracto
aerodigestivo en un mamifero. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en determinar so el mamifero
tiene o no al menos una mutacién en seis acidos nucleicos seleccionados entre el grupo que consiste en los acidos
nucleicos p16, p53, k-ras, APC (supresor tumoral de adenomatosis poliposis coli (n° de acceso a GenBank
N_000038; gi|1189011564)), SMAD4 (miembro de la familia SMAD 4 (n° de acceso a GenBank N_005359;
gi|195963400)), EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico (n° de acceso a GenBank NM_005228;
gi|41327737|)), CTNNB1 (catenina (proteina asociada a cadherina), beta 1 (88kD) (n° de acceso a GenBank
X87838; gi|154853|)), y BRAF (serina/treonina-proteina quinasa del proto-oncogén B-Raf (p94) (n° de acceso a
GenBank NM_004333; gi|187608632|)). La presencia de al menos una mutacion en cada uno de los seis acidos
nucleicos indica que el mamifero tiene cancer o precancer del tracto aerodigestivo. El procedimiento puede
comprender adicionalmente determinar si una muestra de heces del mamifero tiene o no un nivel elevado de un
polipéptido carboxipeptidasa B en comparacién con un control normal. La presencia del nivel elevado de un
polipéptido caboxipeptidasa B indica que el mamifero tiene cancer o precancer del tracto aerodigestivo en el
mamifero. El procedimiento puede comprender adicionalmente determinar si una muestra de heces del mamifero
tiene o no una cantidad elevada de fragmentos de ADN menores de 70 pares de bases de longitud en comparacion
con un control normal. La presencia de una cantidad elevada de fragmentos de ADN menores de 70 pares de bases
de longitud indica que el mamifero tiene cancer o precancer del tracto aerodigestivo. El procedimiento puede
comprende adicionalmente determinar si una muestra de heces del mamifero tiene o no una cantidad elevada de
fragmentos de ADN mayores de 100 pares de bases de longitud en comparacion con controles normales. La
presencia de la cantidad elevada de fragmentos de ADN mayores de 100 pares de bases de longitud indica que el
mamifero tiene cancer o precancer del tracto aerodigestivo. El procedimiento puede comprender adicionalmente
determinar si una muestra de heces del mamifero tiene o no un estado de metilacién elevado de BMP3. El estado de
metilacion elevado de BMP3 indica que el mamifero tiene cancer o precancer del tracto aerodigestivo. La etapa de
determinacion puede comprender el uso de analisis digital de curvas de fusion.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer o precancer del tracto
aerodigestivo en un mamifero. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en medir mutaciones en un
panel de matriz de marcadores en una muestra de heces. El panel de marcadores puede comprender medir
mutaciones de ADN en acidos nucleicos p16, p53, k-ras, APC, SMAD4, EGFR, CTNNB1, y BRAF. La presencia de
una mutacién en cada uno de los acidos nucleicos es indicativa de la presencia de cancer o precancer del tracto
aerodigestivo en un mamifero.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para detectar cancer del tracto aerodigestivo en
un mamifero. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en determinar si un estado de metilacién de un
acido nucleico ALX4 (homeobox 4 tipo aristaless (n° de acceso a GenBank AF294629; gi|10863748|)) en una
muestra de heces del mamifero esta elevado o no, en comparacién con un control normal. La presencia de un
estado de metilacion elevado de ALX4 indica la presencia de cancer del tracto aerodigestivo en el mamifero.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para diagnosticar cancer pancreatico en un
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mamifero. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en obtener una muestra de heces del mamifero,
determinar la proporcién de un polipéptido elastasa 3A a un polipéptido pancreatico alfa-amilasa presente dentro de
una muestra de heces, y comunicar un diagnodstico de cancer pancreatico si la proporcion es mayor de
aproximadamente 0,5, diagnosticando de este modo al mamifero con cancer pancreatico.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para diagnosticar a un mamifero con cancer
pancreatico. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en obtener una muestra de heces del mamifero,
medir mutaciones en un panel de matriz de marcadores de acidos nucleicos presentes en la muestra, determinar la
proporcion de un polipéptido carboxipeptidasa B a un polipéptido carboxipeptidasa A2 presente dentro de la
muestra, y comunicar un diagnéstico de cancer o precancer pancreatico si se detecta una mutacién en cada uno de
los acidos nucleicos del panel de marcadores y la proporcién es mayor de 0,5, diagnosticando de este modo al
mamifero. El panel de matriz de marcadores comprende o consiste esencialmente en acidos nucleicos p16, p53, k-
ras, APC, SMAD4, EGFR, CTNNB1, y BRAF.

En otro aspecto, el presente documento presenta un procedimiento para diagnosticar a un mamifero con cancer
colorrectal. El procedimiento comprende o consiste esencialmente en obtener una muestra de heces del mamifero,
detectar mutaciones en un panel de matriz de marcadores que comprende acidos nucleicos p16, p53, k- ras, APC,
SMAD4, EGFR, CTNNB1, y BRAF en ADN presente dentro de la muestra, medir el nivel de polipéptido
serotransferrina presente dentro de la muestra, y comunicar un diagndstico de cancer o precancer colorrectal so se
detecta una mutacion en cada uno de los acidos nucleicos y el nivel de un polipéptido serotransferrina esta elevado
en comparacion con un nivel de referencia, diagnosticando de este modo al mamifero.

Salvo que es defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tiene el
mismo significado que el comprendido habitualmente por un especialista en la técnica a la que pertenece esta
invencion. Aunque pueden usarse procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o ensayo de la presente invencion, a continuacion se describen procedimientos y
materiales adecuados. En caso de conflicto predominara la presente memoria descriptiva, incluyendo las
definiciones. Ademas, los materiales, procedimientos, y ejemplos son solamente ilustrativos y no pretenden ser
limitantes.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencidon se exponen en los dibujos adjuntos y la siguiente
descripcion. Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la invencidon seran evidentes por la descripcion y de las
reivindicaciones.

La presente invencion frente a la técnica anterior

En el documento US-A-2007/172823 el patron de mutaciones en APC se considera junto con K-ras, B-raf y beta-
catenina en el diagndstico de cancer colorrectal a partir de muestras de heces. El documento WO-A-01/42781
describe la determinacion de si una muestra de heces de un mamifero contiene un marcador especifico de neoplasia
de neoplasia supracolénica del tracto aerodigestivo y que dicho marcador puede incluir un acido nucleico que tiene
una mutaciéon puntual, que puede localizarse en un gen K-ras, APC, o p53, y acido nucleico que refleja la
inestabilidad del microsatélite, que puede localizarse en el segmento BAT-26 del gen de reparacion de
desapareamientos MSH2. ZOU HONGZHI y col. "Highly metilated genes in colorectal neoplasia: implications for
screening”, CANCER EPIDEMIOLOGY, BIOMARKERS AND PREVENTION, PHILADELPHIA, PA, US, vol. 16, n°
12, 1 de diciembre de 2007, paginas 2686-2696] describe patrones de elevada metilacion para los genes BMP3,
EYA2, ALX4 y vimentina en muestras de cancer colorrectal y la asociacion de K-ras mutante con metilacion de al
menos dos de estos genes en la mayoria de canceres y adicionalmente sugiere que estos marcadores de metilacion
pueden usarse para explorar cancer colorrectal en muestras de heces. H. ZOU: A Sensitive Method to Quantify
Human Long DNA in Stool: Relevance to Colorectal Cancer Screening”, CANCER EPIDEMIOLOGY, BIOMARKERS
AND PREVENTION, vol. 15, n® 6, 1 de junio de 2006, paginas 1115-1119 describe elevados niveles de ADN largo
humano en muestras de heces de pacientes con cancer colorrectal por amplificaciéon de una secuencia de repeticion
Alu de 245 pb.

En contraste a dicha técnica anterior, el procedimiento de la presente invencion definido en las reivindicaciones
detecta cancer colorrectal a través del uso de una combinacion especifica de tres marcadores que consiste en un
valor de mutacion elevado de K-ras, un estado de metilacion elevado de BMP3, y un nivel elevado de ADN humano
en comparaciéon con un control normal.

Una limitacién principal de los procedimientos de la técnica anterior es la insuficiencia de sensibilidad para detectar
cancer colorrectal para dichos marcadores solos entre el 42% y el 65% (véase por ejemplo la Tabla 1 de la memoria
descriptiva). Usando una combinacioén especifica de tres marcadores que consiste en un valor de mutacion elevado
de K-ras en combinacion con un estado de metilacion elevado de BMP3, y un nivel elevado de ADN humano se
provoco una sensibilidad sorprendentemente elevada para detectar cancer colorrectal del 90% como se resume en
la Tabla 1 de la memoria descriptiva y no se conoce a partir de la anterior técnica anterior citada.

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcién que no estan dentro del
alcance de dichas reivindicaciones se proporcionan solamente con fines ilustrativos y no forman parte de la presente
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invencion.
Descripcion de los dibujos

Figura 1: Niveles de corte ajustados con marcadores cuantitativos de heces para conseguir especificad del 95%
a través de la edad y el género usando el modelo Q-LEAD. La linea sdlida para mujeres, la linea de puntos para
hombres.

Figura 2: Deteccidon sensible y especifica de cancer pancreatico por proporcion fecal de carboxipeptidasa
B:carboxipeptidasa A2. Obsérvese que la proporciéon en deposiciones de pacientes con cancer colorrectal no es
diferente de las proporciones con controles sanos.

Figura 3: Niveles de elastasa cuantificados en deposiciones de pacientes con cancer pancreatico, pacientes con
cancer colorrectal, y controles sanos.

Figura 4: La proporcién de elastasa 3A:alfa amilasa pancreatica diferencia pacientes con cancer pancreatico de
pacientes con cancer colorrectal y de controles sanos.

Figura 5: Curva de fusion digital para detectar mutaciones por examen de genes diana (temperatura (eje x) frente
a fluorescencia normalizada a la temperatura (eje y)). Se usaron ocho pares de cebadores, que amplifican
fragmentos génicos de 100-350 pb, para examinar los genes K-ras y APC y detectar mutaciones (mutaciones de
sustitucion y delecion, respectivamente) a proporcion mutante/tipo silvestre del 1%.

Figura 6: Deteccion cuantitativa de mutaciones de baja abundancia por ensayo digital de curvas de fusion.
Variando las proporciones mutante:tipo silvestre del gen K-ras y APC se prepararon mezclas y se e4nsayaron de
forma ciega por curva de fusion digital.

Figura 7: Elevada sensibilidad analitica por curva de fusion digital (temperatura (eje x) frente a fluorescencia
normalizada a la temperatura (eje y)). Para ensayar el limite de deteccion del ensayo digital de curvas de fusion
(DMC), se hicieron adiciones de copias mutantes en copias de tipo silvestre a diluciones del 0,1, 0,5, 1, 5, y 10%.
DMC pudo detectar hasta un 0,1% de nivel mutante/tipo silvestre cuando se dispersaron 1000 copias en una
placa de 96 pocillos. Las cantidades de pocillos positivos aumentaron proporcionalmente cuando se aumentaban
las copias mutantes con adiciones. Se us6 un par de cebadores que amplifican un fragmento del gen K-ras de
248 pb como ejemplo aqui. Los cebadores que amplifican el gen K-ras de 119 pb, el gen APC de 162 pb, y el
gen APC de 346 pb también se usaron para ensayar el limite de deteccion y la propiedad cuantitativa de DMC.

Figura 8: Deteccion de exploracion superior de pdlipos precancerosos colorrectales por curva de fusion digital
(DMC). El histograma compara la sensibilidad por DMC con la de ensayos comunes de sangre oculta fecal
(Hemoccult y HemoccultSENSA) y por el ensayo comercial de ADN en deposiciones (PreGenPlus, Exact
Sciences). La deteccion por DMC fue significativamente mejor que por cualquier otro ensayo (p<0,05).

Figura 9: Distribuciones de ADN humano de fragmento corto (ADN corto) y ADN humano de fragmento largo
(ADN largo) en deposiciones de pacientes con colonoscopia normal, adenomas precanceroso grandes, y cancer
colorrectal. EI ADN humano se cuantificd por un ensayo de repeticiones Alu. EI ADN corto representa productos
de amplificacion de fragmento de 45 pb, y el ADN largo representa productos de amplificacion de 245 pb.

Figura 10: Distribuciones en deposiciones de ADN corto y largo en pacientes con cancer pancreatico y en
controles sanos. EI ADN corto representa productos de amplificacion de fragmento de 45 pb, y el ADN largo
representa productos de amplificacién de 245 pb.

Figura 11: Gen BMP3 metilado en deposiciones para la deteccion de neoplasia colorrectal. El BMP3 metilado se
cuantificé de forma ciega en deposiciones de pacientes con canceres colorrectales, adenomas precancerosos, e
individuos normales con PCR especifica de metilacion a tiempo real. Cada circulo representa una muestra de
heces.

Figura 12: Frecuencia de cambios de bases especificas en tumores colorrectales.
Descripcion detallada

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcidon que no estan dentro del
alcance de dichas reivindicaciones se proporcionan solamente con fines ilustrativos y no forman parte de la presente
invencion. El presente documento proporciona procedimientos y materiales referidos a la deteccion de una neoplasia
en un mamifero (por ejemplo, un ser humano). Por ejemplo, el presente documento proporciona procedimientos y
materiales para usar marcadores de acido nucleico, marcadores polipeptidicos, y combinaciones de marcadores
presentes en una muestra bioldgica (por ejemplo, una muestra de heces) para detectar una neoplasia en un
mamifero. Dicha neoplasia puede ser un cancer o precancer en la cabeza y cuello, pulmones y vias respiratorias,
esofago, estdbmago, pancreas, conductos biliares, intestino delgado, o recto del colon. Se apreciara que los
procedimientos y materiales proporcionados en el presente documento pueden usarse para detectar marcadores de
neoplasia en un mamifero que tiene una combinacion de diferentes neoplasias. Por ejemplo, los procedimientos y
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materiales proporcionados en el presente documento pueden usarse para detectar marcadores de acido nucleico
polipeptidicos en un ser humano que tiene neoplasias de pulmén y estémago.

En algunos casos, los procedimientos y materiales proporcionados en el presente documento pueden usarse para
cuantificar multiples marcadores en muestras bioldgicas (por ejemplo, heces) para producir alta sensibilidad para la
deteccion de lesiones (por ejemplo, neoplasias), conservando al mismo tiempo una elevada especificidad. Dichos
procedimientos pueden incluir, por ejemplo, un modelo légico que ajusta los limites de especificidad en base a la
edad, el género, u otras variables en una poblacion diana a ensayar o explorar.

En algunos casos, los procedimientos y materiales proporcionados en el presente documento pueden usarse para
determinar si un mamifero (por ejemplo, un ser humano) tiene cancer colorrectal o cancer pancreatico. Por ejemplo,
pueden usarse los marcadores serotransferrina, BMP3 metilado, y BRAF mutante en deposiciones para identificar a
un mamifero que probablemente tiene cancer colorrectal, mientras que pueden usarse los marcadores p16 mutante,
carboxipeptidasa B/A, y elastasa 2A para identificar a un mamifero que probablemente tiene cancer pancreatico.

Puede usarse cualquier procedimiento adecuado para detectar un marcador de acido nucleico en una muestra de
heces de mamifero. Por ejemplo, dichos procedimientos pueden implicar aislar ADN de una muestra de heces,
separar uno o mas ADN particulares del ADN total, someter los ADN a tratamiento con bisulfito, y determina si los
ADN separados estan anormalmente metilados (por ejemplo, hipermetilados o hipometilados). En algunos casos,
dichos procedimientos pueden implicar aislar ADN de una muestra de heces y determinar la presencia o ausencia de
ADN que tiene un tamafo particular (por ejemplo, ADN corto). Se aprecia que una Unica muestra de heces puede
analizarse para un marcador de acido nucleico o para multiples marcadores de acido nucleico. Por ejemplo, una
muestra de heces puede analizarse usando ensayos que detectan un panel de diferentes marcadores de acido
nucleico. Ademas, pueden recogerse multiples muestras de heces de un Unico mamifero y analizarse como se
describe en el presente documento.

El acido nucleico puede aislarse de una muestra de heces usando, por ejemplo, un kit tal como el QlAamp DNA
Stool Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA). Ademas, el acido nucleico puede aislarse de una muestra de heces
usando el siguiente procedimiento: (1) homogeneizar las muestras en un volumen en exceso (>1:7 p:v) de un
tampon de estabilidad de heces (Tris 0,5 M pH 9,0, EDTA 150 mM, NaCl 10 mM) agitando o mezclando de forma
mecanica; (2) centrifugar 10 gramos de heces equivalentes de cada muestra para retirar toda la materia particulada;
(3) afiadir 1 ul de 100 pg/ul de RNasa A al sobrenadante e incubar a 37°C durante 1 hora; (4) precipitar el acido
nucleico total con un volumen 1/10 de NaAc 3 M y un volumen igual de isopropanol; y (5) centrifugar y después
resuspender el sedimento de ADN en TE (Tris 0,01 M pH 7,4, EDTA 0,001 M). Las patentes de Estados Unidos
5.670.325; 5.741.650; 5.928.870; 5.952.178, y 6.020.137 también describen diversos procedimientos que pueden
usarse para preparar y analizar muestras de heces.

Puede purificarse uno o mas fragmentos especificos de acido nucleico a partir de una preparacion de acido nucleico
usando, por ejemplo, una técnica modificada de captura de hibridos especifica de secuencia (véase, por ejemplo,
Ahlquist y col. (2000) Gastroenterology, 119:1219-1227). Dicho protocolo puede implicar: (1) afiadir 300 pl de
preparacion de muestra a un volumen igual de una solucion de isotiocianato de guanidina 6 M que contiene 20 pmol
de oligonucledtidos biotinilados (obtenidos de, por ejemplo, Midland Certified Reagent Co., Midland, TX) con
secuencias especificas para los fragmentos de ADN a analizar; (2) incubar durante dos horas a 25°C; (3) afadir
perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina a la solucion e incubar durante una hora adicional a temperatura
ambiente; (4) lavar los complejos de captura perla/hibrido cuatro veces con tampén B+W 1X (NaCl 1 M, Tris-HCI
0,01 M pH 7,2, EDTA 0,001 M, Tween 20 al 0,1%); y (5) eluir el ADN capturado especifico de secuencia en 35 pl de
L-TE (Tris 1 mM pH 7,4, EDTA 0,1 M) por desnaturalizacién con calor de los complejos de captura perla/hibrido.
También puede usarse cualquier otra técnica adecuada para aislar fragmentos especificos de acido nucleico.

El acido nucleico puede someterse a tratamiento con bisulfito para convertir los restos no metilados de citosina en
restos de uracilo, dejando al mismo tiempo cualquier restos de 5-metilcitosina inalterado. Puede realizarse una
reaccion con bisulfito usando, por ejemplo, técnicas convencionales: (1) desnaturalizacion de aproximadamente 1 ug
de ADN genomico (la cantidad de ADN puede ser menor cuando se usan muestras de ADN micro-diseccionadas)
durante 15 minutos a 45°C con NaOH 2 N; (2) incubacion con hidroquinona 0,1 M y bisulfito sédico 3,6 M (pH 5,0) a
55°C durante 4-12 horas; (3) purificacion del ADN de la mezcla de reaccién usando columnas convencionales (por
ejemplo, disponibles en el mercado) miniprep de ADN u otras técnicas convencionales para la purificacion de ADN;
(4) resuspension de la muestra purificada de ADN en 55 ul de agua y adicion de 5 ul de NaOH N para una reaccion
de desulfonacién que tipicamente se realiza a 40°C durante 5-10 minutos; (5) precipitacion de la muestra de ADN
con etanol, lavado del ADN, y resuspension del ADN en un volumen apropiado de agua. La conversion con bisulfito
de restos de citosina en uracilo también puede conseguirse usando otros procedimientos (por ejemplo, el kit de
modificacion de ADN CpGenome™ de Serologicals Corp., Norcross, GA).

Puede usarse cualquier procedimiento apropiado para determinar si un ADN particular esta hipermetilado o
hipometilado. Pueden usarse técnicas convencionales de PCR, por ejemplo, para determinar los restos que estan
metilados, ya que las citosinas no metiladas convertidas en uracilo se remplazan por restos de timidina durante la
PCR. Las reacciones de PCR pueden contener, por ejemplo, 10 ul de ADN capturado que se ha tratado o no con
bisulfito sodico, tampdn de PCR 1X, dNTP 0,2 mM, cebadores especificos de secuencia 0,5 mM (por ejemplo,
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cebadores que flanquean una isla CpG dentro del ADN capturado), y 5 unidades de ADN polimerasa (por ejemplo,
ADN polimerasa Amplitaq de PE Applied Biosystems, Norwalk, CT) en un volumen total de 50 pl. Un protocolo tipico
de PCR puede incluir, por ejemplo, una etapa de desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min., 40 ciclos de
amplificacion que consisten en 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C, y 1 minuto a 72°C, y una etapa de extension final a
72°C durante 5 minutos.

Para analizar los restos dentro de un ADN capturado que estan metilados, pueden compararse las secuencias de
productos de PCR correspondientes a muestras tratadas con y sin bisulfito sddico. La secuencia el ADN no tratado
revelara las posiciones de todos los restos de citosina dentro del producto de PCR. Las citosinas que se mutilaron se
convertiran en restos de timidina en la secuencia del ADN tratado con bisulfito, mientras que los restos que no se
metilaron quedaran sin afectar por el tratamiento con bisulfito.

Los fragmentos purificados de acido nucleico de una muestra o muestras de heces pueden analizarse para
determinar la presencia o ausencia de una o mas mutaciones somaticas. Las mutaciones pueden ser cambios de
una Unica base, inserciones/deleciones cortas, o combinaciones de los mismos. Los métodos de analisis pueden
incluir secuenciacion basada en Sanger convencional, pirosecuenciacion, secuenciacion de siguiente generacion,
secuenciacion de una Unica molécula, y secuenciacion por sintesis. En algunos casos, el estado mutacional puede
determinarse por PCR digital seguida de analisis de curvas de fusion de alta resolucion. En otros casos, pueden
usarse cebadores o sondas especificas de alelo junto con procedimientos de amplificacion para detectar mutaciones
especificas en ADN de deposiciones. La firma mutacional puede comprender no solamente el evento de un cambio
de base o secuencia en un gen especifico, sino también la localizacién del cambio dentro del gen, ya sea
codificante, no codificante, sinénima o no sinénima, una transversion o transicion, y esté la secuencia dinucleotidica
cadena arriba y cadena abajo de la alteracion.

En algunos casos, una muestra puede evaluarse para la presencia o ausencia de un marcador polipeptidico. Por
ejemplo, puede usarse cualquier procedimiento apropiado para evaluar una muestra de heces para un marcador
polipeptidico indicativo de una neoplasia. Por ejemplo, puede usarse una muestra de heces en ensayos disefiados
para detectar uno o mas marcadores polipeptidicos. Pueden adaptarse o disefiarse procedimientos apropiados tales
como los descritos en otra parte (Aebersold y Mann, Nature, 422:198-207 (2003) y McDonald y Yates, Dis. Markers,
18:99-105 (2002)) para detectar polipéptidos en una deposicion. Por ejemplo, el control de reaccién individual
usando un espectrometro de masas TSQ puede abordar especificamente polipéptidos en una muestra de heces.
Pueden usarse instrumentos de alta resolucion como el LTQ-FT o LTQ orbitrap para detectar polipéptidos presentes
en una muestra de heces.

La expresion "nivel aumentado” como se usa en el presente documento con respecto al nivel de un polipéptido
elastasa 3A es cualquier nivel que esté por encima de un nivel medio de polipéptido elastasa 3A en una muestra de
heces de una poblacién aleatoria de mamiferos (por ejemplo, una poblacién aleatoria de 10, 20, 30, 40, 50, 100, 6
500 mamiferos) que no tienen un cancer del tracto aerodigestivo. Los niveles elevados de polipéptido de un
polipéptido elastasa 3A pueden ser cualquier nivel con la condiciéon de que el nivel sea mayor de un nivel de
referencia correspondiente. Por ejemplo, un nivel elevado de un polipéptido elastasa 3A puede ser 0,5, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, o mas veces mayor que el nivel de referencia de polipéptido elastasa 3A en una muestra normal. Se
aprecia que un nivel de referencia puede ser cualquier cantidad. Por ejemplo, un nivel de referencia para un
polipéptido elastasa 3A puede ser cero. En algunos casos, un nivel aumentado de un polipéptido elastasa 3A puede
ser cualquier nivel detectable de un polipéptido elastasa 3A en una muestra de heces.

La expresion "nivel aumentado” como se usa en el presente documento con respecto al nivel de un polipéptido
carboxipeptidasa B es cualquier nivel que esté por encima de un nivel medio de polipéptido carboxipeptidasa B en
una muestra de heces de una poblacion aleatoria de mamiferos (por ejemplo, una poblacién aleatoria de 10, 20, 30,
40, 50, 100, 6 500 mamiferos) que no tienen un cancer del tracto aerodigestivo. Los niveles elevados de polipéptido
de polipéptido carboxipeptidasa B pueden ser cualquier nivel con la condicion de que el nivel sea mayor de un nivel
de referencia correspondiente. Por ejemplo, un nivel elevado de polipéptido carboxipeptidasa B puede ser 0,5, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, o mas veces mayor que el nivel de referencia de polipéptido carboxipeptidasa B observado en
una muestra normal de heces. Se aprecia que un nivel de referencia puede ser cualquier cantidad. Por ejemplo, un
nivel de referencia para un polipéptido carboxipeptidasa B puede ser cero. En algunos casos, un nivel aumentado de
un polipéptido carboxipeptidasa B puede ser cualquier nivel detectable de un polipéptido carboxipeptidasa B en una
muestra de heces.

La expresion "nivel aumentado" como se usa en el presente documento con respecto al nivel de fragmentos de ADN
menores de aproximadamente 200 o menos de aproximadamente 70 pares de bases de longitud es cualquier nivel
que esté por encima de un nivel medio de fragmentos de ADN menores de aproximadamente 200 o menores de
aproximadamente 70 pares de bases de longitud en una muestra de heces de una poblacién aleatoria de mamiferos
(por ejemplo, una poblacion aleatoria de 10, 20, 30, 40, 50, 100, 6 500 mamiferos) que no tienen un cancer del tracto
aerodigestivo. En algunos casos, un nivel aumentado de fragmentos de ADN menores de aproximadamente 200 o
menores de aproximadamente 70 pares de bases de longitud puede ser cualquier nivel detectable de fragmentos de
ADN menores de aproximadamente 200 o menores de aproximadamente 70 pares de bases de longitud en una
muestra de heces.
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La expresion "metilacion elevada" como se usa en el presente documento con respecto al estado de metilacion de
un acido nucleico BMP3 o ALX es cualquier nivel de metilaciéon que esté por encima de un nivel medio de metilacién
en una muestra de heces de una poblacién aleatoria de mamiferos (por ejemplo, una poblacién aleatoria de 10, 20,
30, 40, 50, 100, 6 500 mamiferos) que no tienen un cancer del tracto aerodigestivo. Los elevados niveles de
metilacion de BMP3 o ALX pueden ser cualquier nivel con la condicion de que el nivel sea mayor de un nivel de
referencia correspondiente. Por ejemplo, un nivel elevado de metilacion de BMP3 o ALX puede ser 0,5, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10, o mas veces mayor que el nivel metilacion de referencia observado en una muestra normal de heces.
Se aprecia que un nivel de referencia puede ser cualquier cantidad.

La expresion "valor elevado de mutaciéon" como se usa en el presente documento con respecto a mutaciones
detectadas en un panel de matriz de marcadores particulares de acido nucleico es cualquier valor de mutacién que
esté por encima de un valor medio de mutacién en una muestra de heces de una poblacién aleatoria de mamiferos
(por ejemplo, una poblacion aleatoria de 10, 20, 30, 40, 50, 100, 6 500 mamiferos) que no tienen un cancer del tracto
aerodigestivo. Un valor elevado de mutaciéon en un panel de matriz de marcadores particulares de acido nucleico
puede ser cualquier valor con la condicion de que el valor sea mayor de un valor de referencia correspondiente. Por
ejemplo, un valor elevado de mutaciones de K-ras o APC puede ser 0,5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas veces
mayor que el valor de referencia de mutaciones de K-ras o APC observado en una muestra normal de heces. Se
aprecia que un valor de referencia puede ser cualquier cantidad.

En algunos casos, puede determinarse una proporcion de marcadores polipeptidicos particulares y usarse para
identificar a un mamifero que tiene un cancer del tracto aerodigestivo (por ejemplo, un cancer colorrectal o un cancer
pancreatico) Por ejemplo, puede usarse una proporcion proporcionada en el presente documento (por ejemplo, la
proporcion de niveles de polipéptido carboxipeptidasa B a niveles de polipéptido carboxipeptidasa A2) como se
descrie en el presente documento para identificar a un mamifero que tiene una neoplasia particular (por ejemplo,
cancer pancreatico).

En algunos casos, puede usarse un panel de matriz de marcadores para identificar a mamiferos que tienen un
cancer del tracto aerodigestivo (por ejemplo, un cancer colorrectal o un cancer pancreatico). En algunos casos,
dicho panel también puede identificar la localizacion del cancer del tracto aerodigestivo. Dicho panel puede incluir
marcadores de acido nucleico, marcadores polipeptidicos, y combinaciones de los mismos y puede proporcionar
informacion acerca del gen marcador mutado, la regiéon mutada del gen marcador, y/o el tipo de mutacion. Por
ejemplo, los datos pueden analizarse usando un modelo estadistico para predecir el sitio de tumor (por ejemplo, la
localizacion anatomica o el tejido de origen) en base a lo introducido desde los datos de secuenciacién (tal como por
acido nucleico especifico o combinacién de acidos nucleicos mutados, localizacion especifica de mutacién en un
acido nucleico, y naturaleza de la mutacién (por ejemplo, insercion, delecion, transicion, o transversion) o por
cualquier combinacién de los mismos) y/o los datos del polipéptido u otros tipos de marcadores. Por ejemplo, puede
usarse un modelo de estimacion del sitio de tumor (SITE) para predecir el sitio del tumor usando un panel de matriz
de marcadores que estan presentes en grado variable entre los tumores.

En algunos casos, los datos pueden analizarse usando marcadores cuantificados para crear un modelo légico, que
puede tener tanto elevada sensibilidad como elevada especificidad. Por ejemplo, un modelo légico puede también
incorporar variables de poblacién como género y edad para ajustar los niveles limite para ensayar la positividad y
optimizar de este modo el rendimiento del ensayo en una configuracion de exploracion. En algunos casos, puede
usarse un modelo légico cuantitativo para potenciar la deteccion precisa (Q-LEAD) con cualquier clase de marcador
o combinacién de marcadores siempre que puedan cuantificarse.

El presente documento también proporciona procedimientos y materiales para ayudar a los profesionales médicos o
de investigacion a determinar si un mamifero tiene o no un cancer del tracto aerodigestivo. Los profesionales
médicos pueden ser, por ejemplo, doctores, enfermeras, técnicos de laboratorio médico, y farmacéuticos. Los
profesionales de investigacion pueden ser, por ejemplo, investigadores principales, técnicos de investigacion,
becarios postdoctorales, y estudiantes graduados. Un profesional puede verse ayudado por (1) la determinacion de
la proporcion de marcadores polipeptidicos particulares en una muestra de heces, y (2) la comunicacién a ese
profesional de informacién acerca de la proporcién, por ejemplo. En algunos casos, un profesional puede verse
ayudado por (1) la determinacion del nivel de ADN humano, el estado de metilacion de genes tales como BMP3, y el
valor de mutacién de genes tales como APC y K-ras, y (2) la comunicacién al profesional de informacién acerca del
nivel de ADN, el estado de metilacion de genes particulares, y el valor de mutacién de genes particulares. En
algunos casos, un profesional puede verse ayudado por (1) la deteccion de mutaciones en genes relacionados con
cancer tales como K-ras, p53, APC, p16, EGFR, CTNNB1, BRAF, y SMAD4, como un panel de matriz de
marcadores, y (2) la comunicacion al profesional de informacion respecto a las mutaciones.

Después de presentar la proporcion de marcadores polipeptidicos particulares, o la presencia de marcadores
particulares de acido nucleico en una muestra de heces, un profesional médico puede tomar una o mas acciones
que pueden afectar a los cuidados del paciente. Por ejemplo, un profesional médico puede registrar los resultados
en un registro médico del paciente. En algunos casos, un profesional médico puede registrar un diagndstico de un
cancer del tracto aerodigestivo, o transformar de otro modo el registro médico del paciente, para reflejar el estado
médico del paciente. En algunos casos, un profesional médico puede revisar y evaluar un registro médico completo
del paciente, y evaluar multiples estrategias de tratamiento, para intervencion clinica de la afeccion de un paciente.
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En algunos casos, un profesional médico puede registrar una prediccion de sitio de tumor con las mutaciones
presentadas. En algunos casos, un profesional médico puede pedir una determinacion de la proporcion de
marcadores polipeptidicos particulares para predecir el sitio de tumor. En algunos casos, un profesional médico
puede revisar y evaluar el registro médico completo de un paciente y evaluar miltiples estrategias de tratamiento,
para intervencion clinica de la afeccion de un paciente.

Un profesional médico puede iniciar o modificar el tratamiento de un cancer del tracto aerodigestivo después de
recibir informacién respecto a una proporcion de marcadores polipeptidicos particulares o la presencia de
marcadores de acido nucleico en una muestra de heces del paciente. En algunos casos, un profesional médico
puede comparar informes previos y la proporcion recientemente comunicada de marcadores polipeptidicos
particulares, o la presencia de marcadores de acido nucleico, y recomendar un cambio en la terapia. En algunos
casos, un profesional médico puede incluir a un paciente en un ensayo clinico para nueva intervencion terapéutica
de un cancer del tracto aerodigestivo. En algunos casos, un profesional médico puede decidir esperar para
comenzar la terapia hasta que los sintomas del paciente requieran intervencion clinica.

Un profesional médico puede comunicar la proporcién de marcadores polipeptidicos particulares a un paciente o la
familia de un paciente. En algunos casos, un profesional médico puede proporcionar a un paciente y/o la familia de
un paciente informacion respecto a canceres del tracto aerodigestivo, incluyendo opciones de tratamiento,
pronostico, y referencias a especialistas, por ejemplo, oncologos y/o radiélogos. En algunos casos, un profesional
médico puede proporcionar una copia de los registros médicos de un paciente para comunicar la proporcion de
marcadores polipeptidicos particulares a un especialista.

Un profesional de investigacion puede solicitar informacién respecto a la proporciéon de marcadores polipeptidicos
particulares de un sujeto para avanzar en la investigacion del cancer del tracto aerodigestivo. Por ejemplo, un
investigador puede compilar datos sobre la proporcién de marcadores polipeptidicos particulares, y/o la presencia de
marcadores particulares de acido nucleico, con informacion respecto a la eficacia de un farmaco para el tratamiento
de cancer del tracto aerodigestivo para identificar un tratamiento eficaz. En algunos casos, un profesional de
investigacion puede obtener la proporcion de marcadores polipeptidicos particulares de un sujeto, y/o determinar la
presencia de marcadores particulares de acido nucleico para evaluar la inclusién, o la participacion continuada de un
sujeto en un estudio de investigacion o ensayo clinico. En algunos casos, un profesional de investigacion puede
clasificar la gravedad del estado de un paciente, en base a la proporcion de marcadores polipeptidicos particulares
y/o los niveles de marcadores particulares de acido nucleico. En algunos casos, un profesional de investigacion
puede comunicar a un profesional médico la proporcion de marcadores polipeptidicos particulares de un sujeto, y/o
la presencia de marcadores particulares de acido nucleico. En algunos casos, un profesional de investigacion puede
remitir a un sujeto a un profesional médico para evaluaciéon clinica de un cancer del tracto aerodigestivo, y
tratamiento de un cancer del tracto aerodigestivo.

Puede usarse cualquier procedimiento apropiado para comunicar informacion a otra persona (por ejemplo, un
profesional). Por ejemplo, puede darse informacion directa o indirectamente a un profesional. Por ejemplo, un
técnico de laboratorio puede introducir la proporcion de marcadores polipeptidicos particulares y/o marcadores
particulares de acido nucleico en un registro de base informatica. En algunos casos, la informaciéon se comunica
haciendo alteraciones fisicas en los registros médicos o de investigacion. Por ejemplo, un profesional médico puede
hacer una anotacion permanente o marca en un registro médico para comunicar un diagnéstico a otros profesionales
médicos que revisen el registro. Ademas, puede usarse cualquier tipo de comunicaciéon para comunicar la
informacion. Por ejemplo, puede usarse correo postal, correo electronico, teléfono, e interacciones cara a cara. La
informacion también puede comunicarse a un profesional haciendo que la informacién esté electronicamente
disponible para el profesional. Por ejemplo, la informaciéon puede comunicarse a un profesional colocando la
informacion en una base de datos informatica de modo que el profesional pueda acceder a la informacién. Ademas,
la informacién puede comunicarse a un hospital, clinica, o instalacion de investigacion que sirva como agente para el
profesional.

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcidon que no estan dentro del
alcance de dichas reivindicaciones se proporcionan solamente con fines ilustrativos y no forman parte de la presente
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Cuantificacion multi-marcador y un modelo Q-LEAD

La mayoria de los enfoque en deteccion de marcadores en deposiciones ha sido cualitativa. Cuando dichos
enfoques cualitativos se aplica para ensayar multiples marcadores (es necesario abordar multiples marcadores con
deteccion de neoplasias debido a la heterogeneidad molecular), se consigue sensibilidad a expensas de ausencia de
especificidad compuesta. La ausencia de especificidad puede conducir a costes de programacién prohibitivos con
exploracién de poblaciones debido a las caras e innecesarias evaluaciones de ensayos falsos-positivos. Sin
embargo, si los marcadores se cuantifican, entonces puede crearse un modelo légico para conseguir tanto elevada
sensibilidad como elevada especificidad. Dicho modelo légico también puede incorporar variables de poblacion
como género y edad para ajustar los niveles limite para ensayar la positividad y optimizar de este modo el
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rendimiento del ensayo en una configuracion de exploracion (Figura 1). Este modelo légico cuantitativo para
potenciar la deteccion precisa (Q-LEAD) puede usarse con cualquier clase de marcador o combinacién de
marcadores siempre que puedan cuantificarse.

Se emprendié una combinacion de mas de un marcador para conseguir la sensibilidad y especificidad deseadas
para la deteccion de cancer. Los procedimientos binarios de regresion que predicen enfermedad como una funcion
de ensayos de diagnostico estiman la combinacion éptima de los ensayos para clasificar a un sujeto como con
enfermedad o no. Mclintosh y Pepe, Biometrics 58, 657-664 (2002). Un modelo légico de regresion puede evaluar la
relacion entre una variable de respuesta dependiente binaria tal como la presencia o ausencia de enfermedad y una
0 mas variables indicadoras independientes. Los indicadores independientes pueden ser cualitativos (por ejemplo,
binarios) o cuantitativos (por ejemplo, un dato final continuo). En el modelo Q-LEAD, los indicadores independientes
pueden incluir marcadores biologicos tales como K-ras, BMP3 y concentracion de ADN, y otros. De forma
importante, el modelo incorpora las variables demograficas de género y edad, ya que se ha observado que tanto la
edad como el género influyen en los niveles de marcadores moleculares en deposiciones. Como los niveles
promedio de marcadores en deposiciones aumentan con la edad y el género masculino, no lo lograr ajustarse a
estas variables produciria especificidad subdptima en hombres y personas ancianas ensayadas. Los coeficientes se
estiman a partir de los datos de la muestra para cada término en el modelo. El resultado del modelo es un valor de
riesgo para cada sujeto. Los limites para predecir el estado de enfermedad a partir de este valor de riesgo pueden
determinarse para maximizar la sensibilidad y especificidad de las combinaciones de marcadores para predecir
enfermedad segun se desee. La inclusion de variables demograficas permite determinar estos limites como una
funcion de la edad y el género.

Como una aplicacion del modelo Q-LEAD, se realizé lo siguiente para evaluar un enfoque de ensayo cuantitativo de
ADN en heces que aborda tres marcadores informativos para la deteccién de neoplasia colorrectal. Los sujetos
incluian 34 con cancer colorrectal, 20 con adenomas >1 cm, y 26 con colonoscopia normal. Los sujetos aportaron
deposiciones con tampoén de estabilizacion de ADN afadido, y las heces se congelaron a -80°C en 72 horas. A partir
de alicuotas de heces descongeladas, se extrajo el ADN en bruto por procedimientos convencionales, y se
enriquecieron los genes diana por captura de secuencia. Se cuantificaron respectivamente el valor de mutacion de
K-ras, la metilacion del gen BMP3, y la concentracion de ADN humano (245 pb de longitud) por un ensayo digital de
curvas de fusion, PCR especifica de metilacion a tiempo real, y PCR de Alu a tiempo real, respectivamente. Los
ensayos de realizaron de forma ciega. Se construyé un modelo ldgico, que incorpora tres marcadores y género, para
analizar la discriminacién por marcadores combinados.

Las medias de edad fueron 60 para pacientes con cancer colorrectal, 66 para aquellos con adenomas, y 61 para
controles normales; y las distribuciones hombre/mujer fueron 23/11, 9/11, y 10/16, respectivamente. Las tasas de
deteccion de neoplasias colorrectales se determinaron por marcadores cuantitativos individuales a limites de
especificidad del 96 por ciento y por marcadores combinados (Tabla 1). La discriminacion por marcadores
combinados se calculé usando un procedimiento binomial cualitativo (cada marcador considerado como positivo o
negativo en base a la especificidad individual del 96 por ciento) y por el modelo Q-LEAD (datos de sensibilidad
mostrados en especificidad global del 96 por ciento).

Tabla 1. Especificidad y sensibilidad de marcadores cancerosos

Especificidad Sensibilidad

Canceres|Adenomas|Ambos

Marcadores individuales

mutacion de k-ras 96%(42% 32% 38%
metilacion de BMP3  |96%|45% 32% 40%
concentracion de ADN|96% |65% 40% 56%

Marcadores combinados

Método cuantitativo 88%90% 58% 78%

Modelo Q-LEAD 96%|90% 47% 76%

Por ensayo cuantitativo y analisis de multiples variables de un panel de marcadores informativos, en ensayo del
ADN en heces puede conseguir alta sensibilidad conservando al mismo tiempo elevada especificidad para la
deteccion de neoplasia colorrectal. La combinacién particular de tres marcadores de K-ras mutante, metilacion de
BMP3, y concentracion de ADN humano representa un panel complementario de alto rendimiento.
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La serie anterior de datos y los datos adicionales se analizaron del siguiente modo. Se evalud un enfoque de ensayo
cuantitativo de ADN en heces que aborda cuatro marcadores informativos para su uso en la deteccién de cancer
colorrectal y adenoma avanzado. Los sujetos comprendian 74 pacientes con cancer colorrectal, 27 con un adenoma
> 1 cm, y 100 con colonoscopia normal. Se recogieron deposiciones con un tampon de estabilizacion antes o >1
semana después de la colonoscopia y se congelaron a -80°C en 24 horas desde la recogida. A partir de alicuotas de
heces descongeladas, se extrajo el ADN en bruto como se ha descrito anteriormente, y los genes diana se
enriquecieron por captura especifica de secuencia. Se cuantificaron de forma sensible la concentracion de ADN
humano, los valores de mutacién de K-ras y APC, y la metilacion de BMP3 por PCR de Alu a tiempo real, un ensayo
digital de curvas de fusion (Zou y col., Gastroenterology, "High Detection Rates of Colorectal Neoplasia by Stool
DNA Testing With a Novel Digital Melt Curve Assay," (2008)), y PCR especifica de metilacion a tiempo real,
respectivamente. Los ensayos se realizaron de forma ciega. Se analizaron las sensibilidades y especificidades de
marcadores individuales y sus combinaciones.

Las medias de edad fueron 61 para pacientes con cancer colorrectal, 67 para aquellos con adenomas, y 59 para
controles normales; vy, las proporciones hombre/mujer fueron 52/22, 15/12, y 37/63, respectivamente. La tabla
muestra las tasas de deteccion de neoplasias colorrectales por marcadores cuantitativos individuales a
especificidades del 90% y por marcadores combinados a dos especificidades. (Tabla 2) Los datos de esta tabla
representan una serie de preparacion y no se han ajustado para la edad y el género. Ademas, esta claro que el
panel completo de Alu, K-ras, APC, y BMP3 detecté mas neoplasias que cualquier marcador individual, p<0,05. Al
90% de especificidad, el panel completo detecta mas adenomas >3 cm (90%, 9/10) que <3 cm (47%, 8/17), p<0,05,
y mas canceres colorrectales en las fases llI-1V (89%, 40/45) que en las fases I-ll (69%, 20/29) p<0,05. Las tasas de
deteccion de neoplasia no se vieron afectadas por la localizacién del tumor.

Tabla 2. Especificidad y sensibilidad de un panel de cuatro marcadores

Especificidad Sensibilidad
Canceres colorrectales| Adenomas
[-11 n-1v <3cm|>3cm
Marcadores individuales
mutacion de APC 90% 38% 40% 47% | 50%
mutacion de k-ras 90% 46% 42% 24% | 50%
metilacion de BMP3  |90% 36% 38% 12% | 30%
concentracion de ADN|90% 52% 76% 41% | 50%
Marcadores combinados
90% 69% 89% 47% | 90%,

En conclusion, un sistema de ensayo cuantitativo de ADN en heces que incorpora un tampoén de estabilizacion con
la recogida de muestras, alta sensibilidad analitica, y un panel de marcadores ampliamente informativos puede
conseguir elevadas tasas de deteccion tanto de canceres colorrectales como de adenoma avanzado.

Ejemplo 2 - Modelo SITE y panel de matriz de marcadores

Puede usarse un modelo estadistico (estimacion del sitio de tumor (SITE)) para predecir el sitio de tumor (por
ejemplo, localizacién anatomica o tejido de origen) en base a las introducciones de datos de secuenciacion (tal como
por acido nucleico especifico o combinacién de acidos nucleicos mutados, localizacién especifica de mutacion en un
acido nucleico, y naturaleza de la mutacién (por ejemplo, insercion, delecion, transicion, o transversion) o por
cualquier combinacion de los mismos) y/o los datos del polipéptido u otros tipos de marcadores.

Se desarrollé un panel de matriz de marcadores para incluir ocho genes relacionados con cancer: K-ras, p53, APC,
p16, EGFR, CTNNB1, BRAF, y SMAD4. Las frecuencias de mutacion de estos genes se tabularon frente a los seis
canceres principales del tracto aerodigestivo en base a la bibliografia o las revisiones de bases de datos publicas y a
las observaciones reales de secuenciacion (Tabla 3). Las frecuencias de la bibliografia se obtuvieron de la base de
datos de mutaciones somaticas COSMIC, articulos revisados, y textos.
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Tabla 3. Panel de matriz de marcadores por sitio tumoral

Sitio de cancer p16 p53 K-ras APC SMAD4 EGFR CTNNB1 BRAF
AD
Literatura
Colorrectal <5% 50-75% 40% 85% 14% NA 13% 20%
Pancreatico 85-100% | 50-60% | 80-90% | 10-40% 30% NA 3-8% | <5%
Pulmon 15-25% | 25-75% | 20-40% 5% 7% 30% 6% <5%
Conducto biliar 15-60% | 30-60% | 40% 30-40% 17% NA 1% 14%
Gastrico 5-30% | 20-50% 10% | 20-60% NA <1% | 30-50% | <5%
Esofagico 5-90% | 40-90% | 5-12% | 5-60% NA NA 1% <5%

Unico
Real (sin-dbSNP) N Total
Colorrectal 57 5% 47% 26% 75% 25% 12% 2% 30% 98%
Pancreatico 24| 29% 17% 62% 54% 8% 8% 4% 8% 83%
Pulmén 56 9% 57% 9% 16% 14% 14% 2% 4% 77%
Conducto biliar 15| 13% 27% 13% 20% 13% 0 0 7% 67%
Gastrico 23| 17% 22% 4% 35% 17% 4% 4% 0 65%
Esofagico 24 4% 46% 4% 33% 17% 4% 0 4% 79%

Algunas de las frecuencias incluyen otras alteraciones genéticas diferentes a simples cambios de una base y
pequefias inserciones/deleciones tales como eventos de metilacion, grandes deleciones homocigoéticas, y cambios
en el numero de copias. Dichas alteraciones no se reflejarian en la tabla de frecuencias reales. Las frecuencias
reales se obtienen secuenciando regiones génicas codificantes y flanqueantes de 245 muestras tisulares de
pacientes que reflejan el espectro de canceres del tracto aerodigestivo. Solamente se tabularon las alteraciones no
sinénimas y de sitio de corte y ayuste. Cuando se podia identificar sitios calientes de mutacién especifica para genes
particulares, se analizaron solamente esos sitios.

El panel de matriz incluye marcadores que estan presente en grados variables a través de estos tumores de modo
que su uso agregado consigue una elevada sensibilidad global y permite la prediccion del sitio de tumor usando el
modelo SITE. El 70% de los tumores albergaban una o mas mutaciones del panel de ocho genes. Algunas
mutaciones génicas, como aquellas asociadas con p16, son comunes en tumores por encima del colon pero raras
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para aquellos dentro del colon. K-ras mutante es frecuente con canceres colorrectales y pancreaticos pero
infrecuente en los otros canceres. Las mutaciones en EGFR se agruparon con tumores de pulmon y colorrectales y
las mutaciones en SMAD4 se agruparon con tumores de estébmago y colorrectales. Genes tales como p53, estan
habitualmente mutados a través de diferentes tipos de canceres, pero las localizaciones especificas de mutacion o
tipos de mutaciones dentro de p53 y otros genes difieren entre el sitio del tumor (por ejemplo, Greenman y col.,
Nature, 446(7132): 153-8 (2007); Soussi y Lozano, Biochem. Biophys. Res. Commun., 331 (3):834-42 (2005);
Stephens y col., Nat. Genet., 37(6):590-2 (2005); Sjoblom y col., Science, 314(5797):268-74 (2006); Wood y col.,
Science, 318(5853). 1108-13 (2007); y Davies, Cancer Res., 65(17):7591-5 (2005)) y pueden tenerse en cuenta en
el modelo SITE para predecir el sitio del tumor. Las sustituciones de una Unica base son el tipo mas comun de
mutacion en todo el panel y aquellas que predijeron tumores colorrectal incluian transversiones C-G y A-T (Figura
12). Otros sitios de tumor tenian de forma similar perfiles de cambio de base Unicos. (Tabla 4) Las mutaciones de
insercién/delecién son las mas comunes con tumores colorrectales, particularmente adenomas.

Tabla 4. Fracciones de cambio de base especifica en tumores AD

TUMOR C>T (G>A) T>C (A>G) | G>C (C>G) A>T (T>A) G>T (C>A) T>G (A>C)
Cabeza y cuello 0,38 0,12 0,38 0,12
Esofagico 0,8 0,07 0,13

Pulmon 0,3 0,11 0,02 0,13 0,34 0,09
Estdbmago 0,5 0,25 0,17 0,08

Pancreas 0,41 0,15 0,04 0,07 0,33

Conducto biliar 0,5 0,12 0,25 0,12

CRA 0,34 0,05 0,11 0,11 0,34 0,03
CRC 0,4 0,05 0,02 0,24 0,26 0,03

Los marcadores polipeptidicos encontrados en deposiciones, tal como por enfoques protedmicos, también pueden
usarse para detectar neoplasias del tracto aerodigestivo y predecir el sitio del tumor. Se realizé lo siguiente para
identificar y explorar marcadores polipeptidicos candidatos en heces para la deteccion discriminada de cancer
pancreatico. Los sujetos incluian 16 casos con cancer pancreatico, 10 controles de enfermedad (cancer colorrectal),
y 24 controles sanos. Se recogieron deposiciones completas y se congelaron rapidamente en alicuotas a -80°C. Las
alicuotas descongeladas se centrifugaron, y se analizd el sobrenadante acuoso de cada una. Los polipéptidos se
separaron por electroforesis 1-D, se escindieron de los geles, y se digirieron para analisis espectrofotométrico de
masas usando un LTQ-Orbitrap. Los datos de salida se buscaron usando los programas Mascot, Sequest, y
X!Tandem frente a la base de datos Swissprot actualizada que incluia todas las especies catalogadas. Los
recuentos de péptido unico y los calculos de proporcién se realizaron usando el software Scaffold.

La edad media para los casos de cancer pancreatico fue 67, para controles de cancer colorrectal 63, y para
controles sanos 62; y las distribuciones hombre/mujer fueron 9/7,6/4, y 9/15, respectivamente. Usando técnicas de
pistola-protedmica sobre heces, dos enzimas pancreaticas (carboxipeptidasas B y A2) fueron visibles, ya que los
recuentos espectrales Unicos de la primera estaban habitualmente elevados con cancer pancreatico y de la ultima
habitualmente disminuidos. Considerados juntos como la proporcién de carboxipeptidasa B/carboxipeptidasa A2, los
casos de cancer pancreatico se separaron casi completamente de los grupos de cancer colorrectal y de control
sano. Las proporciones medias fueron 0,9, 0,2, y 0,3, respectivamente. A un limite de especificidad para la
proporcion carboxipeptidasa B/A2 al 100% (es decir, proporciones de las deposiciones de normal control y cancer
colorrectal todas por debajo del punto de corte), la sensibilidad para cancer pancreatico fue del 86 por ciento (Figura
2). Solamente dos canceres pancreaticos se clasificaron mal.

Estos resultados demuestra que un ensayo en deposiciones de marcadores polipeptidicos puede ser un enfoque no
invasivo factible para la deteccién de cancer pancreatico. Estos resultados también demuestran que puede usarse el
analisis de multiples variables de proporciones de polipéptidos especificos.

Ademas, se identificaron marcadores polipeptidicos Unicos para neoplasias colorrectales (Tabla 5). Por ejemplo, se
encontré serotransferrina en deposiciones de pacientes con cancer colorrectal pero no en aquellos con cancer
pancreatico. Estos marcadores cuando se consideran como parte de un panel de matriz contribuyen a la sensibilidad
global para la deteccion de tumores y también ayudan a discriminar cancer colorrectal de pancreatico.
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Tabla 5. Hallazgos positivos en deposiciones

Carboxipeptidasa B/A2*| Serotransferrina

Cancer colorrectal |0 60%
Cancer pancreatico|86% 0
Controles normales|0 0

*proporcién > 0,75 considerados positivos

Otro polipéptido en deposiciones que es especifico de cancer pancreatico es elastasa 3A. Los procedimientos y
resultados que demuestran esto son los siguientes:

Preparacion de heces

Las muestras se recogieron en solucion salina tamponada con fosfato y se entregaron en clinica o se enviaron en
depdsito de recogida. Las muestras se homogeneizaron y se congelaron en 72 horas después de recibirlas. Las
heces congeladas se diluyeron 1,3 p:v en PBS (Roche, n° Cat 1666789). Las heces diluidas se mantuvieron en un
bolsa de filtracion (Brinkman, BA6041/STR 177 x 305 mm) durante 60 segundos en entorno de control y se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 30 minutos. Después de 10 minutos adicionales de centrifugacion a 14.000 rpm,
el sobrenadante se filir6 a través de un filtro de jeringa de 0,45 pm y se analiz6. Se cuantifico la proteina total
presente en las heces usando un kit de ensayo de proteinas de Bradford (Pierce).

Electroforesis 1-dimensional

Los sobrenadantes de las heces se diluyeron 1:1 en tampéon de Leammli-BME y se procesaron en un gel de
gradiente al 10,5-14%. Se cortaron lonchas verticales de 250 kDa a 15 kDa y se digirieron en gel usando
procedimientos descritos en otra parte (por ejemplo, Wilm y col., Nature, 379:466-469 (1996)). Las bandas se
destifieron, se deshidrataron, se digirieron en tripsina, se extrajeron, y se liofilizaron para analisis MS.

Espectrometria de masas

Las muestras liofilizadas se reconstituyeron e inyectaron con un flujo de 500 nl/min y un gradiente de 75 minutos de
acetonitrilo del al 98% 5-90%. Se realiz6 MS en modo dependiente de datos para cambiar automaticamente entre
adquisicion MS y MS? sobre los tres iones mas abundantes. Se adquirieron examenes de estudio con resolucién r =
60.000 a 40 m/z usando FWHM con una acumulacion diana de 10° recuentos. Se aplicé una anchura de aislamiento
de 2,5 m/z. La anchura de masa de exclusion fue de 0,6 m/z en el extremo inferior y de 1,5 m/x en el extremo
superior. Todo el desarrollo de adquisicion y procedimiento se realizé usando Xcaliber version 2.0.

Busqueda de bases de datos todo ms/ms

Las muestras se analizaron usando Mascot (Matrix Science, Londres, RU; version 2.1.03), Sequest
(ThermoFinnigan, San Jose, CA; version 27, rev. 12) y X! Tandem (World Wide Web en "thegpm.org"; version
2006.09.15.3). Mascot y X! Tandem se buscaron con una tolerancia de masa de iones del fragmento de 0,80 Da y
una tolerancia de iones precursores de 10,0 PPM. Sequest se buscé con una tolerancia de masa de iones del
fragmento de 1,00 Da. La nitracion de tirosina se especificé en Mascot como una modificacion variable.

Criterios para identificacién de polipéptidos

Scaffold (version Scaffold-01_06_06, Proteome Software Inc., Portland, OR) se us6 para validar las identificaciones
de polipéptidos basadas en MS/MS. Las identificaciones de péptidos se aceptaron su podian establecerse a mas del
95,0% de probabilidad especificada por el algoritmo Peptide Prophet (Keller y col., Anal. Chem., 74(20):5383-92
(2002)). Las identificaciones de polipéptido se aceptaron su podian establecerse a mas del 99,0 por ciento de
probabilidad y contenian al menos dos péptidos identificados. Las probabilidades de polipéptido se asignaron por el
algoritmo Protein Prophet (Nesvizhskii, Anal. Chem., 75(17):4646-58 (2003)). Los polipéptidos que contenian
péptidos similares y no pudieron diferenciarse en base al analisis MS/MS solo se agruparon para satisfacer los
principios de parsimonia.

Determinacién de proporcién especifica para elastasa 3A

Las proporciones de elastasa 3A se determinaron usando recuentos espectrales para cada polipéptido. Las
proporciones se determinaron dividiendo la cantidad de péptidos Unicos de elastasa 3A (determinada usando una ID
de compuesto de los modulos de busqueda de bases de datos Mascot, XTandem, y Seaquest y compilada en
Scaffold) por la cantidad de péptidos Unicos procedentes de otro polipéptido tal como alfa-amilasa pancreatica.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 522 542 T3

Resultados

Se descubrié de forma coherente que la concentraciéon de una enzima pancreatica especifica, elastasa 3A, estaba
elevada en el sobrenadante fecal de pacientes con cancer pancreatico en comparacion con controles normales o
pacientes sin cancer pancreatico (Figura 3). Estos hallazgos indican que la concentracion fecal de elastasa 3A es un
marcador preciso para cancer pancreatico. Ademas, se descubrié que la proporcion de elastasa 3A frente a otras
enzimas pancreaticas (u otros polipéptidos fecales estableces) era especialmente discriminante para cancer
pancreatico y obvia la necesidad de determinar las concentraciones absolutas de elastasa 3A (Figura 4). Aunque se
usoO espectrometria de masas para hacer estas observaciones, los niveles de elastasa 3A y las proporciones que
incluyen elastasa 3A pueden medirse usando otros procedimientos también.

Ejemplo 3 - Ensayo digital de curvas de fusion para examinar mutaciones

Se desarrollé un procedimiento sensible, rapido, y asequible para examinar mutaciones en fluidos corporales a alto
rendimiento. Un ensayo de curvas de fusién es una técnica post-PCR que puede usarse para examinar mutaciones
en amplicones de PCR. Las mutaciones en productos de PCR pueden detectarse por cambios en la forma de la
curva de fusion (heterocigoto de muestra mutante) en comparacion con una muestra de referencia (homocigoto de
muestra de tipo silvestre) (Figura 5). El ensayo de curvas de fusion puede examinar todas las mutaciones en un
fragmento de ADN <400 pb en menos de 10 minutos, en lugar de abordar individualmente mutaciones individuales.
Los ensayos de curvas de fusidon regulares puede detectar mutaciones por debajo de un limite del 5% de
mutante:tipo silvestre y, por tanto, no son suficientemente sensibles para detectar mutaciones en muchas muestras
biolégicas. Por ejemplo, en heces, se requiere una sensibilidad analitica del 1% o menos para detectar polipos
precancerosos o pequefios canceres en fase temprana. De forma importante, puede darse un valor cuantitativo a la
densidad de las mutaciones diana (Figura 6).

La PCR digital puede aumentar la sensibilidad de PCR para detectar mutaciones de baja abundancia. Las copias de
genes pueden diluirse y distribuirse en 96 pocillos de una placa para aumentar el porcentaje de copias mutantes a
copias de tipo silvestre en ciertos pocillos. Por ejemplo, si una muestra de ADN de heces contiene solamente un 1%
de copias de BRAF mutante en comparacién con copias de tipo silvestre, distribuir 300 copias de gen BRAF en una
placa de 96 pocillos puede conducir a tres pocillos con una proporcién mutante promedio del 33 por ciento (1:3).
Después de amplificacion por PCR, estos tres pocillos con copias mutantes pueden detectarse por secuenciacion u
otros enfoques. Como la PCR digital requiere PCR sobre una placa completa de 96 pocillos y 96 secuenciaciones (u
otros enfoques) para cada diana, puede ser lenta y costosa.

El concepto de ensayo digital de curvas de fusién es combinar la capacidad de examen y la velocidad del ensayo de
curvas de fusion de alta resolucidon con la sensibilidad de PCR digital. Miniaturizar y automatizar esta tecnologia
disminuye drasticamente por coste de ensayo y consigue un alto rendimiento necesario para exploracion de
poblaciones.

Se uso el siguiente procedimiento para realizar un ensayo digital de curvas de fusion. Para preparar una muestra de
ADN, se capturaron fragmentos génicos diana (por ejemplo, BRAF, K-ras, APC, p16, etc.) de ADN fecal usando un
procedimiento captura especifica de secuencia y se cuantificaron con PCR a tiempo real. Se mezclaron
aproximadamente 200 a 2000 copias de gen en tubo con todos los reactivos de PCR. Se distribuyé un promedio de
2 a 20 copias (variable) a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. La amplificacion de PCR se realiz6 usando
cebadores especificos sobre la placa (por ejemplo, una diana por placa). Las concentraciones finales de la mezcla
maestra de PCR para ensayos digitales de curvas de fusion en una placa de 96 pocillos (500 pl dispersados en 96
pocillos conteniendo cada pocillo 5 pl) fueron las siguientes: tampon de amplificacion pfx 2X (Invitrogen), 0,3 mM de
cada dNTP, cebador directo 200 nM, cebador inverso 200 nM, MgSO4 1 mM, 0,02 unidades/ul de polimerasa pfx
Platinum® (Invitrogen), y 0,1 unidad/ul de colorante LcGreen+ (Idaho Tech). Se usé un ensayo de curvas de fusion
de alta resolucion para identificar los pocillos con copias mutantes. Opcionalmente se realizd secuenciaciéon para
confirmar 1 a 2 pocillos representativos.

En algunos casos, puede usarse PCR en emulsion en lugar de PCR digital. En dichos casos, cada gota de lipido
puede convertirse en un diminuto reactor de PCR de una unica molécula de gen.

Tabla 6: Sondas de captura y cebadores de ADN especificos de secuencia

- Sonda/cebador de . . v o SECID
Gen |Region diana captura Secuencia oligo (5'>3') N°
Codones
KRAS 12/13 Sonda GTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCTTG 1
Codones Cebador 1 AGGCCTGCTGAAAATGACTG 2
TTGTTGGATCATATTCGTCCAC 3
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(continuacion)

Sonda/cebador de

SECID

Gen |Region diana captura Secuencia oligo (5'—>3’) N°
Codones  |cebador 2 TAAGGCCTGCTGAAAATGAC 4
ATCAAAGAATGGTCCTGCAC 5
fglﬂ%”es Cebador 3 CGTCTGCAGTCAACTGGAATTT 6
TGTATCGTCAAGGCACTCTTGC 7
Codones12/13 | Cebador 4 CTTAAGCGTCGATGGAGGAG 8
TTGTTGGATCATATTCGTCCAC 3
BRAF [V600E Sonda CCAGACAACTGTTCAAACTGATGGGACCCACTCCATC |9
V600E Cebador CCACAAAATGGATCCAGACA 10
TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG 11
APC |MCR Sonda 1 CAGATAGCCCTGGACAAACCATGCCACCAAGCAGAAG (12
MCR Sonda 2 TTCCAGCAGTGTCACAGCACCCTAG AAC CAAATCCAG |13
MCR Sonda 3 ATGACAATGGGAATGAAACAGAATCAGAGCAGCCTAAAG| 14
Codones
Cebador 1 TTCATTATCATCTTTGTCATCAGC 15
1286-1346
CGCTCCTGAAGAAAATTCAA 16
Codones
Cebador 2 TGCAGGGTTCTAGTTTATCTTCA 17
1346-1367
CTGGCAATCGAACGACTCTC 18
Codones
Cebador 3 CAGGAGACCCCACTCATGTT 19
1394-1480
TGGCAAAATGTAATAAAGTATCAGC 20
Codones
Cebador 4 CATGCCACCAAGCAGAAGTA 21
1450-1489
CACTCAGGCTG GATGAACAA 22
Codon 1554  |Cebador 5 GAGCCTCGATGAGCCATTTA 23
TCAATATCATCATCATCTGAATCATC 24
102457delC | Cebador 6 GTGAACCATGCAGTGGAATG 25
ACTTCTCGCTTGGTTTGAGC 26
102457delC  |Cebador 7 CAGGAGACCCCACTCATGTT 19
CATGGTTTGTCCAGGGCTAT 27
102457delC  |Cebador 8 GTGAACCATGCAGTGGAATG 25
AGCATCTGGAAGAAC CTGGA 28
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(continuacion)

Gen |Region diana g::tc:l?;cebador de Secuencia oligo (5'—3') ﬁEC D
TP53 |Exon 4 Sonda AAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGA |29
Exén 4 Cebador CCCTTCCCAGAAAACCTACC 30
GCCAGGCATTGAAGTCTCAT 31
Ex6n 5 Sonda CATGGCCATCTACAAGCAG TCACAG CACATGACGGAG (32
Ex6n 5 Cebador CACTTGTGCCCTGACTTTCA 33
AACCAGCCCTGTCGTCTCT 34
Exo6n 6 Sonda AGTGGAAG GAAATTTGCGTG TGGAGTATTTG GATGAC |35
Exén 6 Cebador CAGGCCTCTGATTCCTCACT 36
CTTAACCCCTCCTCCCAGAG 37
Ex6n 7 Sonda ATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGA |38
Exén 7 Cebador CTTGGGCCTGTGTTATCTCC 39
GGGTCAGAGGCAAGCAGA 40
Exo6n 8 Sonda CGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGC (41
Exén 8 Cebador GGGAGTAGATGGAGCCTGGT 42
GCTTCTTGTCCTGCTTGCTT 43

Ejemplo 4 - Deteccion sensible de mutaciones usando un ensayo digital de curvas de fusion

Se realizd lo siguiente para desarrollar un procedimiento cuantitativo para examinar mutaciones génicas y para
evaluar la sensibilidad del procedimiento cuantitativo para detectar mutaciones diana en heces. Se disefié un ensayo
digital de curvas de fusion combinando PCR digital con un ensayo modificado de curvas de fusion. Los genes diana
en baja concentracion se amplificaron por PCR con un colorante de ADN saturado, LcGreen+, en una placa de 96
pocillos. Cada pocillo contenia una pequefia cantidad de copias de genes, que permitid proporciones elevadas de
mutacion/tipo silvestre en algunos pocillos que después se detectaron por examen de curvas de fusion usando un
LightScanner. Las mutaciones se valoraron en base a la cantidad de pocillos que contenian copias mutantes en una
placa de 96 pocillos. Para ensayar la sensibilidad, se hicieron adiciones de genes mutantes en una combinacion de
tipo silvestre a diluciones del 0,1, 0,5, 1, 5, y 10%, y se analizaron usando ensayo digital de curvas de fusién con
250-1000 copias de genes por placa de 96 pocillos. Este procedimiento se aplicé después en la deteccion en heces
de mutaciones de APC, p53, K-ras, y BRAF de 48 pacientes que se sabe que tienen mutaciones en uno de estos
genes en tejido tumoral coincidente. Los sujetos incluian 9 pacientes con cancer pancreatico, 31 con cancer
colorrectal, y 8 con adenoma colorrectal >1 cm. Todas las mutaciones detectadas por curvas de fusion digitales se
confirmaron adicionalmente por secuenciacion de Sanger.

El ensayo digital de curvas de fusién detectd tan poco como un 0,1% de copias mutantes para amplicones <350 pb
usando una placa de 96 pocillos (Figura 7), en comparacion con el limite de detecciéon para una curva normal de
fusion de >5 por ciento. Cada examen de mutacion llevé 8-10 minutos con este enfoque manual. Las mutaciones de
los genes APC, p53, K-ras, y BRAF se examinaron todas satisfactoriamente con curva de fusion digital de forma
cuantitativa. Se detectaron mutaciones confirmadas por tejido de heces coincidentes en el 88 por ciento (42/48) de
los pacientes con neoplasias gastrointestinales, incluyendo el 89 por ciento con cancer pancreatico, el 90 por ciento
con cancer colorrectal, y el 75 por ciento con adenoma colorrectal >1 cm.

Estos resultados demuestran que un ensayo digital de curvas de fusion puede ser un enfoque altamente sensible
para detectar mutaciones en heces, y que tiene potencial para aplicacion de diagndstico con neoplasias
gastrointestinales tanto superiores como inferiores.

Ejemplo 5 - Uso de un ensayo digital de curvas de fusion para detectar adenomas

Se usaron deposiciones archivadas para evaluar un ensayo digital de curvas de fusién de marcadores de ADN para
la deteccion de adenomas avanzados y para comparar la precision del ensayo digital de curvas de fusién con la de

17




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 522 542 T3

ensayo de sangre oculta y un procedimiento de ensayo comercial de marcadores de ADN (EXACT Sciences). Los
sujetos de riesgo promedio recogieron deposiciones sin un tampoén conservante y las enviaron a laboratorios
centrales de procesamiento para su depdsito y ensayo ciego de heces por Hemoccult, HemoccultSENSA, y ensayo
de marcadores de ADN. Todos los sujetos experimentaron una colonoscopia, y se archivo tejido de adenomas
avanzados. Se seleccionaron las deposiciones de archivo de los 27 pacientes con un adenoma colorrectal >1 cm
que se descubrié que albergaban K-ras mutante en andlisis tisulares y de los primero 25 sujetos de edad y género
coincidentes con colonoscopia normal. Se usaron procedimientos convencionales para extraer ADN en bruto de
alicuotas fecales, y se enriquecio el gen K-ras por captura de secuencia. Se cuantificaron las mutaciones en el gen
K-ras por un ensayo digital de curvas de fusién basado en la cantidad de pocillos que contenian copias génicas
mutantes en una placa de 96 pocillos y se confirmaron por secuenciacion.

La edad media con adenomas fue 67 y los controles 71; y hombres/mujeres fue 12/15 y 13/14, respectivamente. El
tamafio medio del adenoma fue 1,5 cm (intervalo 1-3 cm). En base a un limite de >3 pocillos con K-ras mutante, el
ensayo digital de curvas de fusion produjo una sensibilidad global del 59 por ciento para adenomas con una
especificidad del 92 por ciento; la sensibilidad para adenomas >2 cm fue del 80 por ciento (8/10) y para aquellos <2
cm fue del 47 por ciento (8/17), p=0,1. En estas mismas deposiciones, las tasas de deteccion global de adenoma
fueron del 7 por ciento por Hemoccult, el 15 por ciento por HemoccultSENSA, y el 26 por ciento por el ensayo de K-
ras EXACT Sciences (p<0,05 para cada uno frente a la curva de fusion digital) (Figura 8). Las especificidades
respectivas fueron del 92 por ciento, el 92 por ciento, y el 100 por cien.

Estos resultados demuestran que puede usarse un procedimiento de ensayo digital de curvas de fusion
analiticamente sensible para detectar una mayoria de adenomas colorrectales avanzados y mejorar el rendimiento
sobre los actuales enfoques de ensayo en deposiciones.

Ejemplo 6 - ADN corto como marcador de canceroso

ADN humano libre esta presente en todas las deposiciones humana y surge de células desprendidas (exfoliadas) de
la superficie normal (mucosa) del tracto aerodigestivo (boca/garganta, pulmones, y todos los érganos digestivos) y
de tumores u otras lesiones que pueden estar presentes. Se ha aceptado generalmente que "ADN largo" en
deposiciones refleja la presencia de tumores colorrectales y otros tumores del tracto aerodigestivo, porque las
células exfoliadas de canceres no experimentan muerte celular tipica (apoptosis) lo que acortaria el ADN.
Especificamente, como el ADN de células apoptéticas se descompondria para fragmentar longitudes mas cortas a
100 pb, el ADN largo se define como mas largo de 100 pb. De hecho, los niveles de ADN largo estaban elevados en
deposiciones de pacientes con canceres colorrectales y otros canceres en comparacion con aquellas de controles
sanos (Zou y col., Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 15:115 (2006); Ahlquist y col., Gastroenterology, 119:1219
(2000); y Boynton y col., Clin. Chem., 49:1058 (2003)). Por tanto, el ADN largo en deposiciones puede servir como
marcador para tumores colorrectales y otros tumores.

Se descubrio, sin embargo, que el "ADN corto" (es decir, <100 pb de longitud) es igual o0 mas discriminante que el
ADN largo como marcador tumoral en deposiciones para la deteccion tanto de neoplasia colorrectal (Figura 9) como
pancreatica (Figura 10).

En resumen, se usaron procedimientos y materiales similares a los descritos en otra parte para detectar ADN corto
presente en muestras de heces (Zou y col., Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 15(6):1115 (2006)). Se extrajo el
ADN total por precipitacion con isopropanol de 19 muestras de heces ciegas: 9 de adenocarcinoma pancreatico, y
10 normales de edad/género coincidentes. Los sedimentos de ADN se recogieron en 8 ml de TE diluido 10 veces,
pH 8. La secuencia Alu consiste en regiones conservadas y regiones variables. En la secuencia Alu consenso
putativa, las regiones conservadas son el tramo de 25 pb entre las posiciones de nucleétidos 23 y 47 y el tramo de
16 pb entre las posiciones de nucleétidos 245 y 260. Aunque pueden disefiarse cebadores en cualquier parte de las
secuencias Alu, para amplificar de forma mas eficaz las secuencias Alu, los cebadores de PCR se localizan
preferentemente de forma completa o parcial (al menos las regiones 3' de los cebadores) en las regiones
conservadas. Se usaron cebadores especificos para las secuencias Alu humanas para amplificar fragmentos de
diferentes longitudes dentro de las repeticiones Alu. Las secuencias fueron las siguientes:

Tamarnio del amplicon  Secuencias cebadores

Cebador directo: 5-~ACGCCTGTAATCCCAGCACTT-3' (SEC ID N° 44)

245 pb Cebador inverso: 5-TCGCCCAGGCTGGAGTGCA-3' (SEC ID N° 45)

130 pb Cebador directo: 5-TGGTGAAACCCCGTCTCTAC-3' (SEC ID N° 46)
P Cebador inverso: 5-CTCACTGCAACCTCCACCTC-3' (SEC ID N° 47)

45 pb Cebador directo: 5-TGGTGAAACCCCGTCTCAC-3' (SEC ID N° 46)

Cebador inverso: 5-CGCCCGGCTAATTMGTAT-3'(SEC ID N° 48)

El ADN de las heces se diluy6 1:5 con tampén Tris-EDTA 1x (pH 7,5) para amplificacion por PCR. EI ADN de heces
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diluido en tampon Tris-EDTA (1 pl) se amplificé en un volumen total de 25 ul que contenia iQ SYBR Green Supermix
1x (Bio-Rad, Hercules, CA), 200 nmol/l de cada cebador en las siguientes condiciones: 95°C durante 3 minutos
seguido de 40 ciclos de 95°C, 60°C, y 72°C durante 30 segundos cada uno. Se creé una curva patrén para cada
placa amplificando muestras diluidas en serie de factor 10 de ADN gendmico humano (Novagen, Madison, WI). Se
hizo analisis de curvas de fusion después de cada PCR para garantizar que solamente amplificada un producto para
todas las muestras.

La amplificacion se realizé en placas de 96 pocillos en un iCicler (Bio-Rad). Cada placa consistia en muestras de
ADN fecal y multiples controles positivos y negativos. Cada ensayo se hizo por duplicado.

Se realiz6 lo siguiente para comparar el ADN largo (245 pb) y ADN largo (45 pb) humano en deposiciones para la
deteccion de neoplasias del Gl superior e inferior, y para evaluar el efecto del sitio del tumor del Gl sobre los niveles
de ADN humano en deposiciones. Los sujetos incluian 33 pacientes con cancer colorrectal, 20 con adenomas
colorrectales >1 cm, 13 con cancer pancreatico, y 33 controles colonoscopicamente normales. Los sujetos afiadieron
un tampon conservante a las deposiciones en el momento de la recogida para evitar el metabolismo bacteriano post-
defecacion del ADN, y las deposiciones se congelaron en 8 horas a -80°C. Usando un ensayo cuantitativo validado
para ADN humano (Zou y col., Epidemiol. Biomarkers Prev., 15:1115 (2006)), se amplificaron secuencias Alu de 245
pb y 45 pb de todas las deposiciones de modo ciego. Las sensibilidades para el ADN largo y corto se basaron limites
de especificidad del 97 por ciento.

Las medias de edad fueron 60, 66, 69, y 62 para cancer colorrectal, adenoma colorrectal, cancer pancreatico, y
grupos de control, respectivamente; y las distribuciones hombre/mujer fueron 22/11, 9/11, 9/4, 11/21,
respectivamente. En deposiciones de grupos con neoplasia y control, los productos de amplificacion fueron
cuantitativamente mayores para ADN corto frente a ADN largo. Las sensibilidades respectivas por ADN largo y corto
fueron del 66 por ciento y el 62 por ciento con las 29 neoplasias colorrectales distales, el 46 por ciento y el 46 por
ciento con las 24 neoplasias colorrectales proximales, y el 15 por ciento y el 31 por ciento (p=0,16) con los 13
canceres pancreaticos. Por ensayo de suma de rango de Wilcoxan, el efecto del sitio de neoplasia sobre las tasas
de deteccion fue significativo tanto para ADN largo (p=0,004) como para ADN corto (p=0,02). Entre las neoplasias
colorrectales, las sensibilidades respectivas por ADN largo y corto fueron del 48 por ciento y el 52 por ciento con
lesiones <3 cm, el 63 por ciento y el 63 por ciento con aquellas >3 cm, el 64 por ciento y el 61 por ciento con
canceres, y el 35 por ciento y el 45 por ciento con adenomas.

Estos resultados demuestran que el ADN corto y largo pueden ser comparablemente sensibles para la deteccion en
heces de neoplasias del Gl. Sin embargo, las tasas de deteccién varian con el sitio del tumor, siendo las mayores
con las lesiones mas distales y las inferiores con las mas proximales. Estos resultados fueron coherentes con la
degradacion luminal sustancial del ADN exfoliado de neoplasias mas proximales del Gl.

También se demostré que pueden detectarse marcadores de genes mutantes en deposiciones hasta un grado
mayor si el tamafo del amplicon es menor de 70 pb, coherente con la degradacion luminal. Por tanto, el ADN corto
puede servir como marcador per se y como tamafio diana para la deteccion de mutaciones.

Ejemplo 7 - Uso de BMP3 metilado fecal como marcador de neoplasia

Se encontrd que las deposiciones de pacientes con tumores colorrectales contenian cantidades significativamente
elevadas de copias del gen BMP3 metilado, pero se descubrié que aquellas de individuos normales no contenian
ninguna o solamente cantidades traza. Cuando se ensayé el BMP3 metilado fecal con un procedimiento de
amplificacion apropiado, se detectaron de forma especifica canceres colorrectales y adenomas premalignos (Figura
11). EI BMP3 metilado fecal detectd un porcentaje mayor de tumores proximales de colon que tumores distales, de
modo que puede combinarse con marcadores para tumores colorrectales distales para crear paneles de marcadores
complementarios. EI BMP3 metilado fecal fue muy especifico con pocas reacciones falsas-positivas.

Pueden obtenerse resultados similares usando otros genes y procedimientos tales como los descritos en otra parte
(Zou y col., Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 16(12):2686 (2007)).

Ejemplo 8 - Deteccion de canceres del tracto aerodigestivo por ensayo de ADN en deposiciones

Se extrajeron muestras tisulares de pacientes con tumores confirmados del tracto aerodigestivo y se secuenciaron
para evaluar la presencia o ausencia de alteraciones génicas somaticas. Se uso el ADN de la linea germinal de los
mismos pacientes como controles. Una vez se confirmé una alteracion, se ensayd una muestra de heces coincidente
para esa alteracion. Se utilizaron dos procedimientos diferentes para detectar la mutacién en deposiciones: PCR
especifica de alelo y analisis digital de curvas de fusion. Para ambos procedimientos, nos centramos en la
amplificacion de los fragmentos mas cortos posibles (> 100 pb) que han demostrado contener niveles mayores de
secuencia mutante.

Curva de fusién digital (DMC)

Se estudiaron 138 pacientes (69 casos con una neoplasia en el Gl y 69 controles asintomaticos con edad/sexo
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coincidente con colonoscopia normal) por, primero, identificacion de una mutacion en tejido de neoplasia, y después
determinacion de si esa mutacion especifica podria detectar en heces de ese individuo. Se recogieron deposiciones
con un tampon de estabilidad y se congelaron a -80C hasta ensayarse.

Los genes habitualmente mutados en neoplasias en el Gl (TP53, KRAS, APC, CDH1, CTNNB1, BRAF, SMAD4, y
P16) se secuenciaron a partir de ADN extraido de tejido tumoral, para identificar una mutacion diana para cada caso.
Los genes diana se aislaron por captura de hibridos (Tabla 7) y las mutaciones somaticas confirmadas por tejido se
ensayaron en deposiciones por el procedimiento de curvas de fusion digitales, como se ha descrito en el Ejemplo 1.
Las mutaciones detectadas en deposiciones se confirmaron por secuenciacion. Se realizaron ensayos ciegos.
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No se detectaron mutaciones diana en deposiciones de control. Se detectaron mutaciones diana en deposiciones del
68% (47/69) de los pacientes con una neoplasia en el Gl. Especificamente, se detectaron mutaciones diana en
deposiciones del 71% (36/51) de los pacientes con cancer [40% (2/5) con orofaringeo, 65% (11/17) con esofagico,
100% (4/4) con gastrico, 55% (6/11) con pancreatico, 75% (3/4) con biliar o de vesicula biliar, y 100% (10/10) con
colorrectal] y del 61%(11/18) con precanceres [100% (2/2) con neoplasia mucinosa papilar intraductular pancreatica
y 56% (9/16) con adenoma colorrectal avanzado]. Las copias mutantes en genes recuperados de las deposiciones
promediaron un 0,4% (intervalo 0,05-13,4%) para neoplasias supracolénicas y un 1,4% (0,1-15,6%) para neoplasias
colorrectales, p=0,004 (Tabla 8).
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También se realizé un estudio piloto inicial con 10 muestras de heces de pacientes con canceres confirmados del
conducto biliar para determinar si la tecnologia DMC podia detectar mutaciones en k-ras, un gen bien caracterizado
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que se sabe que esta mutado en esta poblaciéon. Se detectaron mutaciones en K-ras en deposiciones para 3/10 o
4/10 canceres del conducto biliar (dependiendo del valor de mutacion de 5 6 3, respectivamente) (Tabla 9). Como K-
ras es mutante en el 30-40% de los canceres del conducto biliar, estos resultados indican que el ensayo de
deteccion esta consiguiendo la proporcion apropiada de muestras de cancer.

Tabla 9. Valores de mutacion en K-ras para pacientes con cancer del conducto biliar

Mutacion detectada

Ejemplo N°| Patologia |Valor de mutacion en K-ras A B
520 Cancer BD
528 Cancer BD
559 Cancer BD
558 Cancer BD
515 Cancer BD
543 Cancer BD
806 Cancer BD
539 Cancer BD
512 Cancer BD
725 Cancer BD

Codon 12 GAT
Codon 12 GAT
Codon 13 GAC
Codon 12 TGT
Codon 12 GAT [Codoén 13 GGA

Codon 12 GAT [Codoén 12 GAT

Codoén 13 GAC|Coddn 12 GAT; Codén 12 GTT

Nl o|a|w|v|v[=|o|olo

PCR especifica de alelo

El ensayo de PCR especifica de alelo fue una version modificada de un procedimiento previamente publicado (por
ejemplo, Cha y col., Mismatch Amplification Mutation Assay (MAMA): Application to the c-H-ras Gene PCR Methods
and Applications, 2:14-20 (1992) Cold Spring Harbor Laboratory). Se capturaron fragmentos del gen TP53 a partir de
muestras de ADN fecal con sondas especificas para mutaciones identificadas en el tejido coincidente (Tabla 7). Se
evaluaron los numeros de copias por cPCR. Las muestras se ajustaron a 10.000 fragmentos cada una y se
amplificaron con series de cebadores especificos de alelo.

Muestra Cebador F Cebador R

A745 GACAGAAACACTTTAT (SEC ID N° 211) CGGCTCATAGGG (SEC ID N° 217)
A848 ACACTTTTCGACAAG (SECIDN°212)  AAACCAGACCTCAG (SEC ID N° 218)
A789 CCTCAACAAGATAC (SEC ID N° 213) CAGCTGCACAGG (SEC ID N° 219)
A782 GCCGCCTGAAA (SEC ID N° 214) AGACCCCAGTTGC (SEC ID N° 220)
A873 GCGGCATGAAAT (SEC ID N° 215) TTCCAGTGTGATGAT (SEC ID N° 221)
A769 CCCCTCCTCAGAG (SEC ID N° 216) CTTCCACTCRGATAA (SEC ID N° 222)

El cebador directo en cada caso es especifico para cada mutacion de TP53.

Esofago y estomago

Abordando las mutaciones encontradas en canceres esofagicos o aquellos de la unién gastroesofagica (en p53,
APC, o K-ras), se detecto la misma mutacion por PCR especifica de alelo en deposiciones coincidentes en cinco de
cinco (100%) canceres pero en ninguno de los controles (Tabla 10). El ciclo umbral (Ct), indica el ciclo de PCR en el
que el producto entre en la fase exponencial de amplificacion.

Vesicula biliar

Abordando una mutacién confirmada en un cancer de vesicula biliar, se encontré la misma mutacién en las
deposiciones coincidentes de ese paciente usando PCR especifica de alelo (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de PCR cuantitativa especifica de alelo mutante para canceres del tracto aerodigestivo
coincidentes

Muestra Gen N° de fragmentos Ct
A769|cancer esofagico/gastrico |p53 10K 71
N normal p53 10K >80
A782|cancer esofagico/gastrico |p53 10K 38,8
N normal p53 10K 44 1
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(continuacion

A745|cancer esofagico/gastrico |p53 30K 42,5
N normal p53 30K 45,6
A873|cancer esofagico/gastrico |p53 30K 37,8
N normal p53 30K 40,4
A848|cancer de la vesicula biliar|p53 10K 22,4
N normal p53 10K 36,3
A789|cancer esofagico/gastrico |p53 10K 25,9
N normal p53 10K 28,7

Ejemplo 9 - Marcadores polipeptidicos fecales candidatos identificados para cancer colorrectal y adenomas
precancerosos

Se identificé la siguiente lista de polipéptidos por un modelo de analisis estadistico usando todos los datos generado
a partir de espectros de masas de extractos de proteinas fecales: f2-macroglobulina, proteina C3 del complemento,
serotransferrina, haptoglobina, anhidrasa carbonica 1, xaa-pro dipeptidasa, inhibidor de elastasa de leucocitos,
hemoglobina, glucosa-6-fosfato, y catalasa. Esta lista de polipéptidos esta en orden de diferencia de la normalidad.
Por tanto, la abundancia espectral media para p2-macroglobulina es la mas diferente de la normalidad para cancer y
adenoma.

La significancia estadistica de la abundancia relativa de polipéptidos entre normalidad, adenoma, y cancer
colorrectal (CRC) se obtuvo usando datos de recuento espectral normalizados a partir de un modelo de regresion de
poisson de ceros inflados como término de compensacion en el analisis de expresion diferencial especifica de
proteina. El analisis de expresion diferencial también incorporaba el modelo de regresion de poisson de cero
inflados. Los polipéptidos después se clasificaron de acuerdo con su significancia estadistica y si el perfil de
expresion seguia el patron clinicamente relevante de Normal < Adenoma < CRC. Usando una norma de que un
ensayo positivo requeria que fueran positivos tres cualesquiera de seis marcadores principales, la sensibilidad y
especificidad de este panel fueron del 100% en una serie de preparacion.

Los polipéptidos enumerados pueden usarse individualmente o en cualquier combinacion para detectar cancer
colorrectal o adenomas precancerosos.

Ejemplo 10 - Identificacion de marcadores polipeptidicos para cancer pancreatico

Se identificaron marcadores polipeptidicos potenciales para la prediccion de cancer pancreatico. Utilizando una
comparacion lado a lado Scaffold (Proteome Software) de abundancias espectrales, se compararon las proporciones
de los recuentos espectrales de carboxipeptidasa B (CBPB1_HUMAN) y carboxipeptidasa A1 (CBPA1_HUMAN). Un
valor para carboxipeptidasa B/A1 de 0,7 o mayor fue predictivo de cancer pancreatico (en deposiciones normales, se
observo una proporcion promedio de 2:3 B/Al). La especificidad para los datos de preparacion fue del 100% con una
sensibilidad del 88%, mientras que la sensibilidad de una serie de validacion fue del 82% a la misma especificidad.

Ejemplo 11- Uso de ALX4 metilado fecal como marcador de neoplasia

Se descubrio que las deposiciones de pacientes con tumores colorrectales contenian cantidades significativamente
elevadas de copias del gen ALX4 metilado, pero se descubrié que aquellas de individuos normales no contenian
ninguna o solamente cantidades traza. Cuando se ensayd ALX4 metilado fecal con un procedimiento de
amplificacion apropiado, se detectaron especificamente canceres colorrectales y adenomas premalignos. Al 90% de
especificidad, ALX4 metilado fecal detectd el 59% de cancer colorrectal y el 54% de adenomas premalignos,
permitiendo la deteccion tanto de cancer colorrectal como de adenomas premalignos.

LISTADO DE SECUENCIAS
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<130> MAFOO001PEPO02
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<210>1

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 1
gtggacgaat atgatccaac aatagaggta aatcttg 37

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 2
aggcctgetg aaaatgactg 20

<210> 3

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 3
ttgttggatc atattcgtcc ac 22

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 4
taaggcctgc tgaaaatgac 20

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 5
atcaaagaat ggtcctgcac 20
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<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 6
cgtctgcagt caactggaat tt 22

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 7
tgtatcgtca aggcactctt gc 22

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 8
cttaagcgtc gatggaggag 20

<210>9

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 9
ccagacaact gttcaaactg atgggaccca ctccatc 37

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 10
ccacaaaatg gatccagaca 20

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 11
tgcttgctct gataggaaaa tg 22
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<210> 12

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 12
cagatagccc tggacaaacc atgccaccaa gcagaag 37

<210> 13

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 13
ttccagcagt gtcacagcac cctagaacca aatccag 37

<210> 14

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 14
atgacaatgg gaatgaaaca gaatcagagc agcctaaag 39

<210> 15

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 15
ttcattatca tctttgtcat cagc 24

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 16
cgctcctgaa gaaaattcaa 20

<210> 17

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 17
tgcagggttc tagtttatct tca 23
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<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 18
ctggcaatcg aacgactctc 20

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 19
caggagaccc cactcatgtt 20

<210> 20

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 20
tggcaaaatg taataaagta tcagc 25

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 21
catgccacca agcagaagta 20

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 22
cactcaggct ggatgaacaa 20

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 23
gagcctcgat gagcecattta 20
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<210> 24

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 24
tcaatatcat catcatctga atcatc 26

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 25
gtgaaccatg cagtggaatg 20

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 26
acttctcgcet tggtttgage 20

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 27
catggtttgt ccagggctat 20

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 28
agcatctgga agaacctgga 20

<210> 29

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 29
aagacccagg tccagatgaa gctcccagaa tgccaga 37
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<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 30
cccttcccag aaaacctace 20

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 31
gccaggcatt gaagtctcat 20

<210> 32

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 32
catggccatc tacaagcagt cacagcacat gacggag 37

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 33
cacttgtgcc ctgactttca 20

<210> 34

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 34
aaccagccct gtcgtctct 19

<210> 35

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 35
agtggaagga aatttgcgtg tggagtattt ggatgac 37
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<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 36
caggcctctg attcctcact 20

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 37
cttaacccct cctcccagag 20

<210> 38

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 38
atgtgtaaca gttcctgcat gggcggcatg aaccgga 37

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 39
cttgggcctg tgttatctcc 20

<210> 40

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 40
gggtcagagg caagcaga 18

<210> 41

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 41
cgcacagagg aagagaatct ccgcaagaaa ggggagc 37
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<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 42
gggagtagat ggagcctggt 20

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 43
gcttcttgte ctgettgett 20

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 44
acgcctgtaa tcccagcactt 21

<210> 45

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 45
tcgcccagge tggagtgca 19

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 46
tggtgaaacc ccgtctctac 20

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 47
ctcactgcaa cctccacctc 20
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<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 48
cgcccggcta atttttgtat 20

<210> 49

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 49
atggccatct acaagcagtc atagcacatg acggaggttgt 41

<210> 50

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 50
agagtgaacc atgcagtgga aaagtggcat tataagccc 39

<210> 51

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 51
tttgccaact ggccaagacc taccctgtge agetgtg 37

<210> 52

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 52
cagatgctga tactttatta cttttgccac ggaaagtact 40

<210> 53

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 53
aaagcaccta ctgctgaaag agagtggacc taagcaag 38
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<210> 54

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 54
atgctgcagt tcagaggggt ccaggttctt ccagatgc 38

<210> 55

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 55
taaagcacct actgctgaaa agagagagtg gacctaagcaag 42

<210> 56

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 56
cacaggaagc agattctgca ataccctgca aatagca 37

<210> 57

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 57
ttcagagtga accatgcagg gaatggtaag tggcattat 39

<210> 58

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 58
tccagatagc cctggataaa ccatgccacc aag 33

<210> 59

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 59
ctcaaacagc tcaaaccaag tgagaagtac ctaaaaataa a 41
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<210> 60

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 60
agcagaaata aaagaaaagt tggaactagg tcagctga 38

<210> 61

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 61
ctcaaacagc tcaaaccagc gagaagtacc taaa 34

<210> 62

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 62
tctggceccct cectcagegtce ttatccgagt ggaag 35

<210> 63

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 63
cctatgagcc gcctgagatce tggtttgcaa ctggg 35

<210> 64

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 64
atgacagaaa cactttttga catagtgtgg tggtg 35

<210> 65

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 65
gaaacacttt tcgacatggt gtggtggtgc cctat 35
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<210> 66

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 66
ctgccctcaa caagatgctt tgccaactgg ccaag 35

<210> 67

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 67
aagtctgtga cttgcacagt cagttgccct gaggg 35

<210> 68

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 68
gcatgggcgg catgaactgg aggcccatce tcacc 35

<210> 69

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 69
tcttttcacc catctaccgt cceecttgee gtcce 35

<210>70

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 70
ccatcatcac actggaatac tccaggtcag gagec 35

<210> 71

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 71
acccccgcecc gtcaccegeg tecc 23
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<210>72

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 72
ggaacagctt tgaggtgtgt gtttgtgcect gtcct 35

<210>73

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 73
tcagagcagc ctaaagaatg aaatgaaaac caagagaaa 39

<210> 74

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 74
cctcaacaag atgtttttcc aactggccaa gacct 35

<210>75

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 75
cctgtectgg gatagaccgg cgcac 25

<210> 76

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 76
ggagcctcac cactagctge ccccagg 27

<210> 77

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 77
gtgtttgtgc ctgtcgtggg agagaccggce g 31
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<210>78

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 78
ggaagagaat ctccgctaga aaggggagec tca 33

<210> 79

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 79
gttaaatatt gtcagtatgc atttgactta aaatgtgatag 41

<210> 80

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 80
tagtggtaat ctactggaac ggaacagcitt tgaggtg 37

<210> 81

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 81
cctectcage atcttaccecg agtggaagga aat 33

<210> 82

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 82
agttcctgca tgggcagcat gaaccggagg ¢ 31

<210> 83

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 83
ctgggcttct tgcattctgg acagccaagt ctgtga 36
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<210> 84

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 84
tgccccecacc gtgagegcetg ¢ 21

<210> 85

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 85
tcagcatctt atccgagtgt aaggaaattt gcgtgtgga 39

<210> 86

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 86
tgcaaatagc agaaataaaa taaaagattg gaactaggtc a 41

<210> 87

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 87
ctaaagaatc aaatgaaaaa ccaagagaaa gaggcagaa 39

<210> 88

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 88
gtggtagttg gagctgatgg cgtaggcaag agt 33

<210> 89

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 89
cctcaacaag atgttttacc aactggccaa gacct 35

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 522 542 T3

<210> 90

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 90
cctectcage atcttatctg agtggaagga aatttge 37

<210> 91

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 91
tccactacaa ctacatgtat aacagttcct gcatggg 37

<210> 92

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 92
cactggaaga ctccagatca ggagccactt gcc 33

<210> 93

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 93
ggagaggggg agtgcaggca gcggg 25

<210> 94

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 94
cccaactgceg cctacceege cactc 25

<210> 95

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 95
gcccgggagg getectggac acgetg 26
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<210> 96

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 96
gcccgggagg gettactgga cacgetggt 29

<210> 97

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 97
caatgggtca tatcacagat tctttttttt aaattaaagt aaca 44

<210> 98

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 98
tcttatctca aaagaacaac aaaaaagagg aatcctttag 40

<210> 99

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 99
gcgeccagcc ctgegeccat tecte 25

<210> 100

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 100
aagtaagtcc agctggcaaa gtgactcagc ctitgactt 39

<210> 101

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 101
aggatgacac ccgggacaat gtttattact atgatgaag 39
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<210> 102

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 102
ttttttctcc aaaggactga cgctcggect gaagtg 36

<210> 103

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 103
caagcagaat tgctcacttt cccaactcct ctcc 34

<210> 104

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 104
ggtcacagcc acagacacgg acgatgatgt gaa 33

<210> 105

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 105
agccctgegce cecttectet cccg 24

<210> 106

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 106
ttcctettee tacagtgcte cectgeccte aac 33

<210> 107

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 107
tgctcagata gcgatgatga gcagetgggg ctg 33
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<210> 108

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 108
ggtcggaggce cgagccaggt gggtaga 27

<210> 109

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 109
gcttctettt tectatecta agtagtggta atctactgg 39

<210> 110

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 110
ttgtgcctgt cctcggagag accggeg 27

<210> 111

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 111
tgtgcctgtc ctgagagaga ccggege 27

<210> 112

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 112
ttcctettee tacagtcecte cectgeccte aac 33

<210> 113

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 113
tctacaagca gtcacagctc atgacggagg ttgtgga 37
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<210> 114

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 114
aaatgaaaac caagagaaag gcagaaaaaa ctattgattc 40

<210> 115

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 115
cctgccctca acaagacgtt ttgccaactg gecc 33

<210> 116

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 116
gctcatcict aagctcagga agagttgtgt caaaaatgaga 41

<210> 117

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 117
cggaacagct ttgaggtgca tgtttgtgcc tgtcctggg 39

<210> 118

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 118
tggaaggaaa tttgcgtgtg gagtatttgg atgacag 37

<210> 119

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 119
tgtcctggga gagactggeg cacagaggaa gagaat 36
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<210> 120

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 120
aagaaaagat tggaactaga tcagctgaag atcctgtg 38

<210> 121

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 121
cgcceggceac ccgcttccge gecatggeca 30

<210> 122

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 122
gtgtttgtgc ctgtgctggg agagaccggce g 31

<210> 123

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 123
aggttcttcc agatgctgat actttattac attttgc 37

<210> 124

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 124
gcgagaagta cctaaaaata aagcacctac tgctgaa 37

<210> 125

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 125
cagggttcta gtttatctta agaatcagcc aggcaca 37
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<210> 126

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 126
ccagatgctg atactttatt ttgccacgga aagtactc 38

<210> 127

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 127
aaagcaccta ctgctgaaag agagtggacc taagcaag 38

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 128
agtactcccc tgccctcaac 20

<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 129
tttgagagtc gttcgattgc 20

<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 130
tccaggttct tccagatgct 20

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 131
agctcaaacc aagcgagaag 20
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<210> 132

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 132
ggacctaagc aagctgcagta 21

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 133
cagacgacac aggaagcaga 20

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 134
accacctcct caaacagctc 20

<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 135
catagtgtgg tggtgcccta 20

<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 136
gtggaaggaa atttgcgtgt 20

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 137
tgttcacttg tgccctgact 20
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<210> 138

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 138
gtctgggctt cttgcattct 20

<210> 139

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 139
tggctctgac tgtaccacca 20

<210> 140

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 140
acctggtcct ctgactgcte 20

<210> 141

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 141
cctcaccatc atcacactgg 20

<210> 142

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 142
gtgcagctgt gggttgatt 19

<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 143
ggaagagaat ctccgcaaga 20

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 522 542 T3

<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 144
atgcctccag ttcaggaaaa 20

<210> 145

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 145
tgccctgact ttcaactctgt 21

<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 146
ctactgggac ggaacagctt 20

<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 147
gcgcacagag gaagagaatc 20

<210> 148

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 148
aggtggcctg atcttcacaa 20

<210> 149

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 149
tttccttact gectettget tc 22
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<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 150
tggccatcta caagcagtca 20

<210> 151

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 151
agccagtcag ccgaagg 17

<210> 152

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 152
caccctggct ctgaccat 18

<210> 153

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 153
gaccccgcca ctctcac 17

<210> 154

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 154
atatttcaat gggtcatatc acag 24

<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 155
gccatgatcg ctcaaataca 20
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<210> 156

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 156
acttgcgagg gacgcatt 18

<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 157
cattctgggg attcttggag 20

<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 158
ctgtttcttc ggaggagage 20

<210> 159

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 159
ttcctactct tcattgtact tcaacc 26

<210> 160

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 160
cgtttctgga atccaagcag 20

<210> 161

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 161
ccaggaacct ctgtgatgga 20
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<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 162
cacatgacgg aggttgtgag 20

<210> 163

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 163
ttccaattcc cctgcaaa 18

<210> 164

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 164
gggacaggta ggacctgatt t 21

<210> 165

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 165
tgacaatggg aatgaaacaga 21

<210> 166

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 166
ccctagaacc aaatccagca 20

<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 167
ctgcagttca gagggtccag 20
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<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 168
tttgccacgg aaagtactcc 20

<210> 169

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 169
ctcacaacct ccgtcatgtg 20

<210> 170

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 170
cteegteatg tgctgtgact 20

<210> 171

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 171
tgctggattt ggttctaggg 20

<210> 172

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 172
agctgtttga ggaggtggtg 20

<210> 173

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 173
gcagcttgcet taggtccact 20
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<210> 174

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 174
acacgcaaat ttccttccac 20

<210> 175

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 175
aaccaccctt aacccctcct 20

<210> 176

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 176
cagttgcaaa ccagacctca 20

<210> 177

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 177
gcaggtcttg gccagitg 18

<210> 178

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 178
ccagtgtgat gatggtgagg 20

<210> 179

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 179
ggggacagca tcaaatcatc 20
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<210> 180

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 180
tttttctgec tetttetett gg 22

<210> 181

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 181
ctgcacaggg caggtctt 18

<210> 182

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 182
gcggagatte tettectetg 20

<210> 183

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 183
ttcttgtcct gettgcttac ¢ 21

<210> 184

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 184
tggattcaca cagacactat caca 24

<210> 185

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 185
cacaaacacg cacctcaaag 20
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<210> 186

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 186
actgaccgtg caagtcacag 20

<210> 187

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 187
ctgctcacca tcgctatcetg 20

<210> 188

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 188
ccaaatactc cacacgcaaa 20

<210> 189

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 189
gaggggctgg ctggtc 16

<210> 190

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 190
gggtcgggtg agagtgg 17

<210> 191

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 191
cagctcctca gccaggtc 18

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 522 542 T3

<210> 192

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 192
tcaaatcagc tataaatacg aaaca 25

<210> 193

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 193
tctcaggggg ctaaaggatt 20

<210> 194

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 194
gaagaaggga agcggtgac 19

<210> 195

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 195
ggaaataaac ctcctccatt ttt 23

<210> 196

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 196
ccgcctectt cttcatcata 20

<210> 197

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 197
tgcaacgtcg ttacgagtca 20
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<210> 198

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 198
gcagctgatg ggaggaataa 20

<210> 199

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 199
tgaggatggt gtaagcgatg 20

<210> 200

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 200
gccagttggc aaaacatct 19

<210> 201

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 201
cccaacgcac cgaatagt 18

<210> 202

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 202
agctgttccg tcccagtaga 20

<210> 203

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 203
tcaccatcgc tatctgagca 20
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<210> 204

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 204
ggtccttttc agaatcaata gttt 25

<210> 205

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 205
ccaaagcatg gctcatctcta 21

<210> 206

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 206
ctcaggcaag ctgaaaacat 20

<210> 207

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 207
gtgacactgc tggaacttcg 20

<210> 208

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 208
tgtctgagca ccacttttgg 20

<210> 209

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 209
tttcctgaac tggaggcatt 20
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<210> 210

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 210
ctgcagttca gagggtccag 20

<210> 211

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 211
gacagaaaca ctttat 16

<210> 212

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 212
acacttttcg acaag 15

<210> 213

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 213
cctcaacaag atac 14

<210> 214

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 214
gccgectgaa a 11

<210> 215

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 215
gcggcatgaaat 12

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 522 542 T3

<210> 216

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 216
cccctecctcagag 13

<210> 217

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 217
cggctcatag gg 12

<210> 218

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 218
aaaccagacc tcag 14

<210> 219

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 219
cagctgcacagg 12

<210> 220

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 220
agaccccagttgc 13

<210> 221

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 221
ttccagtgtg atgat 15
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<210> 222

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<400> 222
cttccactcg gataa 15
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de deteccién de cancer en un mamifero, comprendiendo dicho procedimiento determinar si una
muestra de heces de dicho mamifero comprende o no un valor de mutacién elevado de K-ras, un estado de
metilacion elevado de BMP3, y un nivel elevado de ADN humano en comparacién con un control normal, en el que la
presencia de dicho valor de mutacion elevado de K-ras, dicho estado de metilacion elevado de BMP3, y dicho nivel
elevado de ADN humano indica que dicho mamifero tiene cancer colorrectal.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho valor de mutacion de K-ras se mide por analisis digital de
curvas de fusion.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho K-ras esta representado por la secuencia de nucleétidos
de la Figura 13.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho valor de mutacién de K-ras es medido por PCR
cuantitativa especifica de alelo.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho BMP3 esta representado por la secuencia de nucleétidos
de la Figura 14.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho estado de metilacién elevado de BMP3 es medido por
PCR especifica de metilacion a tiempo real.

7. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho nivel elevado de ADN humano es medido por PCR a
tiempo real.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho ADN humano comprende una repeticién Alu.
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Valor multi-marcador
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Figura 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3

Recuento espectral
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FIGURA 4

Proporcion de recuento espectral
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FIGURA 5

A. Mutacion en K-ras (5571G>T,12G>V)
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Valor de mutacién detectado
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FIGURA 6
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FIGURA 7

K-ras 248 pb (5571G>T,12G>V)
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Sensibilidad del ensayo
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 12
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FIGURA 13

Secuencia de nucledtidos de K-ras (n° de acceso a GenBank NM_033360; gi | 34485724 | )
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cteccaggtyg
agctggtggo
cgaatatgat
ctgtctcttg
gtacatgagyg
tgaagatatt
tatggtecta
tcaggactta
gagagtggag
aatcagcaaa
atctgggtgt

agatgagcaa

aaatacaatt

acactaaatt
tgttagcttt
agtgecagta
aatacctaaqg
cttaccaatt
ctgtgtttta
tggtttttac
taggcatcat
ggttttgtet
ttctataaaa
tttectttte
agacccagta
ctaaattttt
aatgtagtct
cttgagtect
ttatagctta

tgagetttca

87

gcggcegaagg
cgagegcegygce
cgggagagag
gtaggcaaga
ccaacaatag
gatattctcg
actggggagy
caccattata
gtaggaaata
gcaagaagtt
gatgcttttt
gaagaaaaga
tgatgatgece
agatggtaaa
tgtacttttt

attageattt

taccttaaat

ttececagagt
atttetgtet
gtgaatgttyg
tctagtcaca
tgaaacattg
gtcctatage
ccttteccact
agaaaaaaat
acattagata
tgaaatgggg
ataataattg
ccctgtgtca
tgaagatagt
ttaggtgttyg

tagagagttt

tggcggegge
gcaggcacﬁg
gcetgetgaa
gtgcettgac
aggattccta
acacagcagg
gctttctttyg
gagaacaaat
aatgtgattt
atggaattcc
atacattggt
ctoctggetyg
ttctatacat
aagaagaaaa
tcttaaggca
gttttagecat
gcttatttta
tttggttttt
tggggttttt
gtgtgaaaca
taaatggatt
agggaacaca
ttgtecatcec
gctattagte
ggaaaaaaat
aattactata
attattatag
aaaagatttt
gactgctcett
tttaattctg
aagagaccaa

cacagcatgg

60
120
180
240
300
260
420
480
540
600
660
720
780
840
$00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



actgtgtcec
tagggcagtt
atcaagagca
atattaactc
taaacaatga
ttaaattaac
taaaaataaa
gtgagatggc
agataggtat
ttaaaagaag
catttacata
tgttacacca
tgaatatcca
cttccacatg
tttactgctg
tacatcttat
aatcactaat
agcgacagta
gaatttaata
tggtaacagt
ctttaattca
gctggaatge
ttctegtgece
aatttttgta
cctgacctca
ttcagcaaat
atggtatccce
atatcttact
gcéaagaagg
aactcttcga
ttatattgtt
aaggtgtatg
aagtaattaa
tgaactagtt

atgtgaaact

cacggtcate
tggatagete
ttgettttgt
aaaagttgag
agtgaaaaag
attgcataaa
aacaatcctt
atggtgaggt
cttttaggac
tcatctcaaa
aggatacact
tetteagtge
ttetegtttt
ccccatgact
ctgtggatat
ttectecaggy
tttcaggtgy
ggatttttca
aagatagtge
aatacattce
tgaagcttac
agtggegeca
teggectect

tttttaggag

‘agtgattcac

atttattgag
caaacaagag
aaggcctttg
ggtttggtct
tcaagctact
tttttatttg
tcagatatte
aatatactta
cacagacaag

acagatcttt
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cagtgttgte
sacaagatac
ttcttaagaa
attttggggt
ttttacaatc
cacttttcaa
ttgataaatt
gaaagtatca
tctgattttyg
ctéttagttt
tatttgtcaa
cagtcttggg
aggactcttc
tgatgcagtt
ctccatgaag
ctcaagagaa
tggctgatge
aacctggtat
tgaaagaatt
attgttttag
[AARARA AR
tctcagctea
gagtagetgyg
agacggggtt
ccaccttgge
tgcectaccag
acataatcce
gtatacgacc
ctgtgccagce
ttatgtaaat
gcataactgf
atattgaccc
aaaattaata
gaaacttcta

ggaacactgt

atgcattggt
aatctcactc
aacaaactct
ggtggtatgce
tctaggttityg
gtctgatcca
taaaatgtta
ctggactagy
aggacatcac
ttttttttta
gctcageaca
caaaattgtg
ttccatatta
ttaatacttg
ttttcccact
tctgacagat
tttgaacatc
gaatagacayg
ccttaggtaa
taaccagaaa
tggtgtcaga
ctgcaaccte
gattacagge
tcaccetgkt
ctcataaacce
atgccagtca
ggtccttagg
cagagataac
tctataattg
cacttcattg
gattctttta
aaatgtgtaa
gttttatctyg

tgtaaaaatc

ttaggtaggg
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tagtcaaaat
tgtggtggte
tttttaaaaa
caagacatta
gctagttcte
tatttaataa
cttattttaa
aagaaggtga
ttactatcca
caactatgta
atctgtaaat
caagaggtga
gtgtcatctt
taattcccct
gagtcacatc
accataaagg
tctttgctge
aaccctatec
tctataacta
tcttcatgea
gtctegetet
catcteccag
gtgtgcecact
ggccaggctg
tgttttgcag
ccgcacaagyg
tagtgctagt
acgatgcgta
ttttgctacyg
ttttaaagga
ggacaattac
tattccagtt
ggtacaaata
actatgattt

tgttaagact

ggggagyggac
ctgctgacaa
ttacttttaa
attttttttt
ttaacactgg
tgctttaaaa
aataaatgaa
cttaggttct
tttcttcatg
atttatattc
ttttaaccta
agtttatatt
gcetecetac
aaccataaga
agaaatgccc
gatttgacct
ccaatccatt
agtggaagga
ggactactcc
atgaaaaata
tgtcacccag
gttcaagcga
acactcaact
gtctegaact
aactcattta
cactgggtat
gtggtctgta
ttttagttte
attccactga
ataaacttga
tgtacacatt
ttetctgeat
aacaggtgee
ctgaattgct

tacacagtac

1980
2040
2100
2164
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2%40
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020



ctcgtttcta
atatttaggc
acctttatgt
gggagaattc
ttgaagtttt
gaatatagca
tctatttaac
actgttgtca
ttaagttaca
aaacattttt
aaactatctg
tgttttttag
aatactggat
tctttctaaa
ctgtgtttta
aatttagggy
ccccacagag
tgtttteatg
tatttcttaa
ctgaaacatyg
agttgtttte
aatgaccact
gtgatctaaa

aataaaaata

cacagagaaa
ctecttgaatt
gaactttgaa
tagaaataaa
tttaaaaaaa
gacgtatatt
tgagtcacac
ccattgcaca
gtttgcacaa
tecttcaaaca
aagatttcca
macccagcag
agcatgaatt
gaaagatact
gtttaatagt
aaaaaaaagt
ctaactgggt
ttgaaaatac
tgtaacatgt
cacattttgt
catcatttgg
cttttaattg
atttgtaata

gttacagtga
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gaaatggcca
tttgatgtag
tggtttaaca
tgttacctaa
gctaaattac
gtatcatttg
tgcataggaa
attttgtect
gttcatctca
gtatataact
tttgtcaaaa
ttaccttaaa
ctgcattgag
cacatgagtt
ttgaagtgcce
tatctgcaga
tacagtgttt
ttttgecattt
ttacctggaa
acattgtgct
ttgegetgac
aaattaactt
tttttgtcat

cdaaaaaaaa

tacttcagga
atgggcattt
aaagatttgt
ttattacagc
atagacttag
agtgaatgtt
tttagaacct
aatatataca
tttgtattcc
ttttttaggg
agtaatgatt
gctgaattta
aaactgaata
cttogaagaat
tgtttgggat
tatgttgagg
tatccgaaag
ttectttgag
tgtattttaa
ttettttgtyg
ctaggaatgt
ttaaatgttt
gaactgtact

ag&aaaa

89

actgcagtge
ttttaaggta
ttttgtagag
cttaaagaca
gcattaacat
cccaagtagg
aacttttata
tagaaacttt
attgattttt
gatttttitt
tcttgataat
tatttagtaa
gctgtcataa
agtcataact
aatgataggt
gccéatctct
ttteccaatte
tgccaattte
ctatttttgt
ggacatatge
tggtcatate
ataggagtat

actcctaatt

ttatgagggyg
gtggttaatt
attttaaagg
aaaateccttg
gtttgtggaa
cattctaggc
ggttatcaaa
gtggggcatyg
tttttettet
tagacagcaa
tgtgtagtaa
cttctgtbgtt
aatgaaactt
agattaagat
aatttagatg
cccceccacac
cactgtcttyg
ttactagtac
atagtgtaaa
agtgtgatce
aaacattaaa
gtgctgtgaa

attgtaatgt

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5436
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FIGURA 14

Secuencia de nucledtidos de BMP3 (n° de acceso a GenBank M22491; gi \ 179505)

agatcttgaa aacacccggg ccacacacgce cgcgacctac agetcectttot cagegttgga 60
gtggagacgg cgcccgcage goectgegeyg ggtgaggtcec gegcagetge tggggaagag 120
cccacctgte aggctgoget gggtcagege agcaagtggg gotggecget atctegetge 180
acccggeege gtooccggget cocgtgogoco tegocccage tggtttggag ttcaacccte 240
ggctecgecg coggctoctt gogocttiecgy agtgtccege agegacgecqg ggagecgacy 300
cgeccgegegg gtacctagece atggetgggy cgageagget getctttetg tggetggget 360
gcttetgegt gagecctggeg cagggagaga gaccgaagec acctttoeccg gagetcecogea 424
aagctgtgoc aggtgaccgce acggcaggtg gtggcccgga ctecgagetg cageocgcaag 480
acaaggtcte tgaacacatg ctgeggcetcet atgacaggta cagecacggte caggcoggecco 540
ggacaccggg ctoeoctggag ggaggetcege ageccectggeg cecteggete ctgegegaag 600
gcaacacggt tcgcagettt cgggeggcag cagcagaaac tcttgaaaga aaaggactgt 660
atatcttcaa tctgacatcg ctaaccaagt ctgaaaacat tttgtctgec acactgtatt 720
tetgtattgy agagctagga aacatcagec tgagttgtece agtgtctgga ggatgctccc 780
atcatgcetca gaggaaacac attcagattg atctttctge atggacccte aaattcagca 5840
gaaaccaaag tcaactcctt ggccatctgt cagtggatat ggccaaatct catcgagata 900
ttatgtectyg goctgtctaaa gatatcactce aattcttgag gaaggccaaa gaaaatgaag 960
agttcctcat aggatttaac attacgtcca agggacgceca gcectgccaaay aggaggttac 10290
cttttccaga gcecttatatc ttggtatatg ccaatgatge cgccatttet gagccagaaa 1080
gtgtggtatc aagcttacag ggacaccgga attttcccac tggaactgtt cccaaatggg 1140
atagccacat cagagctgece ctttecattyg agecggaggaa gaagegctct actggggtcet 1200
tgctgectet gcagaacaac gagettectg gggcagaata ccagtataaa aaggatgagg 1260
tgtgggagga gagaaagcect tacaagacce ttcaggétca ggcccctgaa aagagtaaga 1320
ataaaaagaa acagagaaag gggcctcatc ggaagagcca gacgctccaa tttgatgage 1380
agaccctgaa aaaggcaagyg agaaagcagt ggattgaace tcggaattgce gccaggagat 1440
acctcaaggt agactttgeca gatattggct ggagtgaatg gattatctcoc cecaagtcecet 1500
ttgatgecta ttattgctet ggagcatgcc agttccecccat gecaaagtcet ttgaagecat 1560
caaatcatgc taccatccag agtatagtga gagetgtggg ggtegttect ggagattcctg 1620
agccttgetyg tgtaccagaa aagatgtccot cactcagtat tttattcttt gatgaaaata 1680
agaatgtagt gcttaaagta taccctaaca tgacagtaga gtettgeget tgcagataac 1740
ctggcaaaga actcatttga atgcttaatt caat 1774
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