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DESCRIPCION
Métodos de deteccion del cancer
REMISION A SOLICITUDES AFINES.

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos No. de
Serie 61/184685 (presentada el 5 de junio de 2009).

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere en general a una clasificacion molecular de enfermedades, y particularmente a marcadores
moleculares para el cancer y métodos de uso de los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer es un riesgo fundamental para la salud. Aproximadamente 560.000 personas mueren de cancer
anualmente solo en los Estados Unidos, representando casi el 23% de todos los fallecimientos. A pesar de avances
recientes en los diagnosticos moleculares y de imagen, uno de los aspectos mas preocupantes del cancer sigue
siendo la deteccion precoz. De hecho, para ciertos tipos de cancer - v.g., el adenocarcinoma de pancreas - la
deteccién ocurre a menudo tan tarde que impide practicamente cualquier prondstico favorable. Por tanto, existe una
necesidad urgente de métodos sensibles para la deteccion del cancer.

SUMARIO DE LA INVENCION

Las mutaciones en ciertos genes estan asociadas con el cancer en general y con tipos de cancer especificos. Por
ejemplo, mutaciones desactivadoras en el gen TP53 se encuentran en aproximadamente 50% de todos los tumores
soélidos y mutaciones activadoras en los genes KRAS o BRAF se encuentran a menudo en el cancer colorrectal. Se
ha descubierto que el cribado de pacientes en cuanto a mutaciones en ciertos genes puede detectar y clasificar el
cancer. Mas especificamente, se ha determinado que (a) el cribado de ciertos genes (v.g., APC, EGFR, KRAS,
PTEN y TP53) respecto a mutaciones detectara aproximadamente el 95% de todos los canceres, mientras que (b) el
cribado de ciertos genes (v.g., AIM1, APC, CDKN2A, EGFR, FBN2, FBXW?7, FLJ13479, IDH1, KRAS, PIK3CA,
PIK3R1, PTEN, RB1, SMAD4, TGFBR2, TNN, y TP53) respecto a mutaciones puede clasificar con exactitud el
cancer (v.g., como cancer de mama, cancer de colon, glioblastoma, cancer de pancreas, etc.).

Asi pues, la invencion proporciona generalmente métodos que comprenden analizar paneles de genes de una
muestra obtenida de un paciente (v.g. MRNA o cDNA sintetizado a partir del mismo) y determinar el estatus
mutacional de los genes en el panel, en los cuales la presencia de un estatus mutacional particular en genes
particulares en el panel indica (a) que el paciente tiene cancer y/o (b) que el paciente padece un cancer particular.

Un aspecto de la invencién proporciona un método de deteccion de mutaciones que comprende: (1) analizar en una
muestra de fluido corporal de un sujeto humano un panel de genes que comprende entre 5y 5.000 genes, en donde
dicho panel comprende al menos 5 genes seleccionados del grupo constituido por los genes enumerados en la
Tabla 1; y (2) determinar si cualquiera de los genes de la Tabla 1 alberga una mutacion.

El panel comprende los genes APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53. En algunas realizaciones, el panel comprende los
genes enumerados en la Tabla 3. En algunas realizaciones, el panel comprende los genes enumerados en la Tabla
2. En algunas realizaciones, el panel comprende los genes enumerados en la Tabla 1.

Un aspecto de la invencion proporciona un método de deteccion de cancer que comprende: (1) analizar un panel de
genes que comprende los genes APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53 en una muestra de fluido corporal; y (2)
determinar si cualquiera de los genes APC, EGFR, KRAS, PTEN o TP53 alberga una mutacion; en donde dicha
mutacion indica la presencia de cancer.

En algunas realizaciones, el panel comprende los genes enumerados en la Tabla 3. En algunas realizaciones, el
panel comprende los genes enumerados en la Tabla 2. En algunas realizaciones, el panel comprende los genes
enumerados en la Tabla 1. En algunas realizaciones, la mutacion se selecciona del grupo constituido por las
enumeradas en la Tabla 7 y/o Tabla 8.

Un aspecto de la invencion proporciona un método de determinacion de la probabilidad de que un paciente padezca
un cancer ¢y que comprende: (1) analizar en una muestra fluida un panel de genes que comprende los genes enu-
merados en la Tabla 3; (2) detectar una mutacion en al menos uno de dichos genes enumerados en la Tabla 3;y (3)
calcular una probabilidad de que dicho paciente padezca un cancer c; utilizando la férmula: P(cq| g1, g2, ...gn ) = Po(c1)
M M(gi [c1) 1 2 Po(f) T1; M(gi t); en donde el producto se toma para todos los genes en dicho panel mutados en la
muestra (i= 1, 2, ..., n), tomandose la suma para todos los tipos de cancer t, M(g|c+) es la frecuencia de mutaciones
somaticas en el gen g en el tipo de cancer cy, y Py(cy) es la probabilidad a priori de cancer c¢s dado que el paciente
padece un cancer.
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En algunas realizaciones, dicho método comprende adicionalmente calcular una probabilidad de que dicho paciente
tenga un segundo cancer c; utilizando la formula: P (c2 /g1, g2, ...gn ) = Po(c2) T M (gil c2) 1 2t P o(t) i M (g1 t) ; en
donde el producto se toma para todos los genes en dicho panel mutados en la muestra (i: 1, 2, ..., n), tomandose la
suma para todos los tipos de cancer t, M(g|c2) es la frecuencia de mutaciones somaticas en el gen g en el tipo de
cancer ¢y, y Po(cy) es la probabilidad a priori del tipo de cancer ¢» dado que el paciente padece un cancer.

Algunas realizaciones comprenden adicionalmente recomendacion, prescripcion, ordenamiento, o realizacion de un
test respecto a la presencia del cancer ¢4 en dicho paciente. En algunas realizaciones, el test respecto a la presencia
del cancer c; se recomienda, prescribe, ordena, o realiza si la probabilidad calculada de que dicho paciente tenga
dicho cancer ¢y es superior a un valor umbral (v.g., 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 6 100%).

En algunas realizaciones, el test respecto a la presencia del cancer c; se recomienda, prescribe, ordena o realiza si
la probabilidad calculada de que dicho paciente tenga dicho cancer c; es mayor que la probabilidad calculada de que
dicho paciente padezca un cancer c,. En algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente recomendar,
prescribir, ordenar, o realizar un test respecto a la presencia de cancer c; en dicho paciente si dicho test respecto a
la presencia de cancer ¢y no indica la presencia de cancer c;.

En diversas realizaciones de la invencion, dicha muestra de fluido corporal es una muestra de sangre. En algunas
realizaciones, la muestra de sangre es una muestra de plasma. En algunas realizaciones, la muestra de sangre es
una muestra de suero.

En algunas realizaciones, la deteccion de una mutaciéon o determinacion de si un gen alberga una mutacion
comprende analizar una molécula de mRNA a partir de una muestra o analizar una molécula de DNA sintetizada
utilizando la molécula de mRNA como molde. En algunas realizaciones, la deteccion de una mutacion o
determinacion de si un gen alberga una mutacion comprende analizar un acido nucleico de una muestra por una
técnica seleccionada de resecuenciacion, TagMan™, analisis de microrredes, y FISH.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos a analizar se derivan de una vesicula extracelular. En algunas
realizaciones, dicha vesicula extracelular es un exosoma.

Un aspecto de la invencion proporciona un kit que comprende reactivos para analizar un panel de genes constituido
por entre 5 y 5.000 genes, comprendiendo dicho kit reactivos para deteccion de mutaciones en al menos 5 genes
seleccionados del grupo constituido por los genes enumerados en la Tabla 1. El kit comprende reactivos para
deteccion de mutaciones en los genes APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53.E3. En algunas realizaciones, el kit
comprende reactivos para detecciéon de mutaciones en los genes enumerados en la Tabla 3. En algunas
realizaciones, el kit comprende reactivos para deteccion de mutaciones en los genes enumerados en la Tabla 2. En
algunas realizaciones, el kit comprende reactivos para deteccion de mutaciones en los genes enumerados en la
Tabla 1.

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria tienen el
mismo significado que es entendido comunmente por una persona con experiencia ordinaria en la técnica a la que
pertenece esta invencion. Aunque pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en
esta memoria en la practica o ensayos de la presente invencion, métodos y materiales adecuados se describen mas
adelante. En caso de conflicto, controlara la presente memoria descriptiva, con inclusién de las definiciones.
Adicionalmente, los materiales, métodos, y ejemplos son uUnicamente ilustrativos y no deben entenderse como
limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada que sigue, y
de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
FIG. 1 ilustra la sensibilidad de un panel de 5 genes para deteccion del cancer.

FIG. 2 ilustra una realizaciéon de la invencion que utiliza diversos biomarcadores para determinar qué cancer
especifico esta presente en un paciente.

FIG. 3 ilustra ejemplos de frecuencias de mutacion en diversos canceres.

FIG. 4 ilustra ejemplos de tasas de cancer basados en el sitio y género de cancer.

FIG. 5 muestra la deteccién de mutaciones en exosomas de muestras de suero con cancer.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las mutaciones de ciertos genes estan asociadas con el cancer en general y con tipos de cancer especificos. Por
ejemplo, mutaciones desactivadoras en el gen TP53 se encuentran en aproximadamente 50% de todos los tumores
soélidos y mutaciones activadoras en los genes KRAS o BRAF se encuentran a menudo en el cancer colorrectal.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 544 500 T3

La invencién esta basada en parte en el descubrimiento de que el analisis de muestras de pacientes respecto a
mutaciones en un numero relativamente pequefio de genes puede (a) detectar la gran mayoria de canceres y (b)
especificar en qué tejido esta localizado el cancer. De modo mas especifico, se ha determinado que (a) el cribado de
ciertos genes (v.g., los genes enumerados en la Tabla 4 siguiente) respecto a mutaciones detectara cancer (v.g.,
aproximadamente el 95% de todos los canceres), mientras que (b) el cribado de ciertos genes (v.g., los genes
enumerados en las Tablas 2 y 3 siguientes) respecto a mutaciones puede clasificar exactamente el cancer (v.g.,
cancer de mama, cancer de colon, glioblastoma, cancer de pancreas, etc.).

Asi pues, la invencién proporciona un método de deteccion de mutaciones que comprende (1) analizar un panel de
genes constituido por entre 5 y 5.000 genes en una muestra de fluido corporal de un individuo humano, en donde
dicho panel comprende al menos 5 genes seleccionados del grupo constituido por los genes enumerados en la
Tabla 1; y (2) determinar si al menos uno de dichos 5 genes alberga una mutacion.

En algunas realizaciones, el panel esta constituido por entre 5 y 4.500, entre 5 y 4.000, entre 5 y 3.500, entre 5 y
3.000, entre 5y 2.500, entre 5y 2.000, entre 5y 1.500, entre 5y 1.000, entre 5 y 500, entre 5 y 400, entre 5 y 300,
entre 5y 200, entre 5y 150, entre 5y 100, entre 5y 75, o entre 5y 50 genes. En algunas realizaciones, los genes
seleccionados de la Tabla 1 comprenden al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% del panel.

Se ha descubierto que el cribado de muestras de pacientes respecto a mutaciones en los genes enumerados en la
Tabla 1 siguiente detectara la gran mayoria de los canceres. En el Ejemplo 2, por ejemplo, se demuestra que el
cribado respecto a mutaciones en los genes APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53 detecta aproximadamente el 95% de
los canceres (FIG. 1). El andlisis de los genes restantes en la Tabla 1 detectara muchos de los canceres restantes.
Asi pues, un aspecto de la invencion proporciona un método de deteccion de cancer que comprende: (1) analizar un
panel de genes de una muestra de fluido corporal de un individuo humano, en donde dicho panel comprende al
menos 5 genes seleccionados del grupo constituido por los genes enumerados en la Tabla 1; y (2) determinar si al
menos uno de dichos 5 genes alberga una mutacion; en donde dicha mutacion indica la presencia de cancer. En
algunas realizaciones, la mutacién se selecciona de las enumeradas en la Tabla 7 y/o la Tabla 8.

En algunas realizaciones de este aspecto, el panel esta constituido por entre 5 y 4.500, entre 5 y 4000, entre 5 y
3.500, entre 5y 3.000, entre 5y 2.500, entre 5 y 2.000, entre 5y 1.500, entre 5y 1.000, entre 5y 5 00, entre 5 y
400, entre 5y 300, entre 5y 2 00, entre 5y 150, entre 5y 100, entre 5y 7 5, o entre 5 y 50 genes. En algunas reali-
zaciones, los genes seleccionados de la Tabla 1 comprenden al menos 5 %, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35 %,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65 %, 70%, 75 %, 80%, 85%, 90%, 95 %, 96%, 97%, 98 %, 99% o 100% del panel.

Adicionalmente, se ha descubierto que es posible detectar un cancer particular ¢ en un paciente por cribado
respecto a mutaciones somaticas en n genes g1, g», ..., gn €n la muestra y a peticion de la ecuacion siguiente:

P(clgi, g2,....8x) = Po(c) T1; M(gilc) / Z¢ Po(t) T1; M{(g:|t) (1)

donde el producto se toma para todos los genes mutados en la muestra (i = 1, 2, ..., n) y la suma se toma para todos
los tipos de cancer t. Véase el Ejemplo 1 mas adelante. M(g/c) es la frecuencia de mutaciones somaticas en el gen g
en el tipo de cancer c. Véase, v.g., FIG. 3. Pcy(c) es la probabilidad a priori del tipo de cancer ¢ dado que el paciente
padece un cancer. Véase FIG. 4.

Obsérvese que los valores de referencia expuestos en esta memoria (v.g., la frecuencia de mutaciones en cualquier
gen particular en cualquier tipo de cancer particular y la probabilidad de un tipo de cancer particular dado que el
paciente padece un cancer) pueden adaptarse para ajustarse a las necesidades del técnico experto. Por ejemplo,
las frecuencias de mutacion y la prevalencia relativa de tipos de cancer particulares pueden variar entre, v.g.,
poblaciones étnicas, paises, regiones, etc. Las FIGs. 3 y 4 representan por tanto ejemplos no limitantes del modo en
que tales valores pueden obtenerse y utilizarse en los métodos de la invencion.

Asi, un aspecto de la invencién proporciona un método de determinacion de la probabilidad de que un paciente
padezca un cancer ¢y particular que comprende:

(1) analizar un panel de genes en una muestra de fluido corporal de un individuo humano, en donde dicho panel
comprende los genes enumerados en la Tabla 3;

(2) determinar si los genes enumerados en la Tabla 3 albergan una mutacion;

(3) calcular una probabilidad de que dicho paciente padezca un cancer c1 utilizando la formula P(c4g1, g2, ..., gn) =
Po(ct) MiM (gil cq ) | 2t Po(f) Mi M (gi I f) ; en donde el producto se toma para todos los genes en dicho panel mutados
en la muestra (i = 1, 2, ..., n), y la suma se toma para todos los tipos de cancer t, M(g/cs) es la frecuencia de
mutaciones somaticas en el gen g en el tipo de cancer c4, y Po(c1) es la probabilidad a priori del cancer ¢4 dado que
el paciente padece un cancer.

Como se utiliza en esta memoria, la "probabilidad a priori del cancer ¢ dado que el paciente padece un cancer" se
refiere a la incidencia general del cancer particular ¢ en la poblacion relevante de pacientes de cancer (v.g., varones
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o mujeres). Dicho de otro modo, ésta es la proporcion relativa de todos los canceres en la poblacion relevante
representada por el cancer particular c. Tales incidencias pueden recopilarse de diversas fuentes - v.g., los informes
anuales de la American Cancer Society acerca de incidencia de cancer (como en el Ejemplo 1, mas adelante), que
proporcionan a menudo desgloses detallados de la incidencia de canceres especificos en subpoblaciones relevantes
de pacientes tales como varones frente a mujeres, raza o etnicidad, etc.

En algunas realizaciones, se llega a la conclusion de que el paciente padece un cancer particular ¢c; Unicamente si la
probabilidad calculada de que dicho paciente tenga dicho cancer c; es superior a un valor umbral. Este valor umbral
puede seleccionarse arbitrariamente (v.g., una probabilidad de 95% es bastante satisfactoria) o determinarse empiri-
camente (v.g., los pacientes con una probabilidad calculada superior al 80% han terminado con el cancer particular
con frecuencia suficiente para validar esto como un umbral satisfactorio). En algunas realizaciones, dicho valor um-
bral se selecciona del grupo constituido por 35%, 40 %, 45 %, 5 0%, 55%, 60%, 6 5 %, 70%, 75 %, 80%, 85 %, 90%,
95%, 96%, 97%, 98 %, y 99%.

Dado que algunos organos pueden desarrollar canceres de diferentes tipos (tales como adenocarcinoma y
carcinoma de células escamosas en el pulmén), es posible calcular la probabilidad P(o) de que el cancer se haya
desarrollado en el érgano o:

P(olg:, g2,....8n) = Zc P(clg1, 82,....8n) (2)

donde la suma se toma para todos los tipos de cancer ¢ del 6rgano o. Utilizando la ecuacion (2), las probabilidades
se calculan para cada 6rgano o, y el érgano con la probabilidad maxima es el sitio mas probable de cancer en el
paciente. El paciente puede examinarse luego opcionalmente por técnicas adicionales de diagndstico para confirmar
el sitio del cancer. Si no se confirma el sitio de cancer mas probable, puede examinarse luego el 6rgano con la
segunda probabilidad mas alta, y asi sucesivamente.

Por tanto, un aspecto de la invencion proporciona un método de diagndstico de cancer en un érgano particular o4
que comprende:

(1) determinar el estatus mutacional de un panel de genes;

(2) calcular una probabilidad P(os) de que dicho paciente padezca un cancer en el érgano oy, utilizando la
férmula:

P(olgy, g2 ..., gn) =3c P(clgs, 95 ..., gn)

en donde la suma se toma para todos los tipos de cancer ¢ del 6rgano oy, y P(c) se calcula utilizando la
férmula:

en donde el producto se toma para todos los genes en dicho panel mutados en la muestra (i= 1, 2, ..., n), la
suma se toma para todos los tipos de cancer ¢, M(g/c;) es la frecuencia de mutaciones somaticas en el gen g
en el tipo de cancer cs, y Py(cs) es la probabilidad a priori del cancer ¢4, dado que el paciente padece un
cancer.

En el caso de cribado de un paciente por cancer (v.g., deteccion precoz), a menudo sera deseable calcular las
probabilidades de varios canceres diferentes (v.g., los canceres mas prevalecientes en la poblacion relevante del
paciente o los canceres enumerados en las Tablas 3 y 4) a fin de permitir una comparacion para determinar cual de
la pluralidad de canceres es el mas probable. Asi pues, otro aspecto de la invenciéon proporciona un método de
determinacioén de la probabilidad que un paciente padezca un cancer particular ¢; que comprende:

(1) determinar el estatus mutacional de un panel de genes;

(2) calcular una probabilidad P(cs) de que dicho paciente tenga un primer cancer en el érgano cy, utilizando la
férmula:

Pcrlgy, g2,....gn) = Pofeci) T1; Mig:| c;) 7 Z¢ Poft) 11; Mfgr|3)

en donde el producto se toma para todos los genes en dicho panel mutados en la muestra (i= 1, 2, ..., n), la
suma se toma para todos los tipos de cancer ¢, M(g|cs) es la frecuencia de mutaciones somaticas en el gen g
en el tipo de cancer ¢y, y Po(cs) es la probabilidad a priori del tipo de cancer ¢4, dado que el paciente padece
un cancer; y

(3) calcular una probabilidad P(c;) de que dicho paciente tenga un segundo cancer c; utilizando la formula:

Plcalgi, g2, ...8n) = Polcy) TI; M(g;| ¢2) /Ty Po(t) T M(gi|t)
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en donde el producto se toma para todos los genes en dicho panel mutados en la muestra (i= 1, 2, ..., n), la
suma se toma para todos los tipos de cancer ¢, M(g|cz) es la frecuencia de mutaciones somaticas en el gen g
en el tipo de cancer ¢y, y Po(c2) es la probabilidad a priori del tipo de cancer ¢, dado que el paciente padece
un cancer.

Esto puede repetirse y las diversas probabilidades compararse para dar la confianza deseada de que el paciente
padezca un cancer particular. En algunas realizaciones, el método comprende ademas llegar a la conclusion de que

el paciente tiene c¢; si P(c;) es mayor que, donde P(c;) a P(c,) representan
las probabilidades calculadas de cada Pfe:}, P(es), Pfes), .... P(e.) cancer (v.g., canceres principales tales
como los enumerados en las Tablas 3 y 4) distintos de c;.

A menudo sera util conocer qué cancer particular esta presente. Asi, un aspecto de la invencién proporciona un
método de diagnosticar un cancer que comprende:

(1) determinar el estatus mutacional de un primer panel de genes;
(2) determinar el estatus mutacional de un segundo panel de genes; y

(3) calcular una probabilidad P(cs) de que dicho paciente padezca un cancer particular ¢y, utilizando la
férmula:

P(cilg:, 82,80 ) = Pofey) T M(gi| 1) / Ze Po(t) I1; M(g:|t)

en donde el producto se toma para todos los genes en dicho segundo panel mutados en la muestra (i = 1, 2,
..., ), la suma se toma para todos los tipos de cancer t, M(g|cs) es la frecuencia de mutaciones somaticas en
el gen g de dicho segundo panel en el tipo de cancer c+, y Po(cs) es la probabilidad a priori del tipo de cancer
c1, dado que el paciente padece un cancer.

Como se ha mencionado arriba, el cribado de los 5 genes de la Tabla 4 puede detectar aproximadamente el 95% de
los tipos de tumor solido y los genes en las Tablas 2 y 3 pueden clasificar el cancer. Asi, en algunas realizaciones, la
presencia de una mutacién en uno cualquiera de los genes enumerados en la Tabla 4 se utiliza como un cribado de
todos los tipos de cancer a fin de determinar para qué pacientes deberia realizarse un analisis adicional en un panel
que comprende al menos uno de los genes enumerados en la Tabla 2 6 3. En algunas realizaciones, una mutacion
en uno cualquiera de los genes en el primer panel indica que el paciente padece un cancer y la aplicacion del
segundo panel clasifica el tipo del mismo.

En algunas circunstancias, las mutaciones somaticas son las mutaciones mas informativas (v.g., como en el Ejemplo
1). En tales casos, es posible determinar el estatus mutacional de los genes del panel tanto en tejido de la linea
germinal como en tejidos somaticos para confirmar que la mutacion detectada en el cribado de mutaciones es de
hecho somatica. En algunas realizaciones, esto puede hacerse con una sola muestra de sangre del paciente, dado
que el estatus mutacional de la linea germinal puede determinarse a partir de células de sangre circulante, mientras
que el analisis mutacional somatico puede hacerse con, v.g., células tumorales circulantes, exosomas derivados de
células tumorales, o acidos nucleicos circulantes derivados de células tumorales.

El calculo de la probabilidad de que un paciente padezca un cancer particular puede ser Util en diversas situaciones
clinicas. Por ejemplo, si la probabilidad calculada de que el paciente padezca un cancer particular es
suficientemente grande, es posible diagnosticar el cancer particular, prescribir un tratamiento para el cancer
especifico, etc. Si el paciente presenta un riesgo particularmente alto de un cancer especifico (v.g., portador de la
mutacion BRCA), entonces incluso una probabilidad menor calculada de cancer de mama u ovario podria ser
suficiente para hacer un diagndstico. Alternativamente, una probabilidad alta de un cancer particular puede estimular
al doctor a recomendar, prescribir, ordenar, o realizar un test adicional (v.g., biopsia, MRI, escaneo CT, examen
rectal digital, mamografia, etc.) para confirmar el cancer.

Asi, en aspectos que comprenden el calculo de la probabilidad de cancer ¢y, algunas realizaciones comprenden
adicionalmente recomendar, prescribir, ordenar, o realizar un test para confirmar la presencia de cancer cs. En
algunas realizaciones, el test se prescribe, ordena, recomienda, o realiza si la probabilidad calculada excede de
cierto valor umbral. En aspectos que comprenden calcular la probabilidad de cancer cs y la probabilidad de cancer
c», algunas realizaciones comprenden adicionalmente recomendar, prescribir, ordenar, o realizar un test para
confirmar la presencia de cancer ¢y en dicho paciente si la probabilidad calculada de que dicho paciente tenga dicho
cancer cs es mayor que la probabilidad calculada de que dicho paciente padezca un cancer c,. En algunas
realizaciones, el test se prescribe, ordena, recomienda, o realiza si la probabilidad calculada de cs excede de la de c;
y excede también de cierto valor umbral.

Como se utiliza en esta memoria, un "panel de genes" es una pluralidad de genes. En algunas realizaciones, el
panel esta constituido por entre 2 y 500, entre 3 y 500, entre 4 y500, entre 5 and 500, entre 6 y 500, entre 7 y 5 00,
entre 8 y 500, entre 9 y 500, entre 10 y 5 00, entre 11 y 500, entre 12 y 5 00, entre 13 y 500, entre 14 y 500, entre
15y 500, entre 16 y 500, entre 17 y 500, entre 18 y 500, entre 19 y 5 00, entre 20 y 500, entre 25 y 500, entre 30 y
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500, entre 3 5y 500, entre 40 y 500, entre 45 y 500, entre 50 y 5 00, entre 5 5 y 500, entre 60 y 500, entre 65 y 500,
entre 70 y 5 00, entre 75 y 500, entre 80 y 500, entre 85 y 500, entre 90 y 500, entre 95 y 500, entre 100 y 500, entre
2y 400, entre 2 y 350, entre 2 y 300, entre 2 y 250, entre 2 y 200, entre 2 y 150, entre 2 y 100, entre 2y 90, entre 2 'y
80, entre 2y 70, entre 2y 60, entre 2 y 50, entre 2 y 45, entre 2 y 40, entre 2 y 35, entre 2 y 30, entre 2 y 25, entre 2
y 20, entre 2y 19, entre 2y 18, entre 2y 17, entre 2y 16, entre 2y 15, entre 2y 14, entre 2 y 13, entre 2 y 12, entre
2y11,entre2y 10, entre2y 9,entre 2y 8, entre 2y 7, entre 2y 6, entre 2y 5, entre 2y 4, o entre 2y 3 genes, y
comprende al menos uno de los genes enumerados en la Tabla 1 o un subconjunto de los genes de la Tabla 1.
Como se utiliza en el contexto de rangos, "entre" incluye el final del rango (es decir, "entre 2 y 500" incluye tanto 2
como 500).

En algunas realizaciones de la invencion, el panel comprende los genes enumerados en la Tabla 1 siguiente:

Tabla 1
Abrev. del Gen Entrada del Abrev. del Gen Entrada del Abrev. del Gen | Entrada del Gen
Gen Gen ID ID
A/MI 202 IDH1 3417 PMS1 5378
APC 324 KIT 3815 PMS2 5395
ATM 472 KRAS 3845 PTEN 5728
BRAF 673 HRAS 3265 RB1 5925
BRCA1 672 NRAS 4893 RET 5979
BRCA2 675 MAP2K4 6416 SMAD4 4089

CDKN2A 1029 MET 4233 SMO 6608

CD95
(conocido también 355 MLH1 4292 STK11 6794
como FAS)

CTNNB1 1499 MSH2 4436 TAF1L 138474
EGFR 1956 NF1 4763 TGFBR2 7048
FBN2 2201 NF2 4771 TNN 63923

FBXW7 55294 PIK3CA 5290 TP53 7157

FL113479 79759 PIK3RI 5295 TRRAP 8295

(conocido también
como ZNF668)
FGFR3 2261 PRKDC 5591 VHL 7428

En algunas realizaciones, el panel comprende subconjuntos (v.g., al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40 o mas) de los genes en la Tabla 1. En algunas realizaciones, el panel comprende APC, EGFR, KRAS, PTEN,
y TP53. En algunas realizaciones el panel comprende AIM1, APC, CDKN2A, EGFR, FBN2, FBXW?7, FLJ13479,
IDH1, KRAS, PJK3CA, PIK3R1, PTEN, RB1, SMAD4, TGFBR2, TNN, y TP53. En algunas realizaciones el panel
comprende APC, ATM, BRAF, BRCA1, BRCA2, CDKN2A, CTNNB1, EGFR, FBXW77, FGFR3, KIT, KRAS, HRAS,
NRAS, MAP2K4, MET, MLH1, MSH2, MSH6, NF1, NF2, PIK3CA, PRKDC, PTEN, RB1, RET, SMAD4, SMO, STK11,
TAF1L, TP53, TRRAP, y VHL. En algunas realizaciones, el panel comprende los genes enumerados en la Tabla 4.
En algunas realizaciones, el panel comprende los genes enumerados en la Tabla 3. En algunas realizaciones, el
panel comprende los genes enumerados en la Tabla 1.

Las mutaciones utiles en los métodos de la invencion incluyen mutaciones sin sentido, deleciones, inserciones,
desplazamientos de marco, variaciones en el nimero de copias, y pérdida de heterocigosidad. Modificaciones
deletéreas (es decir, mutaciones que reducen o anulan la funciéon de genes y/o proteinas) son particularmente
relevantes en el contexto de supresores de tumores (v.g., APC, TP53, PTEN). Las mutaciones activadoras (es decir,
mutaciones que aumentan la funciéon de un gen y/o una proteina) son particularmente relevantes en el contexto de
los oncogenes (v.g., KRAS, EGFR). Los expertos en la técnica estan familiarizados con diversas mutaciones
deletéreas y activadoras para las regiones enumeradas en las Tablas 1, 3, y 4 (v.g., los codones 12 y 13 en KRAS).
Los profesionales expertos estan familiarizados también con diversas técnicas para determinacion de si una
mutacion particular es de hecho deletérea o activadora. Por ejemplo, se espera generalmente que las mutaciones de
desplazamiento de marco que dan como resultado truncacidon precoz de un gen supresor de tumores sean
deletéreas. La Tabla 7 incluye mutaciones encontradas en algunos de los genes enumerados en la Tabla 1. Los
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expertos en la técnica estan familiarizados con diversas fuentes y bases de datos que catalogan mutaciones en los
genes enumerados en la Tabla 1. Por ejemplo, la base de datos COSMIC [Catalogue of Somatic Mutaciones in
Cancer] contiene actualmente mas de 26.000 entradas para estos genes. Los expertos en la técnica podran utilizar
estas entradas en los métodos de la invencion a fin de detectar y clasificar el cancer.

Como se utiliza en esta memoria, de determinacion del "estatus mutacional” de un gen significa determinar al menos
uno de los aspectos siguientes: (a) si el gen (o cualquiera de sus productos) alberga una mutacién de secuencia
(con inclusion de mutaciones, deleciones o inserciones puntuales, variantes del niumero de copias, etc.), (b) la
prevalencia de tales mutaciones en una muestra, o (c) si una mutacién de secuencia de este tipo es activadora o
desactivadora. Asi, un estatus mutacional particular incluye, pero sin caracter limitante, la presencia o ausencia de
una mutacién, una prevalencia relativamente alta o relativamente baja de una mutacion, una mutacion
desactivadora, una mutacion activadora, etc. En algunas realizaciones, la determinacion del estatus mutacional de
un gen comprende ensayar algun marcador cuyo estatus propiamente dicho esta correlacionado con el estatus
mutacional del gen de interés. La determinacién del estatus mutacional de un panel de genes significa determinar el
estatus mutacional de cada gen en el panel.

El estatus mutacional de un gen puede determinarse por cualquiera de varios métodos familiares para los expertos
en la técnica. Métodos ilustrativos incluyen resecuenciacion (sea de regiones seleccionadas del gen o del gen
entero), amplificacién especifica de alelos (v.g., TagMan™ utilizando sondas alelo-especificas), analisis de
microrredes (v.g., redes para CNV o redes que contienen sondas alelo-especificas mutantes), etc. En algunas
realizaciones de la invencion, el método comprende amplificar y/o aislar fisicamente un acido nucleico de un panel
de genes a partir de una muestra obtenida de un paciente. Como se utiliza en esta memoria, "amplificacion de un
acido nucleico" y "aislamiento de acido nucleico" tienen sus significados convencionales en la técnica. Asi, en
algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente amplificar acido nucleico de un panel de genes (v.g.,
que comprende los genes enumerados en la Tabla 3) a partir de una mezcla obtenida de un paciente, determinar el
estatus mutacional de cada gen en el panel, y calcular la probabilidad de un cancer particular como se expone
anteriormente y mas adelante.

"Muestra", como se utiliza en esta memoria, se refiere a cualquier espécimen bioldgico, con inclusion de cualquier
tejido o fluido, que puede obtenerse de, o derivarse de un espécimen obtenido de un individuo humano. Tales
muestras incluyen, pero sin caracter limitante, tejido sano o tumoral, fluidos corporales (v.g., sangre), material de
desecho (v.g., orina, heces), etc. "Muestra de fluido corporal”, como se utiliza en esta memoria, significa cualquier
fluido que puede extraerse o recogerse de un cuerpo humano. En algunas realizaciones de cada aspecto de la
invencion, la muestra de fluido corporal es sangre o un derivado de sangre. Ejemplos de derivados de sangre
incluyen, pero sin caracter limitante, plasma y suero. En algunas realizaciones, la muestra de fluido corporal es
orina, heces, efusion pleural, efusién lacrimal, saliva, esputo, etc. Como se utiliza en esta memoria, "analizar los
genes en una muestra" se refiere a analizar acidos nucleicos correspondientes a dichos genes contenidos en una
muestra o cualquier sustancia derivada de dicha muestra. Por ejemplo, el analisis de los genes APC, EGFR, KRAS,
PTEN y TP53 en sangre incluye analizar porciones amplificadas por PCR™ de estos genes en una muestra de
sangre del paciente (con inclusidon de plasma o suero), o en DNA o RNA aislados (es decir, derivados) de dicha
muestra. En algunas realizaciones, un acido nucleico de este tipo se selecciona del grupo constituido por DNA
gendémico (con inclusion de copias amplificadas por PCR™ de DNA gendmico), mRNA, cDNA, y una porcion de
cualquiera de éstos.

Los métodos de cribado y clasificacion del cancer de las invenciones implicaran a menudo analizar acidos nucleicos
de fluidos corporales dado que éstos son con frecuencia las muestras menos invasivas a obtener de los pacientes.
Por ejemplo, el método de la invencién puede implicar aislar acidos nucleicos de células tumorales circulantes de la
sangre. Esto puede implicar la captura de células tumorales circulantes (v.g., utilizando anticuerpos de captura
especificos de tumores) y el analisis subsiguiente del DNA o RNA contenido en la célula. Alternativamente, los
métodos de la invencién pueden aislar y analizar acidos nucleicos que flotan libremente en el fluido corporal. Como
se expone con mayor detalle mas adelante, los métodos de la invencion pueden aislar también acidos nucleicos de
vesiculas extracelulares encontradas en la muestra de fluido corporal.

Las mutaciones en algunos de los genes estan asociadas con tipos de cancer particulares. Como se utiliza en esta
memoria, "tipo canceroso" y "tipo de cancer" significan un cancer en u originario de un tejido u 6rgano particular y/o
un cancer con una caracteristica molecular o clinica particular. A menudo, la especificidad del "tipo de cancer" varia
con la aplicacion, con inclusion del tipo de tejido (v.g., escamoso frente a cuboidal), tipo de 6rgano (v.g., mama
frente a pulmén), y subtipo clinico (v.g., cancer de mama negativo triple). Asi, otro aspecto de la invencion
proporciona un método de clasificacion de cancer que comprende aislar los acidos nucleicos correspondientes a un
panel de genes a partir de una muestra obtenida de un paciente y determinar el estatus mutacional de cada uno de
dichos acidos nucleicos, en donde un estatus mutacional particular en genes particulares en el panel indica que el
paciente padece un cancer particular. Los expertos en la técnica apreciaran que los métodos conforme a este
aspecto pueden detectar y clasificar simultaneamente el cancer. En algunas realizaciones, el panel comprende los
genes AIM1, APC, CDKN2A, EGFR, FBN2, FBXW?7, FLJ13479, IDH1, KRAS, PIK3CA, PIK3R1, PTEN, RB1,
SMAD4, TGFBR2, TNN, and TP53 o un subconjunto (v.g. al menos 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10 o 15 0 mas) de los mismos.
En otras realizaciones el panel comprende los genes APC, ATM, BRAF, BRCA1, BRCA2, CDKN2A, CTNNBT1,
EGFR, FBXW7, FGFR3, KIT, KRAS, HRAS, NRAS, MAP2K4, MET, MLH1, MSH2, MSH6, NF1, NF2, PIK3CA,

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 544 500 T3

PRKDC, PTEN, RB1, RET, SMAD4, SMO, STK11, TAF1L, TP53, TRRAP, y VHL o un subconjunto (v.g., al menos 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, o 30 o mas) de los mismos. En todavia otras realizaciones, el panel comprende los
genes AIM1, APC, ATM, BRAF, BRCA1, BRCA2, CDKN2A, CD95, CTNNB1, EGFR, FBN2, FBXW7, FLJ13479,
FGFR3, IDH1, KIT, KRAS, HRAS, NRAS, MAP2K4, MET, MLH1, MLH2, MSH1, MSH2, NF1, NF2, PIK3CA, PIK3R1,
PRKDC, PTEN, PMS1, PMS2, RB1, RET, SMAD4, SMO, STK11, TAF1L, TGFBR2, TNN, TP53, TRRAP, y VHL o un
subconjunto- ( v.g., al menos 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 o mas) de los mismos.

Como se utiliza en esta memoria, "clasificar un cancer" y "clasificacion del cancer" se refiere a la determinacion de
una o mas caracteristicas clinicamente relevantes de un cancer. Asi, "clasificar un cancer" incluye, pero sin caracter
limitante: (i) determinar el tipo de tejido u érgano de origen del cancer (v.g., tipo de cancer); (ii) determinar el subtipo
clinico del cancer (v.g., amplificado en EGFR); (iii) evaluar el potencial metastasico, potencial para producir
metastasis en 6rganos especificos, riesgo de recurrencia, y/o curso del tumor; (iv) evaluar la fase del tumor; (v)
determinar el prondstico del paciente en ausencia de tratamiento del cancer; (vi) determinar el prondstico de
respuesta del paciente (v.g., contraccion del tumor o supervivencia exenta de progreso) al tratamiento (v.g.,
quimioterapia, terapia de radiacion, cirugia para extirpacion del tumor, etc.); (vii) diagnosis de la respuesta real del
paciente al tratamiento actual y/o anterior; (viii) determinar un curso preferido de tratamiento para el paciente; (ix)
prognosis para relapso del paciente después del tratamiento (sea tratamiento en general o algun tratamiento
particular); (x) prognosis de esperanza de vida del paciente (v.g., prognosis para supervivencia total), etc. Los
métodos de la invencion son particularmente adecuados para determinar el origen del tumor.

Los aspectos de cribado del cancer y clasificacion del cancer de la invencién pueden combinarse también para
proporcionar un método para diagnosis de tipos de cancer especificos. Esto implicara a menudo cribado de un
paciente respecto a la presencia de cancer generalmente y, si esta presente el mismo, clasificacion del cancer. Asi,
este aspecto de la invencion proporciona un método de diagnoéstico del cancer que comprende (1) aislar acidos
nucleicos correspondientes a un primer panel de genes a partir de una muestra obtenida de un paciente; y (2)
determinar el estatus mutacional de cada acido nucleico correspondiente a un gen en el primer panel, en donde un
estatus mutacional particular en genes particulares en el primer panel indica que el paciente padece un cancer; (3)
aislar acidos nucleicos correspondientes a un segundo panel de genes a partir de la muestra; (4) determinar el
estatus mutacional de cada acido nucleico correspondiente a un gen en el segundo panel, en donde un estatus
mutacional particular de genes particulares en el segundo panel indica que el paciente tiene un tipo de cancer
particular. Como se utiliza en esta memoria, "tipo de cancer" se refiere a un tejido, tipo de tejido u 6rgano de origen
para un cancer.

En algunas realizaciones, los pasos de aislamiento (1) y (3) se realizan secuencialmente. Esto permite una
evaluacion inicial relativamente menos costosa y mas rapida de la presencia general del cancer que puede, en caso
necesario, ir seguida por analisis ulterior de mas genes a fin de determinar el tipo de cancer. Alternativamente, en
otras realizaciones, los pasos de aislamiento (1) y (3) se realizan al mismo tiempo - es decir, se colapsan
esencialmente en un solo paso que aisla y/o analiza acidos nucleicos de ambos paneles simultaneamente. El
aislamiento y el andlisis pueden realizarse sobre la misma muestra del paciente o sobre muestras diferentes.

En algunas realizaciones, el primer panel comprende los genes APC, GFR, KRAS, PTEN, y TP53 y el segundo
panel comprende los genes AIM1, APC, ATM, BRAF, BRCA1, BRCA2, CDKN2A, CD95, CTNNB1, EGFR, FBN2,
FBXW7, FLJ13479, FGFR3, IDH1, KIT, KRAS, HRAS, NRAS, MAP2K4, MET, MLH1, MLH2, MSH1, MSH2, NF1,
NF2, PIK3CA, PIK3RI, PRKDC, PTEN, PMS1, PMS2, RB1, RET, SMAD4, SMO, STK11, TAF1L, TGFBR2, TNN,
TP53, RRAP, y VHL o subconjuntos de los mismos (v.g., AIM1, APC, CDKN2A, EGFR, FBN2, FBXW?7, FLJ13479,
IDH1, KRAS, PIK3CA, PIK3R1, PTEN, RB1, SMAD4, TGFBR2, TNN, y TP53 o0 APC, ATM, BRAF, BRCA1, BRCA2,
CDKN2A, TNNB1, EGFR, FBXW?7, FGFR3, KIT, KRAS, HRAS, NRAS, MAP2K4, MET, LH1, MSH2, MSH6, NF1,
NF2, PIK3CA, PRKDC, PTEN, RB1, RET, SMAD4, SMO, STK11, TAF1L, TP53, TRRAP,y VHL).

El conocimiento de que un paciente padece un cancer puede ser valioso en diversas situaciones clinicas mas alla
del diagnostico. Asi, otros aspectos de la invencion proporcionan métodos de deteccion de cancer en un paciente
identificado por presentar un riesgo elevado de padecer o desarrollar un cancer, métodos de monitorizacion de
terapia del cancer (v.g., respecto a recurrencia o progresion), métodos de determinacion si un paciente es candidato
para biopsia u otro test ulterior, métodos de determinacién de la respuesta de farmacos, etc. Estos métodos
comprenderan generalmente aislar acidos nucleicos correspondientes a un panel de genes de una muestra de
paciente y determinar el estatus mutacional de cada uno de tales acidos nucleicos, en donde un estatus mutacional
particular en genes particulares en el panel indicara cierta caracteristica clinica particular (v.g., conveniencia de
biopsia, conveniencia de un tratamiento particular, etc.). Por ejemplo, un panel de genes que comprende KRAS
puede testarse para determinar que un paciente tiene cancer de colon, indicando adicionalmente el conocimiento de
una mutacion activadora en KRAS una probabilidad disminuida de respuesta a la terapia anti-EGFR.

Asi, un aspecto de la invencién proporciona un método de cribado para cancer en un paciente que comprende
identificar un paciente que se encuentra en riesgo de padecer, o en necesidad de someterse a cribado respecto a
cancer, y determinar el estatus mutacional de un panel de genes en una muestra obtenida del paciente, en donde un
estatus mutacional particular en la muestra indica la presencia de cancer. Los pacientes se pueden identificar por
presentar riesgo de padecer, o precisar someterse a cribado respecto a cancer de diversas maneras y basados en
numerosas caracteristicas clinicas y/o moleculares. Una clase de pacientes con riesgo de padecer cancer y que
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precisan someterse a cribado son aquellos pacientes que se sabe son portadores de una mutacion deletérea en la
linea germinal en un gen supresor de tumores. Ejemplos incluyen, pero sin caracter limitante, BRCA1 (cancer de
ovario), BRCAZ2 (cancer de ovario), PTEN (glioma), P16 (melanoma), MLH1 (colorrectal), MSH6 (colorrectal), APC
(colorrectal), MYH (colorrectal), etc. En tales pacientes, la especificidad de tipo de cancer es a menudo menos
crucial dado que, por ejemplo, un paciente con BRCA1 mutante cuyo estatus mutacional en un panel de genes
predictivos (v.g., APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53) indica cancer, seria de esperar que padeciera cancer de mama
u ovario en lugar de cualquier otro tipo de cancer. La naturaleza relativamente no invasiva de la deteccion en suero
(es decir, extraccion simple de sangre) hace que dicho cribado generalizado sea atractivo y practico.

Asi, en algunas realizaciones, la invencion proporciona un método de deteccion de cancer que comprende identificar
un paciente que tiene una mutacion en un gen seleccionado del grupo constituido por BRCA1, BRCA2, PTEN, p16,
MLH1, MSH6, APC, y MYH, y determinar el estatus mutacional de un panel de genes en una muestra obtenida del
paciente; en donde un estatus mutacional particular indica la presencia de cancer. En algunas de tales realizaciones,
el método comprende adicionalmente tests adicionales para determinar/confirmar qué tipo de cancer esta presente.

Otro aspecto de la invencion proporciona un método de deteccién de la recurrencia en un paciente de cancer que
comprende determinar el estatus mutacional de un panel de genes en una muestra obtenida de un paciente, en
donde un estatus mutacional particular indica recurrencia. Dado que es dificil eliminar o destruir todas las células
cancerosas, uno de los desafios principales en el tratamiento del cancer es asegurarse que un cancer eliminado por
cirugia y/o tratado con farmacos no ha reaparecido. Asi, este aspecto de la invencion es particularmente util en la
monitorizacion de pacientes de cancer después del tratamiento. De modo muy analogo a los pacientes de riesgo
arriba expuestos, la especificidad de tipo de cancer a menudo no es crucial: si se encuentra que un paciente de
cancer de pulmon tiene un estatus mutacional particular en su suero, varios meses o afos después del tratamiento,
entonces el nuevo cancer es probable que sea una reaparicion del antiguo cancer de pulmon. Como anteriormente,
en algunas realizaciones el ensayo ulterior (v.g., la obtencién de imagenes) para confirmar el tipo de cancer o
caracterizar el cancer (v.g., la fase) esta abarcado por la invencion. En algunas realizaciones, el estatus mutacional
se mide poco tiempo después del tratamiento (v.g., a fin de determinar una linea base posterior al tratamiento) y se
monitoriza luego a intervalos regulares posteriormente a fin de captar cualquier cambio significativo (v.g., respecto a
esta linea base).

Otra via prometedora adicional en la cual puede utilizarse clinicamente la invencién es la identificacion de pacientes
que precisan tests ulteriores para confirmar la existencia, localizacion, y/o caracter de un cancer. Las biopsias, por
ejemplo, son generalmente muy invasivas, implicando incomodidad sustancial y riesgo (v.g., infeccion). Los tests de
obtencion de imagenes (v.g., MRI, escaneo CT, etc.) son generalmente menos invasivos, pero son muy caros y
generalmente se necesita cierta idea a priori de la localizacion del tumor. Por indicacion de qué pacientes tienen
probabilidad de padecer cancer en un 6rgano o tejido particular, los métodos de la presente invencion pueden
utilizarse para identificar pacientes que son buenos candidatos para biopsia u obtencion de imagenes. Por ejemplo,
la invencion proporciona un método de diagnosis de cancer que comprende aislar acidos nucleicos correspondientes
a un panel de genes a partir de una muestra obtenida de un paciente; determinar el estatus mutacional de cada uno
de tales acidos nucleicos, en donde un estatus mutacional particular en genes particulares del primer panel indica
que el paciente padece un cancer particular; y recomendar, prescribir o realizar ensayos ulteriores para confirmar la
presencia, localizacién o caracter del cancer. En algunas realizaciones, el test ulterior comprende una biopsia o un
test de obtenciéon de imagenes. En algunas realizaciones, especialmente si el cribado genético indica cancer en un
organo de mayor tamafo como el pulmén, la realizacion de tests ulteriores puede implicar un test de obtencion de
imagenes para indicar con precision la localizacion de cualquier masa seguido por biopsia para analizar
ulteriormente la masa (v.g., para confirmar la malignidad). En el caso de pacientes ya identificados como de riesgo
para canceres particulares (v.g., portadores mutacional BRCA), un solo cribado pan-cancer conforme a la presente
invencion puede proporcionar la informacidon necesaria para sugerir una prueba ulterior del area de riesgo (v.g.,
mamas u ovarios).

Los acidos nucleicos (v.g., mRNA) para analisis conforme a la presente invencion pueden proceder de cualquier
fuente adecuada, en especial las que estén probablemente enriquecidas en acidos nucleicos tumorales. Un ejemplo
puede ser el tejido del tumor propiamente dicho (v.g., metastasis desconocida cuyo origen se desconoce). En otro
ejemplo, la sangre (o suero, o plasma) de un paciente puede tratarse para aislar mMRNA o DNA respecto a analisis
mutacional dado que tales fluidos corporales son portadores de mMRNA y DNA circulantes. Este acido nucleico puede
proceder de células tumorales circulantes o puede ser acido nucleico circulante libre. Métodos para aislamiento y
analisis de acidos nucleicos de sangre y derivados de sangre son conocidos por los expertos en la técnica. Véase,
v.g., la Patente U.S. No. 7.442.507. Asi, en algunas realizaciones de la invencion, la muestra es un fluido corporal
(v.g., sangre, fluido pleural, orina, etc.). En algunas realizaciones, el fluido corporal es sangre. En algunas
realizaciones, la muestra es un derivado de sangre tal como suero o plasma.

Una fuente adicional de acidos nucleicos esta constituida por vesiculas extracelulares pequefas, que incluyen
exosomas, que son abundantes en la sangre (y en suero y plasma) de los pacientes de cancer debido a produccion
incrementada por las células tumorales. Esto es especialmente cierto de los canceres epiteliales (v.g., los de
pulmén, colon, mama, prostata, ovarios, endometrio, etc.). Los exosomas llevan biomoléculas importantes en su
superficie (v.g., proteina) y en su interior (v.g., mRNA). Dado que los exosomas se derivan a menudo de células
tumorales, las biomoléculas que llevan los mismos pueden proporcionar informacién valiosa respecto a las células
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tumorales de las cuales se derivan. Asi, los exosomas circulantes, por producir generalmente una concentracion
relativamente alta de mRNA derivado de un tumor, pueden proporcionar una fotografia o "biopsia virtual" no invasiva
enriquecida en células tumorales. Esto es especialmente util en el cribado del cancer en general, en el que es
particularmente ventajosa una invasividad minima. El mRNA de los exosomas puede aislarse y analizarse para
determinar el estatus mutacional de los genes.

Asi, en algunas realizaciones de la invencion, se aislan acidos nucleicos de exosomas obtenidos de una muestra de
sangre (o derivado de sangre) de un paciente. Varios métodos para aislamiento de acidos nucleicos de exosomas y
para aislamiento de exosomas propiamente dichos se conocen en la técnica. Véase, v.g., la Patente de Estados
Unidos No. 7.198.923. Ejemplos incluyen centrifugacion diferencial, inmunoseparacion, centrifugacion asistida por
cuentas, clasificacion de células asistida por fluorescencia (FACS), cromatografia de afinidad, etc. A veces sera
deseable diferenciar exosomas derivados de tumores de exosomas derivados de cualquier otra célula, debido
especialmente a que las células inmunes normales en la sangre liberan exosomas. Esto puede hacerse, v.g., por
FACS o inmunocentrifugacion utilizando un marcador de superficie especifico para cancer o un marcador especifico
para células no inmunes (v.g., antigeno de la membrana epitelial [EMA] o EpCAM).

Otra informacién puede combinarse con estatus mutacional en algunos aspectos de la invencion. Por ejemplo, los
niveles de expresion de ciertos genes se diferencian a menudo entre cancer y no-cancer y entre tipos y subtipos de
cancer diferentes. Asi, algunas realizaciones proporcionan métodos como se describen mas adelante que compren-
den adicionalmente determinar el nivel de expresion de un gen, en donde un estatus mutacional particular y un nivel
de expresion alto indican cancer, un tipo de cancer particular, etc. Ejemplos de tales genes cuyo nivel de expresion
es a menudo informativo incluyen, pero sin caracter limitante, EGFR, HER2, PSA, CA125, CEA, efc. La determina-
cion del nivel de expresion de un gen puede incluir determinar la cantidad de mRNA y/o productos proteinicos del
gen. En algunas realizaciones, el nivel (con inclusion de presencia, ausencia, o cantidad cualitativa) de un marcador
se utiliza no tanto para indicar el cancer o tipo de cancer, sino mas bien simplemente para indicar tipo de tejido u
organo del que se deriva el acido nucleico (v.g., por medio de un exosoma). Ejemplos incluyen EpCAM, 343E12,
Ae1/3, AFP, B72.3, CA-125, Calcitonina, Calretinina, CAM 5.2, CD10, CD15, CD56, CEA, Cromogranina, CK19,
CK5/6, citoqueratina 20, citoqueratina 7, EMA, GCD FP -15, HBM E-1, Hep Par 1, HER2, Leu, Leu7, M1, Mesotelina,
Mucicarmina, NCAM, PSA, PSAP, PSMA, RCC, Sinaptofisina, Tiroglobulina, Uroplaquinalll, Villina, Vimentina, etc.

En algunas realizaciones, el panel de marcadores tisulares comprende dos o mas marcadores representados en
FIG. 2, en donde la presencia o ausencia (o el estatus anormal) de marcadores especificos indica, conforme a los
diagramas de flujo que se muestran en FIG. 2, que el paciente padece un cancer de un tipo especifico.

En realizaciones adicionales, el estatus de marcadores individuales en el panel se ensaya en cierto orden a fin de
delimitar con mayor precision qué tipo especifico de cancer esta presente. Un ejemplo se ilustra en FIG. 2A-2D.
Especificamente, cuando se encuentra un estatus mutacional particular en una muestra de un paciente, puede tes-
tarse también la muestra respecto al estatus de citoqueratina 7 (CK7) y citoqueratina 20 (CK20) seguidas por varios
otros marcadores. Si tanto CK7 como CK20 estan ausentes como en FIG. 2A [110], entonces pueden testarse PSA,
PSAP, PSMA, Hep Par 1, AFP, CAM 5.2, CD10, Vimentina, RCC, y EMA (o cualquier combinacién de los mismos o
cualquier marcador simple [210] para determinar el drgano/tejido especifico de origen. Si se encuentran PSA, PSAP,
y/o PSMA, entonces el cancer es adenocarcinoma de prostata [310]. Si estan presentes Hep Par 1, AFP, y/o CAM
5.2, entonces el cancer es carcinoma hepatocelular [311]. Si estan presentes CD10, Vimentina, RCC, y/o EMA,
entonces el cancer es carcinoma de células renales (tipo de células claras) [312].

Si esta ausente CK7 y esta presente CK20 como en FIG. 2B [120], entonces pueden testarse Ae1/3, CAM 5.2,
CK19, CEA (policlonal), y EMA (o cualquier combinacion de los mismos o cualquier marcador simple) [220] para
confirmar que el cancer es adenocarcinoma de colon. Si se encuentra cualquiera de estos marcadores, entonces el
cancer es adenocarcinoma de colon [320]. Pueden realizarse obtencion de imagenes y/o endoscopia [420] en lugar
de los ensayos de marcadores adicionales [320] o como confirmacion adicional.

Si esta presente CK7 y esta ausente CK20 como en FIG. 2C [130], entonces pueden testarse PSA, PSAP, PSMA,
Tiroglobulina, Calcitonina, HER2, GCDFP-15, Cromogranina, Sinaptofisina, CD56, (NCAM ), Leu7, CK5/6, CEA,
Mucicarmina, B72.3, Leu, M1, (CD15), Calretinina, HBME-1, Mesotelina y Vimentina (o cualquier combinacion de los
mismos o cualquier marcador simple [230]para determinar el 6rgano o tejido especifico de origen. Si se encuentran
PSA, BSAP, y/o PSMA, entonces el cancer es cancer de prostata [330]. Si estan presentes tiroglobulina y/o calcito-
nina, entonces el cancer es cancer de tiroides [331]. Si se encuentran HER2 y/o GCDFP-15, entonces el cancer es
cancer de mama [332]. Si se encuentran Cromogranina, Sinaptofisina, CD56, (NCAM), y/o Leu7, entonces el cancer
es carcinoma de pulmén microcitico/neuroendocrino [336]. Si se encuentra CK5/6, entonces el cancer puede ser
carcinoma de células escamosas del pulmén [337] (el diagndstico puede confirmarse por obtencion de imagenes
[430]). Si se encuentran CEA, Mucicarmina, B72.3, y/o Leu M1 (CD15), entonces el cancer puede ser adenocarci-
noma de pulmédn [338] (el diagnostico puede confirmarse por obtencion de imagenes [430]). Si se encuentran Calre-
tinina, HBME-1, CK5/6, y/o Mesotelina, entonces el cancer puede ser mesotelioma [333] (si el unico marcador
encontrado es CK5/6, puede ser necesaria obtencion de imagenes [430]). Si se encuentra Vimentina, entonces el
cancer es cancer endometrial [334]. Si se encuentran CK5/6 y/o CEA, entonces el cancer puede ser cancer cervical
[332] (puede ser necesaria confirmacion, v.g., por frotis Pap, dado que estos marcadores son expresados también
por otros tipos de tejido CK7+/CK20-).
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Si CK7 y CK20 estan presentes ambos como en FIG.2D [140], entonces pueden testarse CA-125, Mesotelina,
34BE12, Villina, Uroplaquina lll, y/o CD10 (o cualquier combinacion de los mismos o cualquier marcador simple)
[240] para determinar el 6rgano/tejido especifico de origen. Si se encuentran CA-125 y/o Mesotelina, entonces el
cancer puede ser carcinoma de ovario [340] (puede ser necesaria confirmacion, v.g., por obtenciéon de imagenes,
dado que CA-125 se expresa también en otros tejidos CK7+/CK20+). Si estan presentes 34BE12, Villina, y/o CA-
125, entonces el cancer puede ser colangiocarcinoma (cancer de los conductos biliares) [341] (puede ser necesaria
confirmacion por obtencion de imagenes, dado que CA-125 se expresa también en otros tejidos CK7+/CK20+). Si
se encuentra Uroplaquina lll, entonces el cancer es carcinoma urotelial [342]. Si se encuentra CD10, entonces el
cancer es carcinoma de tipo papilar de células renales [343]. Si no se encuentra marcador alguno, entonces el
cancer puede ser carcinoma cromofobo de células renales [344] (la diagnosis puede confirmarse
microscopicamente).

Como se ha mencionado arriba, algunas realizaciones de la invencion implican analisis mutacional combinado con
técnicas de diagnostico mas tradicionales. Por ejemplo, pueden utilizarse examen fisico (v.g., examen digital rectal
para cancer de prostata), obtencion de imagenes (v.g., mamografia), y/o biopsia para confirma una diagnosis
indicada por analisis mutacional conforme a la invencién. Alternativamente, tales técnicas pueden combinarse con
analisis mutacional (y opcionalmente analisis de marcadores de superficie de exosomas) para proporcionar una
diagnosis exhaustiva. Como ejemplo ilustrativo, un cribado mutacional puede indicar la presencia de cancer en un
paciente y pueden encontrarse exosomas que sean CK7+/CK20- y tengan el marcador CK5/6 asociado con ellos.
Puede no ser posible lograr una determinacion concluyente basandose exclusivamente en esta informacion, si el
cancer es carcinoma de células escamosas de pulmén, cancer cervical, o mesotelioma en algun o6rgano
desconocido (véase FIG. 2C). Asi, un médico puede dar el paso adicional de obtener imagenes para sefalar la
localizacion del cancer (v.g., en o cerca del pulmon). El médico puede realizar posteriormente una biopsia para
determinar si el cancer es carcinoma de células escamosas del pulmoén o cancer del revestimiento mesotelial del
pulmoén.

Como se utiliza en esta memoria en el contexto de biomarcadores y su expresion, el "nivel" de algo en una muestra
tiene su significado convencional en la técnica. La determinacion de un "nivel" en este caso indica determinaciones
cuantitativas - v.g., mg/ml, ratio de multiplicidad, etc. La determinacién de un "nivel" en este caso incluye también
determinaciones cualitativas - v.g., determinacion de la presencia o ausencia de un marcador o determinacion de si
el nivel del marcador es "alto", "bajo" o incluso "presente" con relacion a cierto valor indice.

En una realizacion, en la determinacion del nivel de expresion conforme a la presente invencion, la cantidad de
expresion se mide en una o mas muestras y se compara con algun valor indice. El valor indice puede representar el
nivel medio de expresion de un marcador en una pluralidad de pacientes de adiestramiento (v.g., tanto pacientes
enfermos como pacientes sanos). Por ejemplo, un "valor indice de cancer" puede generarse a partir de una
pluralidad de pacientes de adiestramiento caracterizados por padecer cancer. Puede generarse un "valor indice
exento de cancer" a partir de una pluralidad de pacientes de adiestramiento definidos que no padecen cancer. Asi,
un valor de expresion indice de cancer puede representar el nivel medio de expresion en pacientes que padecen
cancer, mientras que un valor de expresion indice exento de cancer puede representar el nivel medio de presion en
pacientes que no tienen cancer. Asi, cuando el nivel de expresiéon es mas similar al valor indice de cancer que al
valor indice exento de cancer, puede deducirse que el paciente tiene o es probable que tenga cancer. Por el
contrario, si el nivel de expresion es mas similar al valor indice exento de cancer que al valor indice de cancer,
entonces puede deducirse que el paciente no padece o no tiene una probabilidad aumentada de padecer cancer.
Los resultados de estos y otros analisis conforme a la invencion se comunicaran a menudo a médicos, asesores
genéticos y/o pacientes (u otras partes interesadas tales como investigadores) en una forma transmisible que puede
ser comunicada o transmitida a cualquiera de las partes anteriores. Un formato de este tipo puede variar y puede ser
tangible o intangible. Los resultados pueden materializarse en expresiones descriptivas, diagramas, fotografias,
graficos, imagenes o cualesquiera otras formas visuales. Por ejemplo, pueden utilizarse graficos que muestran
informacion de estatus mutacional para diversos genes en la explicacion de los resultados. Diagramas que muestran
dicha informacion para uno o mas genes diana adicionales son también utiles en la indicaciéon de los resultados de
algunos ensayos. Los informes y formas visuales pueden registrarse en un medio tangible tal como papel, medios
legibles por computadora tales como discos flexibles, discos compactos, etc., o un medio intangible, v.g., un medio
electrénico en forma de correo electronico o pagina web en internet o intranet. Adicionalmente, los resultados
pueden registrarse también en una forma sonora y transmitirse por cualquier medio adecuado, v.g., lineas de cable
analdgicas o digitales, cables de fibra optica, etc., por teléfono, facsimil, teléfono mévil inalambrico, teléfono de
internet y analogos.

Asi pues, la informacion y los datos acerca de un resultado de test pueden producirse en cualquier parte del mundo
y transmitirse a un lugar diferente. Como ejemplo ilustrativo, cuando se realiza un ensayo fuera de los Estados
Unidos, la informacién y los datos de un resultado de test pueden generarse, transformarse en una forma
transmisible como se ha descrito arriba, e importarse luego a los Estados Unidos. Conforme a ello, la presente
invencion abarca también un método para producir una forma transmisible de informaciéon en un estatus al menos
mutacional respecto a un panel de genes para al menos una muestra de paciente. El método comprende los pasos
de (1) determinar el estatus mutacional como se ha descrito arriba conforme a los métodos de la presente invencion;
y (2) materializar el resultado del paso de determinaciéon en una forma transmisible. La forma transmisible es el
producto de dicho método. Asi, el procesamiento de muestras fisicas puede estar separado temporal y fisicamente
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de su analisis en los métodos de la invencién. De hecho, el estatus mutacional puede determinarse en una muestra
de sangre para algun otro propdsito, y los datos mutacionales almacenados procedentes de un ensayo previo
pueden aplicarse a los métodos de la invencion en el diagndstico del cancer.

Las técnicas para analizar el estatus mutacional o la expresion (de hecho cualesquiera datos obtenidos conforme a
la invencion) se implementaran a menudo utilizando hardware, software, o una combinacion de los mismos en uno o
mas sistemas de computadora u otros sistemas de procesamiento capaces de efectuar tal analisis. La funcién de
analisis basada en computadora puede implementarse en cualquier lenguaje y/o navegadores adecuados. Por
ejemplo, aquélla puede implementarse con lenguaje C y preferiblemente utilizando lenguajes de programacion de
alto nivel orientados al objeto tales como Visual Basic, SmallTalk , C++ , y analogos. La apIicaciénNPuede escribirse
para adaptarse a entornos tales como el entorno Microsoft Windows™ con inclusion de Windows™ 98, Windows™
2000, Windows™ NT, y analogos. Adicionalmente, los pasos funcionales pueden implementarse también utilizando
un lenguaje de programacion universal o independiente de la plataforma. Ejemplos de tales lenguajes de programa-
cion multi-plataforma incluyen, pero sin caracter limitante, el lenguaje de marcacion de hipertexto (HTML), JAVA™,
JavaScript™, lenguaje de programacion Flash, interfaz de compuerta comun/lenguaje estructurado de consultas (CG
I/SQL), lenguaje practico de extraccion e informes (PERL), AppleScript™ y otros lenguajes de Script de sistemas,
lenguaje de programacion/lenguaje estructurado de consultas (PL/SQL), y analogos. Pueden utilizarse navegado-
res permitidos en Java™ o JavaScript ™ tales como HotJava™, Microsoft™ Explorer™, o Netscape™. Cuando se
utilizan paginas web de contenido activo, las mismas pueden incluir Java TM “applets” o controles ActiveX™ u otras
tecnologias de contenido activo.

La funcién de analisis puede materializarse también en productos de programas de computadora y utilizarse en los
sistemas arriba descritos u otros sistemas basados en computadora o en internet. De acuerdo con ello, otro aspecto
de la presente invencion se refiere a un producto de programa de computadora que comprende un medio utilizable
por computadora que tiene cédigos o instrucciones de programas legibles por computadora materializados en el
mismo para permitir que un procesador realice el andlisis del estatus de los genes. Estas instrucciones de
programas de computadora pueden cargarse en una computadora u otro aparato programable para producir una
magquina, de tal modo que las instrucciones que se ejecutan en la computadora u otro aparato programable creen
medios para implementar las funciones o pasos arriba descritos. Estas instrucciones de programas de computadora
pueden almacenarse también en una memoria o medio legible por computadora que puede dirigir una computadora
u otro aparato programable a funcionar de una manera particular, de tal modo que las instrucciones almacenadas en
la memoria o medio legible por la computadora produzcan un articulo de fabricacion que incluye medios de
instruccion que implementan el analisis. Las instrucciones de los programas de computadora pueden cargarse
también en una computadora u otro aparato programable para hacer que se realicen en el mismo una serie de pasos
operativos a fin de realizar un proceso implementado por computadora tal que las instrucciones que se ejecutan en
la computadora u otro aparato programable proporcionen pasos para implementar las funciones o pasos arriba
descritos.

Asi, en algunas realizaciones, la invencién proporciona un método que comprende: acceder a la informacion de
estatus mutacional derivada de una muestra de paciente y almacenada en un medio legible por computadora;
consultar esta informacion para determinar si el paciente tiene un estatus mutacional particular respecto a un panel
de genes; calcular la probabilidad de que el paciente tenga un tipo de cancer particular basado en el estatus
mutacional del panel; imprimir [0 presentar] la probabilidad de que el paciente tenga un tipo de cancer particular
basado en el estatus mutacional del panel. Un método de diagnédstico similar implementado por computadora puede
utilizar un panel de genes para indicar la probabilidad de la presencia de cancer en general. Sin embargo, otro
método puede combinar el cribado pan-cancer y el cribado especifico de tipo de cancer arriba descrito. Por ejemplo,
una realizaciéon proporciona un método que comprende: acceder a la informacién del estatus mutacional en un
primer panel de genes derivados de una muestra de paciente y almacenados en un medio legible por computadora;
consultar esta informacion para determinar si el paciente tiene un estatus mutacional particular para el primer panel;
calcular la probabilidad de que el paciente padezca un cancer basandose en el estatus mutacional del primer panel;
acceder a la informacién del estatus mutacional en un segundo panel de genes derivados de una muestra del
paciente y almacenado en un medio legible por computadora; consultar esta informacion para determinar si el
paciente tiene un estatus mutacional particular para el segundo panel; calcular la probabilidad de que el paciente
padezca un cancer particular basado en el estatus mutacional del segundo panel; imprimir [0 presentar] la
probabilidad de que el paciente tenga un tipo de cancer particular basado en el estatus mutacional del segundo
panel. Opcionalmente, puede imprimirse [0 presentarse] también la probabilidad de que el paciente padezca un
cancer en general, sea antes de analizar la informacion del estatus mutacional para el segundo panel o junto con la
impresién de la probabilidad de que el paciente tenga un tipo de cancer particular. Algunas realizaciones
comprenden adicionalmente presentar la informacién del estatus mutacional.

Como se utiliza en esta memoria en el contexto de las realizaciones de la invencién implementadas por
computadora, "presentacion” significa comunicacion de cualquier informacién por cualquier medio sensorial.
Ejemplos incluyen, pero sin caracter limitante, presentaciones visuales, v.g., en una pantalla de computadora o en
una hoja de papel impresa mandada por una computadora, y presentaciones auditivas, v.g., expresion auditiva del
genotipo de un paciente generada o registrada en computadora. La practica de la presente invencion puede emplear
también métodos, software y sistemas de biologia convencionales. Productos de software de computadora de la
invencion incluyen tipicamente medios legibles por computadora que tienen instrucciones ejecutables por
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computadora para realizacion de los pasos logicos del método de la invencién. Medios adecuados legibles por
computadora incluyen discos flexibles, CD-ROM/DVD/DVD-ROM, unidad de disco duro, memoria flash, ROM/RAM,
cintas magnéticas etc. Métodos basicos de biologia computacional se describen, por ejemplo, en Setubal et al.,
INTRODUCTION TO COMPUTATIONAL BIOLOGY METHODS (PWS Publishing Company, Boston, 1997); Salzberg
et al. (Ed.),COMPUTATIONAL METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, (Elsevier, Amsterdam, 1998); Rashidi &
Buehler, BIOINFORMATICS BASICS: APPLICATION IN BIOLOGICAL SCIENCE AND MEDICINE (CRC Press,
Londres, 2000); y Ouelette & Bzevanis, BIOINFORMATICS: A PRACTICAL GUIDE FOR ANALYSIS OF GENE AND
PROTEINS (Wiley & Sons, Inc., 22 edicion 2001); véase también U.S. Pat. No. 6.420.108.

La presente invencion puede hacer uso también de diversos productos de programas de computadora y software
para una diversidad de propdsitos, tales como disefio de sondas, tratamiento de los datos, analisis, y operacion del
instrumento. Véanse las Patentes U.S. Nims. 5.593.839; 5.795.716; 5.733.729; 5.974.164; 6.066.454; 6.090.555;
6.185.561; 6.188.783; 6.223.127; 6.229.911 y 6.308.170. Adicionalmente, la presente invenciéon puede tener
realizaciones que incluyen métodos para proporcionar informaciéon genética acerca de redes tales como la Internet
como se muestra en las Solicitudes U. S. Nums. de Serie 10/197,621 (Publicacion U.S. No. 20030097222);
10/063,559 (Publicacion U.S. No. 20020183936), 10/065,856 (Publicacion U.S. No. 20030100995); 10/065,868
(Publicaciéon U.S. No. 20030120432); 10/423,403 (Publicacion U.S. No. 20040049354).

Otro aspecto de la invencion proporciona microrredes y kits (con inclusién de un kit de microrredes) para la practica
de los métodos de la invencion. El kit puede incluir un soporte para sus diversos componentes. El portador puede
ser un recipiente o soporte, en la forma de, v.g., bolsa, caja, tubo, bandeja, y esta dividido opcionalmente en
compartimientos. El portador puede definir un confinamiento encerrado por razones de seguridad durante el
transporte y el almacenamiento.

Microrredes y kits (con inclusién de kits de microrredes) de la invencion pueden comprender reactivos para
determinar el estatus mutacional de un panel de genes constituido por entre 5 y 5.000 genes y que comprende al
menos un gen seleccionado del grupo constituido por: AIM1, APC, ATM, BRAF, BRCA1, BRCA2, CDKN2A, CD95,
CTNNB1, EGFR, FBN2, FBXW7, FLJ13479, FGFR3, IDH1, KIT, KRAS, HRAS, NRAS, MAP2K4, MET, MLH1,
MLH2, MSH1, MSH2, NF1, NF2, PIK3CA, PIK3R1, PRKDC, PTEN, PMS1, PMS2, RB1, RET, SMAD4, SMO, STK11,
TAF1L, TGFBR2, TNN, TP53, TRRAP, y VH L. En algunas realizaciones, el panel comprende subconjuntos de
estos genes, v.g., APC, EGFR, KRAS, PTEN, y TP53; o AIM1, APC, CDKN2A, EGFR, FBN2, FBXW?7, FL113479,
IDH1, KRAS, PIK3CA, PIK3RI, PTEN, RB1, SMAD4, TGFBR2, TNN, y TP53; o APC, ATM, BRAF, BRCA1, BRCA2,
CDKN2A, CTNNB1, EGFR, FBXW?7, FGFR3, KIT, KRAS, HRAS, NRAS, MAP2K4, MET, MLH1, MSH2, MSH6, NF1,
NF2, PIK3CA, PRKDC, PTEN, RB1, RET, SMAD4, SMO, STK11, TAF1L, TP53, TRRAP, y VHL.

Los expertos en la técnica estan familiarizados con diversos reactivos que pueden utilizarse para determinar si un
gen particular alberga una mutacion. Por ejemplo, pueden utilizarse sondas oligonucleotidicas (v.g., sondas
especificas para un alelo mutante) y/o cebadores (v.g., cebadores PCR en reacciones RT-PCR) a fin de determinar
el estatus mutacional. En algunas realizaciones, la invencién proporciona el uso de tales reactivos para la fabricacion
de un kit de diagnéstico in vitro.

Los kits de la invencion pueden comprender adicionalmente reactivos (v.g., anticuerpos) para evaluacion del estatus
(v.g., presencia, ausencia, nivel) de diversos marcadores adicionales, v.g., los dados en FIG. 2. Estos reactivos y los
aparatos incluidos opcionalmente pueden ser Utiles en ensayo de inmunosorbente unido a enzima (ELISA),
inmunohistoquimica (IHC), cromatografia de afinidad, etc.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Utilizacién de Mutaciones Somaticas para Determinar el Sitio del Tumor
Métodos

Considérese una muestra de un paciente con algun tipo de cancer. El cribado de mutaciones de esta muestra
identifica mutaciones somaticas en n genes g1, g2, ..., gn. Suponiendo que las mutaciones somaticas ocurren
independientemente, la probabilidad de que este paciente padezca un tipo de cancer ¢ viene dada por la ecuacion
siguiente:

P(c|gi, g2 ....8x) = Po(c) Tl M(gilc) 7 £, Po(t) TI; M(g:|t) (1)

donde el producto se toma para todos los genes mutados en la muestra (i = 1, 2, ..., n) y la suma se toma para todos
los tipos de cancer t. M(g|c) es la frecuencia de mutaciones somaticas en el gen g en el tipo de cancer c. Véase FIG.
3 (con frecuencias mutacional basadas en datos de la base de datos COSMIC [Catalogue of Somatic Mutaciones in
Cancer]. Py(c) es la probabilidad a priori del tipo de cancer ¢, dado que el paciente padece un cancer. Véase FIG. 4
(con estas probabilidades a priori basadas en las incidencias de cancer publicadas por la American Cancer Society).
Debe indicarse que para algunos canceres (tales como los canceres de ovario y de préstata) las incidencias son
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drasticamente diferentes en varones y mujeres, por lo que la Ecuacion 1) puede utilizarse en algunos casos por
separado para varones y mujeres.

Utilizando la Ecuacion (1), se calcularon las probabilidades para cada tipo de cancer c, y el cancer con la maxima
probabilidad se designé como el tipo de cancer mas probable en el paciente. Dicho paciente puede ser examinado
por técnicas de diagnostico disponibles para este tipo de cancer. Si el tipo de cancer mas probable no se confirma,
se examinaria el tipo de cancer con la segunda probabilidad mas alta, y asi sucesivamente.

Dado que algunos organos pueden desarrollar canceres de tipos diferentes (tales como adenocarcinoma y
carcinoma de células escamosas en el pulmon), es posible calcular la probabilidad P(o) de que se haya desarrollado
el cancer en el 6rgano o:

P(olg1, g2.....8n) = Zc P(cl|g1, 82,....8n ) (2)

donde la suma se toma para todos los tipos de cancer ¢ del 6rgano o. Utilizando la Ecuacion (2), se calculan las
probabilidades para cada 6rgano o, y el érgano con la probabilidad maxima es el sitio mas probable de cancer en el
paciente. El paciente puede examinarse opcionalmente por técnicas de diagnodstico adicionales a fin de confirmar
este sitio de cancer. Si el sitio de cancer mas probable no se confirma, puede examinarse luego el érgano con la
segunda probabilidad maxima, y asi sucesivamente.

Resultados

Con objeto de evaluar la potencia de la utilizacién de mutaciones para determinar el sitio de un tumor, se utilizaron 3
estudios publicados (PMID: 17932254, PMID: 18772397, PM ID: 18772396) en los cuales se secuenciaron mas de
20.000 genes en muestras representativas de 4 canceres. Once muestras de carcinoma ductal de mama, 11 mues-
tras de adenocarcinoma de colon, 22 muestras de glioblastoma, y 24 muestras de carcinoma ductal pancreatico. Se
utilizaron estos conjuntos de datos como serie de datos para la validacion del enfoque de los inventores. Con objeto
de calcular las probabilidades dadas por la Ecuacion (1) para estas muestras, se utilizaron dos series de genes.

La primera serie de genes representa todos los genes con frecuencia mutacional superior a 5% en uno de 29 tipos
de cancer comunes. Utilizando la base de datos COSMIC se identificaron 33 de tales genes:

Tabla 2
APC KRAS PRKDC
ATM HRAS PTEN
BRAF NRAS RB1
BRCA1 MAP2K4 RET
BRCA2 MET SMAD4
CDKN2A MLH1 SMO
CTNNB1 MSH2 STK11
EGFR MSH6 TAF1L
FBXW7 NF1 TP53
FGFR3 NF2 TRRAP
KIT PIK3CA VHL

Utilizando esta serie de genes, se obtuvieron los resultados siguientes:

Tipo de Cancer Porcentaje Correcto 1 Porcentaje Correcto 2 Porcentaje Equivocado
Mama 91 9 0
Colon 55 45 0
Glioblastoma 0 0 100
Pancreético 42 29 29

El "Porcentaje Correcto 1" es el porcentaje de muestras para las cuales el tipo de cancer con la probabilidad maxima
predicha coincidia con el tipo de cancer real de la muestra, "Porcentaje Correcto 2" es el porcentaje de muestras
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para las cuales el tipo de cancer con la segunda probabilidad maxima predicha coincidia con el tipo de cancer real
de la muestra, y "Porcentaje Equivocado" es el porcentaje de muestras para las cuales los tipos de cancer con
probabilidades predichas maxima ni maxima segunda predichas coincidian con el tipo de cancer real de la muestra.

La segunda serie de genes estaba basada en la serie de datos de validacion. La serie estaba compuesta de genes

ES 2 544 500 T3

que satisfacian las condiciones siguientes:

1. El gen deberia tener dos 0 mas mutaciones somaticas observadas en las muestras de al menos un
tipo de cancer.

2. La frecuencia de mutaciones somaticas en el gen deberia ser mayor que 5% en las muestras de
prevalencia.
3. Deberia conocerse que el gen esta relacionado con el cancer.

17 genes satisfacian estas condiciones:

Tabla 3

La utilizacion de esta lista de genes proporciond asi mejor exactitud de prediccion, como se muestra en la tabla

ATM! FLJI13479 | RBI
APC IDH{ SMAD4
CDKN24 | KRAS TGFBR2
EGFR PIK3CA NN
FBN2 PIK3R1 TP53
FBXW7 PTEN

siguiente:
Tipo de Cancer % Correcto 11 % Correcto 2 % Equivocado
Mama 91 9 0
Colon 100 0 0
Glioblastoma 41 50 9
Pancreatico 88 12 0

Variaciones del método

Algunas modificaciones del enfoque anterior pueden aplicarse individualmente o en combinacion a fin de mejorar los
resultados o en ciertas circunstancias.

1. En la Ecuacion (1), en lugar de utilizar frecuencias de mutaciones somaticas de genes individuales, se
pueden utilizar frecuencias de mutaciones somaticas en ciertas combinaciones de genes. Por ejemplo, en
lugar de utilizar frecuencias de mutaciones individuales para los genes TP53 y KRAS, pueden utilizarse
frecuencias de eventos en los que estan mutados ambos genes o en los que esta mutado cualquiera de ellos.

2. La Ecuacioén (1) esta basada en la presencia de mutaciones somaticas en una serie de genes. Es
posible utilizar también la ausencia de mutaciones ademas de utilizar la presencia de mutaciones. En este
caso, en lugar de la Ecuacion (1) se utilizaria la ecuacion siguiente:

Plclgr, g2 -...8n) = Pofc) TN, M(gi|c)T1; (1-M(gilc)) / Zi Poft) TI;
M(g:i|)T1; (1-M(gi|c))

donde el producto para j se toma para todos los genes no mutados en la serie.

3. Muchos genes relacionados con el cancer tienen los denominados 'puntos calientes mutacional' que
son pequefias areas en las que ocurren la mayoria de las mutaciones somaticas. Estas areas pueden ser
identificadas facilmente a partir de la base de datos COSMIC. En lugar de utilizar cualesquiera mutaciones
somaticas en un gen, es posible restringir el método a 'puntos calientes mutacional' Unicamente.
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4, Las probabilidades Py(c) en la Ecuacion (1) pueden incorporar informacion personal del paciente que
se sabe afecta al riesgo de cancer. Por ejemplo, las mujeres con mutaciones de la linea germinal en los
genes BRCA1 o BRCA 2 presentan alto riesgo de desarrollar canceres de mama y ovario.

Ejemplo 2: Utilizacion de las Mutaciones Somaticas para Detectar la Presencia de Cancer
Método

Dado que las mutaciones somaticas son muy especificas para condiciones cancerosas o precancerosas, la medida
principal de la eficiencia de la utilizaciéon del cribado de mutaciones de una serie de genes es su sensibilidad. La
sensibilidad del cribado para cualquier cancer depende de las sensibilidades dentro de canceres individuales asi
como de las incidencias de los canceres. La sensibilidad se definié por la ecuacion siguiente:

§=Z, Po(t)S(t) (4)
donde S(t) es la sensibilidad dentro del tipo de cancer t. S(t) se defini6 como el porcentaje de pacientes con
mutaciones somaticas en uno o mas genes dentro de una serie predefinida de uno o mas genes.
Se utilizo el algoritmo siguiente para definir una pequefa serie de genes con sensibilidad alta:
1. Se comenzo con todas las muestras disponibles y una lista vacia de genes.

2. Dentro de la serie de muestras actual, se encontré el gen con sensibilidad maxima calculada conforme
a la Ecuacion (4). Este gen se afiadi6 a la lista de genes.

3. Se repitieron los pasos 1 y 2 hasta que la sensibilidad combinada de la lista de genes resultante era
suficientemente alta. Si se desea mas sensibilidad, puede pasarse al paso 4.

4, Se reduce la serie de muestras por eliminacién de todas las muestras que tienen mutaciones en
cualquiera de los genes de la lista actual.

5. Se vuelve al paso 2 para aumentar adicionalmente la sensibilidad.
Resultados

Se utilizd la misma serie de datos de validacion arriba descrita. A continuacion se muestra la lista de genes en el
orden en que fueron definidos los mismos por el algoritmo anterior, con la sensibilidad acumulativa como funcion del
numero de los genes en la lista presentada en FIG. 1:

Tabla 4

TP53 |
KRAS
APC |
EGFR
PTEN |

Variaciones del método

Pueden aplicarse ciertas modificaciones del enfoque anterior, individualmente o en combinacién, para mejorar los
resultados o en ciertas circunstancias.

1. En lugar de basarse en cualesquiera mutaciones somaticas en un gen, es posible restringir el enfoque
a puntos calientes de proteccién Unicamente.

2. El enfoque puede utilizarse no solo para detectar cualquier cancer, sino para detectar ciertos grupos
de canceres que incluyen tipos de canceres individuales (v.g., cribado de individuos con alto riesgo de ciertos
canceres).

3. Si es necesario distinguir entre tumores precancerosos benignos y canceres malignos, se pueden
utilizar sélo genes con mutaciones en canceres pero no en tumores benignos.
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Ejemplo 3: Deteccion de Mutaciones en Exosomas
Método

Para confirmar la posibilidad de detectar mutaciones relacionadas con el cancer en exosomas de suero, se utilizaron
sobrenadantes de cultivo de células (1-10 ml de lineas de células de cancer de ovario y de colon) o muestras de
suero de pacientes con cancer de ovario y de colon (1-3 ml) a fin de preparar exosomas para centrifugacion a alta
velocidad. Se extrajo el RNA total de los sedimentos de exosomas y se convirti6 en cDNA por métodos estandar. Se
disefiaron amplicones PCR para una serie de puntos calientes mutacionales en TP53, KRAS, EGFR, y APC, y se
optimizaron para multiplexado. EI cDNA exosémico se preamplificé con un multiplex de todos los amplicones. El
producto de pre-amplificacion se divididé en reacciones separadas y se re-amplificd con los amplicones diana
individuales. Los cebadores de re-amplificacién se sintetizaron con colas para secuenciacién tinte-cebador. Los
productos PCR individuales se secuenciaron por quimica tinte-cebador a fin de identificar mutaciones particulares.

Resultados

Se encontraron mutaciones en exosomas cosechados de lineas de células como sigue:

Tabla 5
Gen Linea de Mutacion RNA de la Linea RNA Exosémico RNA Exosémico
Células (preamp)
del DNA de Células (no preamo)
TP53 T47D L194F L194F na L194F
TP53 OVCAS5 WT Variante de remodela- na Variante de remodela-
cién del Exon 6/7 cién del Exon 6/7
TP53 HT29 R273H nd nd R273H
KRAS OVCAS5 G12v G12v na G12v
KRAS HCT15 GI3D nd nd GI3D

na = secuencia no disponible, nd = no realizado

Se encontraron mutaciones en las muestras de suero cancerosas como sigue (los genes que presentan mutaciones
en suero de cancer de ovario se representan en FIG. 5):

Tabla 6
Cancer Ovarico de Colon Todos
Muestras testadas 9 54 65
Amplificacion positiva 24 (53%) 81 (30%) 105 (33%)
Secuencia positiva 100% 89% 91%
# Mutaciones 1 10 11
# muestras mutantes 1 (11%) 8 (15%) 9 (14%)
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Ejemplos de mutaciones importantes en los genes listados en la Tabla 1 se representan a continuacion en la Tabla 7:

Tabla 7
Gen Punto Cambio de cDNA pos.
Caliente Aminoacidos
TP53 1 R1 75H/L;C1 76F N c.524;C527
TP53 R248W/G Cc742;c743
TP53 R273C;R273H/L c817;c818
APC R1450* c.4348
KRAS G12C/S/R;G12DN/A c.34;c35
BRAF V800E c.1799
EGFR L858R no publicado

Ejemplos de mutaciones importantes encontradas en exosomas de suero canceroso en los genes de la Tabla 1 se
muestran a continuacion en la Tabla 8:

Tabla 8

Gen

(punto calien-
te)

Mutaciones

aa

Cambio de aa

Cambio de

Codén

Tejidos

ID de la Mues-
tra Myr

TP53 hs2

y3

G>A(homo)

CTG->CTA

TP53 hs2

y3

L265L

265

L265L

Higado, Esto6-
mago

TP53 hs2

y3

A>G(homo)

AAC->AGC

TP53 hs2

y3

N239S

239

N239S

Colon

TP53 hs2

y3

G>T(homo)

AGG->AGT

TP53 hs2

y3

R249S

249.

R249S

Colorrectal

1,2

TP53 hs2

y3

TP53 hs2

y3

G>A

(Homo)

CGT->CAT

TP53 hs2

y3
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TP53 hs2
y3
TP53 hs2 R273H 273 R273H Colon
y3 -
TP53 hs2
y3
TP53 hs2
y3
TP53 hs2 G>A GGC->AGC
y3 (homo)
TP53 hs2
y3
TP53 hs2 G245S 245 G245S Colon
y3
TP53 hs2 A>G(homo) ACA->GCA | Vejiga, Mama,
y3 Hematopoyéti-
co,
Pulmoén y Piel
TP53 hs2 T256A 256, T256A
y3
TP53 hs2 A>G(homo) AGA->AGG | Organo urina-
rio no especifi-
y3 cado; pelvis
renal
TP53 hs2 R280R 280 R280R
y3
TP53 hs2 T>C(homo) CCT->CCC | Mama, Esofa-
v3 go,
Piel
TP53 hs2 P278P 278 P278P
y3
TP53 hs1 C>A het CCC->CAC Colon
TP53 hs1 P151H 151 P151H
TP53 hs1 C>T(homo) CTT->TTT
TP53 hs1 L194F 194 L194F Colon
APC A>G CGA->CGG
(homo)
APC R1450R 1450 R1450R
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APC C>T Het GAT->GAC 9
APC D1425D 1425 D1425D
KRAS T>C (het) CTT->CTC 10
KRAS L6L 6 L6L
TP53hs2- G>A GGC->GAC Colon 11
3F3R3
245 G245D
KRASF4R4 G>A(het) y GGT->GAT 12
(homo)
12 G12D
TP53hs2- G>A(het) CTG->CTA 13
3F3R3
265 L265L

Aunque la invencién que antecede se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracion y ejemplo para propdsitos
de claridad de comprension, estara claro para los expertos en la técnica que pueden realizarse ciertos cambios y
modificaciones dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de determinacion de la probabilidad de que un paciente padezca un cancer particular que
comprende:

(1) analizar en una muestra de fluido corporal un panel de genes que comprende los genes APC, EGFR,
KRAS, PTEN, y TP53;

(2) determinar si cada gen de dicho panel tiene una mutacion;

3) calcular una probabilidad de que dicho paciente padezca un cancer ¢4 utilizando la férmula

P(ci\g1, 82 - 8n) = Po(cs) L M(gi| 1) / Z, Po(1) TT; M(gilt);

en donde el producto se toma para todos los genes de dicho panel mutados en la muestra (i= 1, 2, ..., n), la
suma se toma para todos los tipos de cancer t, M(g| c1) es la frecuencia de mutaciones somaticas en el gen g
en el tipo de cancer ¢4, y Po(c1) es la probabilidad a priori del cancer c1 dado que el paciente padece un
cancer.

2. El método de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente calcular una probabilidad de que dicho
paciente tenga un segundo cancer c; utilizando la formula: P(c2 /g1, g2 ...gn ) = Po(c2) Ni M(gi] c2) | 2t Po(t) i M(git);
en donde el producto se toma para todos los genes en dicho panel mutados en la muestra (i = 1, 2, ..., n), la suma
toma para todos los tipos de cancer t, M(g|c2) es la frecuencia de mutaciones somaticas en el gen g en el tipo de
cancer ¢y, y Po(cy) es la probabilidad a priori del tipo de cancer ¢, dado que el paciente padece un cancer.

3. El método de la reivindicaciéon 1 6 2, que comprende adicionalmente recomendar, prescribir, ordenar, o
realizar un test respecto a la presencia del cancer ¢, en dicho paciente.

4. El método de la reivindicaciéon 3, en el cual dicho test respecto a la presencia del cancer ¢s es recomendado,
prescrito, ordenado, o realizado si la probabilidad calculada de que dicho paciente tenga dicho cancer c; es superior
a un valor umbral.

5. El método de la reivindicacion 3, en el que dicho test respecto a la presencia del cancer ¢; se recomienda,
prescribe, ordena, o realiza si la probabilidad calculada de que dicho paciente tenga dicho cancer c; es mayor que la
probabilidad calculada de que dicho paciente tenga el cancer c..

6. El método de la reivindicaciéon 3, que comprende adicionalmente recomendar, prescribir, ordenar, o realizar
un test respecto a la presencia de cancer c; en dicho paciente si dicho test respecto a la presencia de cancer ¢s no
indica la presencia del cancer c+.

7. Un método para deteccion de mutaciones que comprende:

(1) analizar en una muestra de fluido corporal de un individuo humano un panel de genes constituido por
entre 5 y 5.000 genes, en el cual dicho panel comprende al menos 5 genes seleccionados del grupo
constituido por los genes enumerados en la Tabla 1 y al menos los genes APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53;

y

(2) determinar si cualquiera de los genes de dicho panel alberga una mutacion.

8. El método de la reivindicacion 7, en el cual dicho panel comprende los genes enumerados en la Tabla 3, los
genes enumerados en la Tabla 2 o los genes enumerados en la Tabla 1.

9. El método de la reivindicacion 7, en el cual dichos genes APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53 constituyen al
menos 10% de dicho panel.

10. Un método de deteccién del cancer que comprende:

(1) analizar un panel de genes que comprende los genes APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53 en una
muestra de fluido corporal; y

(2) determinar si cualquiera de los genes APC, EGFR, KRAS, PTEN o TP53 alberga una mutacion;
en el cual dicha mutacién indica la presencia de cancer.

11. El método de la reivindicacion 10, en el cual dicha mutacion se selecciona del grupo constituido por los
enumerados en la Tabla 7 y/o la Tabla 8.

12. El método de la reivindicacion 10 6 11, en el cual dicho panel comprende los genes enumerados en la Tabla
3, los genes enumerados en la Tabla 2 o los genes enumerados en la Tabla 1.
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13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el cual dicha muestra de fluido corporal es una
muestra de sangre.

14. El método de la reivindicacion 13, en el cual dicha muestra de sangre es una muestra de plasma o una
muestra de suero.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el cual la deteccién de una mutacién o la
determinacion de si un gen alberga una mutacion comprende

(i) analizar una molécula de mRNA de dicha muestra o analizar una molécula de DNA sintetizada
utilizando dicha molécula de mRNA como molde;

(ii) analizar un acido nucleico procedente de dicha muestra por una técnica seleccionada de
resecuenciacion, TagMan™, analisis de microrredes, y FISH; o

(iii)  analizar un acido nucleico procedente de una vesicula extracelular.

16. Un kit que comprende reactivos para analizar un panel de genes constituido por entre 5y 5.000 genes, en el
cual dicho kit comprende sondas oligonucleotidicas y/o cebadores que detectan mutaciones en al menos los genes
APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53.

17. El kit de la reivindicacion 16, en el cual dichos genes son los genes enumerados en la Tabla 3, los genes
enumerados en la Tabla 2 o los genes enumerados en la Tabla 1.

18. El kit de la reivindicacion 16, en el cual dichos genes APC, EGFR, KRAS, PTEN y TP53 constituyen al menos
10% de los genes que pueden analizarse en dicho kit.
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Figura 4
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Todos Varén : Varon| Mujer
1odos Mujer ‘ (%) Iﬁl
Pulmén 215020] 114690 100330 14.96| 15.39] 14.50
Mama 184450 1990 182460| 12.83] 0.27| 26.37
Préstata 186320] 186320 o| 12.96] 25.00 0.00
148810 77250/ 71560] 10.35] 10.37] 10.34
.| 37680 18770] 18910 2.62| 2.52] 2.73
' veiiga— 68810 51230 17580 4.79| 6.87 254
54390 33130] 212601 3.78] 4.45 3.07
Rinon 37340 8930/ 28410] 2.60{ 1.20] 4.11
Tiroides 21810 11780 10030] 1.52] 1.58 1.45
Cerebro 21650 0 21650 1.51} 0.00 3.13
Ovario 62480 34950| 27530] 4.35| 4.69 3.98
Melanoma 353100 25310{ 10000] 2.46] 3.40 1.45
Oral 213701 15190] 6180] 1.49] 2.04 0.89
| Higade 21500 13190| 8310| 1.50| 1.77 1.20
Estomago 16470] 12970 3500 1.15] 1.74]  0.51
Esofaqo 74340 39850, 34490| 5.17| S5.35 4.98
Linfoma 19920 11190| 8730[ 1.39] 1.50 1.26
Mieloma 44270| 25180/ 19090] 3.08] 3.38] 2.76
Leucemia 8090 8090 of 0.356] 1.09 0.00
Testiculos 40100 ol 401000 2.79| 0.00 5.79
Endometrio 11070 o] 11070 0.77] 0.00 1.60
Cervix 12250 9680, 2570] 085 130[ 0.37
Lannge 9520| 4500/ 5020] 0.66] 0.60 0.73
SSIET 1437180 745180 692000| 94.14] 94.50 93.75
—Totates
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