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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para el diagnostico de tumores del estroma gastrointestinal
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a métodos para el diagnostico y/o seguimiento de tumores del estroma
gastrointestinal. El enfoque metodoldgico se basa en la deteccidon y/o el andlisis de una o mas mutaciones
especificas del tumor en los genes marcadores cKit y PDGFRA en muestras de ADN circulante.

Antecedentes

Los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) son uno de los tumores mesenquimales mas comunes del
tracto gastrointestinal (aproximadamente 1-3% de todas las neoplasias gastrointestinales). Aproximadamente 85%
de los GIST albergan mutaciones activadoras (es decir de ganancia de funcién) en el gen cKit que codifica un
receptor del factor de células madre que tiene actividad tirosina quinasa. Ademas, aproximadamente 35% de los
GIST con un gen cKit de tipo salvaje tienen en cambio mutaciones en otro gen, PDGFRA (receptor-alfa del factor de
crecimiento derivado de plaquetas), que es una tirosina quinasa relacionada (revisado, p. €j., por Corless, C. L. y
Heinrich, M.C. (2008) Annu. Rev. Pathol. 3, 557-586). Estas mutaciones son un evento temprano en la progresion de
GIST.

Las onco-proteinas cKit y PDGFRA sirven como dianas para los inhibidores de tirosina quinasa de molécula
pequefia tales como imatinib y sunitinib. Notablemente, el tratamiento con imatinib no es curativo a menos que esa
posible la reseccion completa del tumor. En los GIST avanzados, metastasizados o irresecables, se puede lograr
una remision parcial en aproximadamente 50% de los pacientes tratados con imatinib. Sin embargo, la mayoria de
los pacientes aun experimentan progresion de la enfermedad durante la recepcion de imatinib (véase, p. €j., Verweij,
J. et al. (2004) Lancet 364, 1127-34; Blanke, C. D. et al. (2008) J. Clin. Oncol. 26, 626-632). Ademas, también se
encontré que estos pacientes responden solo transitoriamente a sunitinib (Demetri, G. D. et al. (2006) Lancet 368,
1329-1338).

A pesar de que imatinib y sunitinib exhibieron efectos clinicos notables, sus eficacias dependen en gran
medida el genotipo del GIST. Los farmacos encontraron resistencia intrinseca o adquirida durante el tratamiento,
cuyos mecanismos moleculares eran dependientes también en gran medida del genotipo de GIST, incluyendo
mutaciones primarias 0 mutaciones secundarias en los dominios quinasa de los correspondientes genes diana,
respectivamente. Por lo tanto, los GIST avanzados pueden requerir un tratamiento multidisciplinar.

A partir de lo anterior, es evidente de inmediato que un requisito previo necesario para una terapia
satisfactoria de los GIST es la provision de métodos precisos para el diagndstico, estadificacion y/o seguimiento del
progreso de este tipo de tumores, lo que, a su vez, permite un prondéstico y evaluacion de riesgos fiables, y por lo
tanto, la seleccion de una terapia apropiada.

Un enfoque de diagnéstico se basa en la inmunohistoquimica, en particular, en la tincién de cKit por medio
de anticuerpos especificos. Sin embargo, aproximadamente 5-10% de los GIST son cKit negativos. Por
consiguiente, la tincion cKit no da como resultado la deteccion fiable de todos los GIST; se requieren métodos
adicionales y/o alternativos.

Se utilizan métodos de diagnéstico médico por imagen para la estadificacion o el seguimiento del progreso
de GIST incluyendo la tomografia por emisiéon de positrones-(PET), la tomografia computarizada (CT), la tomografia
de resonancia magnética, y combinaciones de las mismas tales como PET-CT. La técnica de diagndstico médico por
imagen mas sensible disponible en la actualidad es la tomografia de emisién por positrones con 2-desoxi-2-
(18F)fluoro-D-qucosa (FDG-PET). Sin embargo, la especificidad y la sensibilidad de este método estan limitadas de
manera que, por ejemplo, se pueden pasar por alto pequefios tumores o actividad tumoral residual después del
comienzo de la terapia (Gambhir, S. S. et al. (2001) J. Nucl. Med. 42, 1S-93S; Antoch, G. et al. (2004) J. Nucl. Med.
45, 357-365). Ademas, incluso en los casos con respuesta completa a una terapia dada, las lesiones en la mayoria
de los casos todavia contienen tumor viable (Bauer, S. et al. (2005) Int. J. Cancer 117, 316-25). De este modo, en
este momento no es posible medir la enfermedad residual en respondedores mediante PET-CT, y el
desencadenante para cambiar el tratamiento es clinico o por la progresion morfolégica del PET/CT. Ademas, FDG-
PET (asi como otros métodos de diagnostico médico por imagen) requiere instrumentacion analitica sofisticada, que
es costosa tanto en términos de coste inicial y de mantenimiento, asi como personal capacitado. Esto hace que este
tipo de sistemas sean inadecuados para las practicas médicas de rutina, las pruebas de "cabecera", o en lugares
remotos.

Por consiguiente, todavia sigue existiendo una necesidad de métodos y composiciones mejorados que
permitan el diagnostico rapido, fiable y con ahorro de costes, la estadificacién, y el seguimiento de tumores del
estroma gastrointestinal.

El documento US 2007/0254295 publicado el 1 de Noviembre de 2007 cedido a Prometheus Laboratories Inc.
proporciona métodos para analizar una combinacién de biomarcadores para individualizar la terapia con inhibidores
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de tirosina quinasa en pacientes que han sido diagnosticados de cancer (véase el resumen del documento US
2007/0254295).

Las siguientes publicaciones estan relacionadas con mutaciones en los genes cKIT y PDGFRA y tumores del
estroma gastrointestinal: Lux Marcia et al. "KIT extracellular and kinase domain mutations in gastrointestinal stromal
tumors”, American Journal of Pathology Vol. 156, Nim. 3, Marzo de 2000, paginas 791-795; Rubin Brian et al., "KIT
activation is a ubiquitous feature of gastrointestinal stromal tumors”, Cancer Research, Vol. 61, Nim. 22, 15 de
Noviembre de 2001, paginas 8118-8121; Corless Christopher et al., "PDGFRA Mutations in gastrointestinal stromal
tumors: Frequency Spectrum and in vitro sensitivity to imatinib”, Journal of Clinical Oncology: Official Journal of the
American society of clinical oncology, vol. 23, nim. 23, 10 de Agosto de 2005, paginas 5357-5364.

Las siguientes publicaciones y solicitudes de patente estan relacionadas con el ADN circulante: Shapiro et al.,
"Determination of circulating DNA levels in patients with benign or malignant gastrointestinal disease”, Cancer,
American Cancer Society, vol. 15, Nim. 11, 1 de Enero de 1983, péaginas 2116-2120; Gormally Emmanuelle et al.,
"Circulating free DNA in plasma or serum as biomarker of carcinogenesis: practical aspects and biological
significance”, Mutation Research, vol. 635, Nim. 2-3, Mayo 2007, paginas 105-117; y documento WO 01/42504.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar tales métodos para el diagndstico y el
seguimiento de los GIST.

Compendio de la invencion

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un método in vitro para el diagndstico y/o el seguimiento
en un sujeto un tumor del estroma gastrointestinal como se reivindica en la reivindicacion independiente 1.

En algunas realizaciones, la muestra de ensayo utilizada es una muestra de sangre, preferiblemente una
muestra de plasma.

En realizaciones especificas, el método comprende adicionalmente la comparacién de los resultados
obtenidos en la muestra de ensayo con los obtenidos en una muestra de control.

En realizaciones especificas, el ADN es ADN circulante en plasma.

El método comprende cuantificar la cantidad de ADN mutado presente en la muestra de ensayo; en donde
una cantidad elevada de ADN mutado en la muestra de ensayo es indicativa de progreso del tumor del estroma
gastrointestinal.

Preferiblemente, las una o mas mutaciones estan situadas en una o mas cualesquiera de las regiones
correspondientes a los codones 456-508, 549-599, 642-654, 670-709, 786-823, y 829 del gen marcador cKIT (ndam.
acc. GenBank NM_000222.2) y/o en una 0 mas cualesquiera de las regiones correspondientes a los codones 478,
561-571, 687 y 824-846 y del gen marcador PDGFRA (nim. acc. GenBank NM_006206.4).

En otras realizaciones preferidas, las una 0 mas mutaciones en el gen marcador cKIT (nim. acc. GenBank
NM_000222.2) se seleccionan del grupo que consiste en: una delecién de una o mas cualesquiera de las
secuencias de nucleétidos correspondientes a los codones 550-558, 551-554, 553-558, 554-571, 557-558, 558-559,
y 559-560, 560-578, 574-580, y 578; una delecién de la secuencia de nucleétidos correspondiente a los codones
554-561 combinada con la insercion del nucleétido CTT; una delecion de la secuencia de nucleétidos
correspondiente a los codones 555-572 combinada con una insercién del nucleétido G; una delecién de la secuencia
de nucleétidos correspondiente a los codones 559-560 combinada con la sustitucion de nucleétidos AAG — AGG en
el coddn 558; una duplicacion de una o mas cualesquiera de las secuencias de nucleétidos correspondientes a los
codones 502-503 y 573-591; una insercion de la secuencia de nucleétidos ACCAACACAACTTC
CTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTGG en los codones 573-592; una insercién de la
secuencia de nucledtidos GCAAACAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCC EN EL CODON 585;
una insercion de la secuencia de nucledtidos TCCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCA en el
codoén 586; una insercion de la secuencia de nucleétidos
ACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCT en el codon 589; y una o mas cualesquiera de
las sustituciones de nucledtidos TGG — CGG y TGG — GGG en el codén 557; AAG — CCG, AAG — AACIT, AAG
— ACG, y AAG — AGG en el coddn 558; GTT — GAT, GTT — GCT, GTT — GGT y GTT — GAA/G en el codén
559; GTT — GAT, GTT — GAA/G y GTT — GGT en el codon 560; AAA — GAA en el codén 642; GTG — GCG en el
codon 654; y GAC — GTC y GAC — TTC en el coddn 816.

En otras realizaciones preferidas, las una o0 mas mutaciones en el gen marcador PDGFRA (ndm. acc.
GenBank NM_006206.4) comprenden la sustitucion de nucleétidos CAG — GTC en el codon 842; y la delecion de la
secuencia de nucleétidos correspondiente a los codones 542-546.

En algunas realizaciones, la deteccion y/o el analisis de las una o mas mutaciones se llevan a cabo
mediante un método especifico de alelos, preferiblemente mediante PCR con ligacion.
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En algunas otras realizaciones, el método se lleva a cabo en un formato mdltiplex.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la utilizaciéon de un kit de partes para el diagndstico y/o el
seguimiento de un tumor del estroma gastrointestinal como se reivindica en la reivindicacion independiente 8.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a la utilizacién de una o mas mutaciones, como se
define en la presente memoria, en cualquiera o ambos de los genes marcadores cKIT (nim. acc. GenBank
NM_000222.2) y PDGFRA (nim. acc. GenBank NM_006206.4) como se reivindica en la reivindicacion
independiente 9 en forma de un panel de marcadores moleculares para el diagnostico y/o el seguimiento de un
tumor del estroma gastrointestinal.

Otras realizaciones de la presente invencidn se haran evidentes a partir de la descripcion detallada de aqui
en adelante.

Descripcion de los dibujos
Figura 1: Paciente 1 - Seguimiento de la actividad del tumor GIST.

(A) Se muestran imagenes de resonancia magnética ilustrativas del paciente 1 (76 afos, mujer), que se trata con
sunitinib. Las imagenes fueron tomadas en Marzo de 2009 (izquierda) y Agosto de 2009 (derecha). Las imagenes
demuestran las metastasis progresivas en el higado durante la terapia (indicadas por las flechas). En septiembre de
2009, las metéstasis fueron tratadas por termo-terapia de alta frecuencia (HFTT). En octubre de 2009, se detuvo la
terapia con sunitinib debido a un accidente cerebrovascular en el paciente 1. (B) Las imagenes fueron tomadas en
Noviembre de 2009 (es decir, después de HTFF; izquierda) y Mayo de 2010. Se encontrd que las metastasis en el
higado tenian un tamafio estable, pero después de HFTT se hizo visible una nueva manifestacién de tumor
(segunda flecha; izquierda y derecha).

Figura 2: Paciente 1 - Correlacion de la actividad del tumor GIST con la mutacion de cKIT.

Se detectd una duplicacion de la secuencia de nucleétidos GCCTAT correspondiente a los codones 502-503 del gen
marcador cKIT (localizado en el exén 9, que codificaba los aminoacidos AY) en el ADN de plasma de paciente 1. Se
muestra un analisis de la cantidad del ADN de cKIT mutado (expresada como la razén especifica del alelo de ADN
de cKIT mutado/de tipo salvaje) durante la terapia con sunitinib. El aumento en los niveles de ADN de cKIT mutado
en 2009 es paralelo al progreso de las metastasis en el higado. Después de HFTT, el nuevo aumento de los niveles
de ADN de cKIT mutado acompafia a la nueva manifestacion del tumor.

Figura 3: Paciente 2 - Seguimiento de la actividad del tumor GIST.

(A) Se muestran imagenes de tomografia computarizada ilustrativas del paciente 2 (49 afios, mujer). Las imagenes
fueron tomadas en Mayo de 2009 (izquierda; inmediatamente antes de la terapia con imatinib) y Agosto de 2009
(derecha, dos meses después del inicio de la terapia). Las imagenes muestran una rapida respuesta a la terapia, y
hay una disminucion significativa en el tamafio, la densidad y el aumento de contraste de las metastasis del higado
(indicado por las flechas). (B) En Enero de 2010 (izquierda), y Enero de 2011 (derecha), se hizo visible una sucesiva
reduccion de tamafio mayor.

Figura 4: Paciente 2 - Correlacién de la actividad del tumor GIST con la mutacién de cKIT.

En el ADN de plasma del paciente 2, se detecté una delecion de la secuencia de nucleétidos
AAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAG correspondiente a los codones 550-558 del gen marcador cKIT
(localizado en el ex6n 11). Se muestra un andlisis de la cantidad del ADN de cKIT mutado (expresada como racion
especifica de alelo de ADN de cKIT mutado/de tipo salvaje) durante la terapia con imatinib. Notablemente, solo dos
semanas después del inicio de la terapia con imatinib no se pudo detectar ADN de cKIT mutado en la muestra de
plasma. Por lo tanto, existe una excelente correlacion entre la respuesta a la terapia, la morfologia del tumor, y la
presencia de un ADN de cKIT mutado especifico de tumor

FIGURA 5: Paciente 3 - Seguimiento de actividad del tumor GIST.

Se muestran imagenes de tomografia por emisidon de positrones con 2-desoxi-2-(18F)fluoro-D-qucosa-tomograﬁa
computarizada (parte superior, izquierda y derecha) y tomografia computarizada (parte inferior, izquierda y derecha)
ilustrativas del paciente 3 (65 afios, varén) que tenia un GIST con metastasis estables en el higado y un progreso
lento de metastasis mesentéricas. Las imagenes fueron tomadas en Enero de 2008 (izquierda, parte superior),
Marzo de 2008 (derecha, parte superior), Abril de 2008 (izquierda, parte inferior), y Julio de 2008 (derecha, parte
inferior). El Paciente 3 fue tratado originalmente con imatinib pero desarroll6 resistencia. Durante la terapia posterior
con diversos compuestos se observé un lento progreso de las metastasis mesentéricas (indicadas por las flechas).

Figura 6: Paciente 3 - Correlacién de la actividad del tumor GIST con la mutacién de cKIT.

En el ADN en plasma del paciente 3, se detectd una sustitucion de nucleétidos GTT — GAT en el codon 559
(localizado en el exdn 11, que codificaba el cambio aminoacido V — D). En el contexto de la resistencia a imatinib se
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pudo encontrar una mutacion secundaria: una sustitucion de nucleétidos GTG — GCG en el codén 654 (localizado
en el exdén 13; que codificaba el cambio de aminoacido V — A). Se muestra un andlisis de la cantidad de ADN de
cKIT V559D mutado (color azul; expresado como razén especifica de alelo de ADN de cKIT mutado/de tipo salvaje)
y de la cantidad de ADN de cKIT V654A mutado (color rojo; expresado como razén especifica de alelo de ADN de
cKIT mutado/de tipo salvaje) durante la terapia. El ADN de cKIT mutado V559D especifico del tumor se identificé en
tres muestras, mientras se identific6 ADN de cKIT V654A mutado especifico de tumor en una muestra.

Figura 7: Paciente 4 - Seguimiento de la actividad del tumor GIST

(A) Se muestran imagenes de tomografia computarizada ilustrativas del paciente 4 (51 afios, mujer). Las imagenes
se tomaron en Marzo de 2009 (izquierda) y Septiembre de 2009 (derecha). Las imagenes demuestran una recaida
con metastasis del higado en Septiembre de 2009 (derecha; indicado por la flecha). El paciente 4 de partida se traté
con imatinib comenzando en Septiembre de 2009. (B) Las imagenes se tomaron en Diciembre de 2009 (izquierda) y
Agosto de 2010 (derecha). Las metastasis en el higado presentaron una reduccién del tamafio sucesiva de
aproximadamente 90% (flechas; izquierda y derecha).

Figura 8: Paciente 4 - Correlacion de la actividad del tumor GIST con mutacién de cKIT

Se detectdé una delecion/insercion de la secuencia de nucledtidos DelCAGTGGAAGGTTGTTGAGGA
GATAAATGGAAACAATTATGTTTAKTAGACINnsG correspondiente a los codones K550-K558 del gen marcador cKIT
(localizado en el exén 11) en el ADN en plasma del paciente 4. Se muestra una analisis de la cantidad de ADN de
cKIT mutado expresado como razon especifica de alelo de ADN de cKIT mutado/de tipo salvaje) durante la terapia
con imatinib. La deteccién de ADN de cKIT mutante en Septiembre de 2009 es paralela a la emergencia de
metastasis en el higado. En las muestras de plasma obtenidas 6,5 meses antes de la recaida y durante el
tratamiento con imatinib con respuesta, no fue detectable ADN de cKIT mutado.

Figura 9: Secuencia del gen cKIT
Figura 10: Secuencia del gen PDGFRA
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa en el hallazgo inesperado de que la deteccién y el analisis cuantitativo de
una o mas mutaciones especificas del tumor a nivel del ADN de los genes marcadores cKIT y PDGFRA representan
un enfoque fiable y eficaz para el diagnéstico y/o el seguimiento de tumores del estroma gastrointestinal. La
presencia/ausencia y la cantidad de dichas mutaciones se correlacionan con los datos morfolégicos determinados
por métodos de diagnostico médico por imagen. Por lo tanto, estas mutaciones pueden representar una medida
adecuada para la actividad GIST y por lo tanto permitir la estadificaciéon rapida y precisa de los GIST, asi como el
seguimiento del progreso del tumor y la capacidad de respuesta a una terapia en concreta. Ademas, puesto que el
diagnostico se realiza en ADN circulante (es decir, libre de células), p. €j., presente en las muestras de plasma, el
enfoque de la presente invencion es también simple, no requiere equipos sofisticados, y es rentable.

La presente invencién descrita de forma ilustrativa a continuacién se puede poner en practica
adecuadamente en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacion o limitaciones, no descritos
especificamente en la presente memoria.

Cuando se utilice el término "que comprende" en la presente descripcion y en las reivindicaciones, éste no
excluye otros elementos o etapas. Para los fines de la presente invencion, se considera que el término "que consiste
en" es una realizacion preferida de la expresion "que comprende". Si en lo sucesivo se define un grupo por
comprender al menos un cierto nimero de realizaciones, también se debe entender que describe un grupo, que
consiste preferiblemente solo en estas realizaciones.

Cuando se utiliza un articulo indefinido o definido para referirse a un sustantivo en singular, por ejemplo,
"un”, "uno, "una" o "el", 0 "la", esto incluye el plural de ese sustantivo a menos que se especifique lo contrario.

En el caso en el que los valores numéricos se indiquen en el contexto de la presente invencion, el experto
en la materia entendera que el efecto técnico de la caracteristica en cuestion esta asegurado dentro de un intervalo
de exactitud, que incluye tipicamente una desviacién del valor numérico dado de + 10% , y preferiblemente de + 5%.

Ademas, los términos primero, segundo, tercero, (a), (b), (c), y similares, en la descripcion y en las
reivindicaciones, se utilizan para distinguir entre elementos similares y no necesariamente para describir un orden
sucesivo o cronolégico. Se debe entender que los términos utilizados de ese modo son intercambiables bajo
circunstancias apropiadas y que las realizaciones de la invencion descritas en la presente memoria son susceptibles
de funcionar en otras secuencias distintas de las descritas o ilustradas en la presente memoria.

Otras definiciones de términos se proporcionaran a continuacion en el contexto en el que se utilizan los
términos. Los siguientes términos o definiciones se proporcionan Unicamente para ayudar a la comprension de la
invencion. No se debe interpretar que estas definiciones tienen un alcance menor que el comprendido por un experto
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normal en la técnica.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método in vitro para el diagnostico y/o el
seguimiento en un sujeto de un tumor del estroma gastrointestinal como se reivindica en la reivindicacion 1.

El término "tumor", segun se utiliza en la presente memoria, indica generalmente cualquier tipo de
neoplasma maligno, es decir, cualquier alteracion morfolégica y/o fisiolégica (basada en la re-programacion
genética) de células diana que presentan o que tienen una predisposicion para desarrollar las caracteristicas de un
tumor en comparacion con las células de control de tipo salvaje no afectadas (sanos). Los ejemplos de tales
alteraciones pueden relacionarse, entre otras, con el tamafio y la forma (ampliacion o reduccion) de la célula, la
proliferacién celular (aumento del nimero de células), la diferenciacion celular (cambio en el estado fisiolégico), la
apoptosis (muerte celular programada) o la supervivencia celular.

El término "que tiene una predisposicion para desarrollar un tumor”, segin se utliza en la presente
memoria, indica cualquier fenotipo celular que sea indicativo de un estado pre-canceroso, es decir, un estado
intermedio en la transformacién de una célula normal en una célula tumoral. En otras palabras, el término indica un
estado de riesgo de desarrollar un tumor.

El término "tumor del estromal gastrointestinal" (también referido como "GIST"), seglin se utiliza en la
presente memoria, denota cualquier tipo de tumores mesenquimales del tracto gastrointestinal (es decir, estbmago,
intestino delgado, y eso6fago). Los GIST representan aproximadamente 1-3% de todas las neoplasias
gastrointestinales. Los GIST constituyen tumores no epiteliales del tejido conectivo (es decir, sarcomas).

En la presente invencion, se pretende que los términos "diagndstico" y "seguimiento" incluyan las
predicciones y los analisis de la probabilidad (basados tanto en las mediciones cualitativas como cuantitativas). Se
pretende que el presente método sea utilizado clinicamente en la toma de decisiones relativas a las modalidades de
tratamiento, incluyendo la intervencion terapéutica, la estadificacion de la enfermedad, y el seguimiento y la
vigilancia de la enfermedad. De acuerdo con la presente invencién, se puede proporcionar un resultado intermedio
para el examen de la afeccion de un sujeto. Tal resultado intermedio se puede combinar con informacién adicional
para ayudar a un médico, enfermera u otro profesional a diagnosticar que un sujeto sufre de la enfermedad.
Alternativamente, la presente invencion se puede utilizar para detectar células cancerosas en una muestra obtenida
de un sujeto, y proporcionar al doctor una informacion util para diagnosticar que el sujeto sufre de la enfermedad.

Tipicamente, el método de la presente invencidn se lleva a cabo como un método in vitro.

Un sujeto que va a ser sometido diagnostico y/o seguimiento mediante el presente método es un mamifero
tal como un ratén, rata, hamster, conejo, gato, perro, cerdo, vaca, caballo o mono. Preferiblemente, el sujeto que se
va a diagnosticar es un ser humano.

Las muestras de ensayo que se van a emplear en la presente invencion derivan (es decir, se recogen) del
sujeto que va a ser sometido diagnostico y/o seguimiento para determinar la presencia de un GIST. Las muestras de
ensayo pueden incluir los tejidos corporales (p. €j., biopsias o resecciones) y fluidos, tales como sangre, esputo,
liquido cefalorraquideo y orina. Ademas, las muestras de ensayo pueden contener una sola célula, una poblaciéon de
células (es decir, dos 0 mas células) o un extracto celular derivado de un tejido corporal. Las muestras de ensayo
utilizadas en el método de la presente invencién deben ser recogidas generalmente de una manera clinicamente
aceptable, preferiblemente de una manera en la que los acidos nucleicos o proteinas se conserven. Las muestras de
ensayo se pueden utilizar en forma no purificada o se pueden someter a etapas de enriquecimiento o purificacion
cualesquiera antes de su utilizacién, por ejemplo con el fin de aislar el ADN o la fraccién de proteina comprendidos
en una muestra dada. El experto es muy consciente de estos diversos métodos de purificacion (véase, p. €.,
Sambrook, J., y Russel, D.W. (2001), Molecular cloning: A laboratory manual (3% Ed.) Cold Spring Harbor, Nueva
York, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (2001) Current Protocols in Molecular Biology, Wiley
& Sons, Hoboken, Nueva Jersey, USA).

En realizaciones especificas, la muestra de ensayo es una muestra de sangre, tal como sangre completa,
plasma y suero. El término "sangre completa”, segin se utiliza en la presente memoria, se refiere a la sangre con
todos sus componentes (es decir, tanto células de sangre como plasma). El término "plasma", segun se utiliza en la
presente memoria, denota medio liquido de la sangre. El término "suero”, segun se utiliza en la presente memoria,
se refiere a plasma del que se han eliminado las proteinas de coagulacion. En realizaciones preferidas, la muestra
de ensayo empleada es una muestra de plasma.

El método de la presente invencion comprende la deteccién y el andlisis de una 0 mas mutaciones en uno
cualquiera 0 ambos de los genes marcadores cKIT y PDGFR. El gen cKIT codifica el receptor del factor de células
madre (también conocido como receptor del factor de crecimiento de mastocitos o CD117), que tiene actividad
tirosina quinasa. El gen de PDGFRA codifica el receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(también referido como PDGFR2 o CD140A), que también presenta actividad tirosina quinasa.

Los dos genes marcadores referidos en la presente memoria representan tipicamente secuencias humanas
conocidas en la técnica. Las respectivas secuencias de acidos nucleicos (que codifican los correspondientes ARNm)
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estan depositadas en GenBank, la base de datos de secuencias genéticas de NCBI/NIH (comunicaciéon 177.0 15 de
Abril de 2010; http://www.ncbi.nim.nih.gov/GenBank/; véase también Benson, D. A. et al. (2008) Nucl. Acids Res. 36,
D25-D30), Que tiene los siguientes nimeros de acceso (también referidos en la presente memoria) "nim. acc.":

cKIT (NUm. acc. Genbank NM_000222.2) (SEQ ID NO: 1)
PDGFRA (Num. acc. Genbank NM_006206.4) (SEQ ID NO: 2)

Los genes o loci también pueden ser designados por sinénimos, que son conocidos por los expertos en la
técnica y pueden derivar, por ejemplo, de las entradas de bases de datos mencionadas anteriormente. Estos
sindnimos también estan abarcados por las realizaciones de la presente invencion.

El término "detectar" (o "deteccién"), segun se utiliza en la presente memoria, puede ser interpretado en el
sentido de "identificar" al menos una mutacién presente en cualquiera de los genes marcadores, y opcionalmente
también en el sentido de "seleccionar" cualquiera o mas de las mutaciones identificadas para una consideracion
adicional. La seleccion variar, por ejemplo, en funcion de las modalidades de tratamiento, incluyendo la intervencién
terapéutica, los criterios de diagndstico, tales como los estadios de la enfermedad, y el seguimiento y la vigilancia de
la enfermedad en el sujeto que se va a tratar. Se interpreta que el término "analizar" (o "analisis"), segun se utiliza en
la presente memoria también incluye una caracterizacion cuantitativa de al menos una mutacién presente en
cualquiera de los genes marcadores (por ejemplo, determinacion de la cantidad de ADN mutado y/o del nivel de
expresion del ADN mutado en una muestra de ensayo dada).

El término "mutacion”, segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a cualquier tipo de alteracion de
acidos nucleicos conocida en la técnica, que incluye, entre otros, una adicion terminal de uno o mas nucleétidos, una
insercién (interna) de uno o mas nucledtidos (que incluye la duplicacion de uno o mas nucleétidos), una delecion (es
decir, eliminacién) de uno o mas nucledétidos, y una sustitucion (es decir, un cambio) de uno o mas nucleotidos o
combinaciones de los mismos. Las mutaciones pueden representar mutaciones conservativas (es decir, mutaciones
de nucleétidos que no dan como resultado ninglin cambio de los residuos de aminoacidos codificados) o mutaciones
no conservativas (es decir, mutaciones de nucleétidos que dan como resultado cambios de los residuos de
aminoacidos codificados). En la presente invencidn, el término se refiere a alteraciones de acidos nucleicos que son
(cuando se consideran individualmente o combinadas) indicativas de un tumor del estroma gastrointestinal en el
sujeto que va a ser diagnosticado.

El término "uno o mas", segin se utiliza en la presente memoria, indica que el método de la presente
invencion puede incluir la identificacion de una Gnica mutacion presente en cualquiera de los dos genes marcadores
o la deteccion de al menos dos mutaciones. Las al menos dos mutaciones (i) pueden estar todas presentes en el
gen cKIT o (ii) pueden estar todas presentes en el gen de PDGFRA o (iii) al menos una mutacion esta presente en el
gen cKIT y al menos una mutacion esta presente en el gen de PDGFRA.

Las una 0 mas mutaciones se detectan y se analizan a nivel del ADN, es decir, mediante el analisis de la
secuencia de &cido nucleico de cualquiera o de ambos genes marcadores para determinar la presencia de
mutaciones. Sin embargo, en algunas realizaciones, la presencia de las una 0 mas mutaciones puede también ser
detectada adicionalmente, asi como cuantificada mediante la determinacion del nivel de expresion génica a nivel de
ARNm y/o a nivel de proteina (por ejemplo, si la presencia de una mutacién da como resultado una regulacion al
alza (ganancia de funcién) o una regulacion a la baja (pérdida de funcién) del nivel de la expresion génica), o
midiendo la actividad funcional de la proteina codificada. El experto en la técnica es muy consciente de numerosos
métodos para realizar este tipo de analisis (véanse, p. €j., Sambrook, J., y Russel, D. W. (2001), supra; Ausubel, F.
M. et al. (2001) supra). Por ejemplo, a nivel del ADN, se pueden emplear un enfoque de secuenciacion directa o
diversas técnicas de PCR establecidas (p. €j., PCR con ligacion). A nivel de ARNm, los métodos adecuados
incluyen, p. ej., analisis de transferencia Northern o RT-PCR. Por ultimo, el nivel de proteina se puede determinar, p.
ej., mediante métodos inmunoquimicos que implican la utilizacién de anticuerpos especificos, mientras que la
actividad de la proteina se puede medir por medio de analisis enzimaticos.

En algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente la comparacion de los resultados obtenidos
en la muestra de ensayo con los obtenidos en una muestra de control. El término "muestra de control”, segun se
utiliza en la presente memoria, se refiere a una muestra derivada del sujeto que va a ser diagnosticado que como
minimo no se sospecha que presentan actividad GIST ni desarrolla tal afeccién. Por lo tanto, el término también
incluye muestras de ADN de tipo salvaje (es decir, ADN que no porta mutaciones en los genes marcadores cKIT y/o
de PDGFRA). En la presente invencion, el término "muestra de control" también se refiere a los valores de referencia
(control) derivados de bases de datos o publicados en la bibliografia cientifica.

El método de la invencion comprende cuantificar la cantidad de ADN mutado presente en la muestra de
ensayo, en donde una cantidad elevada de ADN mutado en la muestra de ensayo en comparacién con la muestra
de control es indicativa del progreso del tumor del estroma gastrointestinal.

Tal cuantificacion de la cantidad (concentracion) de ADN mutado (y/o su ARNm correspondiente) puede
realizarse por medio de diferentes métodos bien establecidos en la técnica tales como mecanismos de amplificacién
por PCR (véase, p. €j., Sambrook, J., y Russel, D. W. (2001), supra; Ausubel, F.M. et al. (2001) supra).
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Se considera que la cantidad de ADN (y/o la cantidad de su correspondiente ARNm) en la muestra de
ensayo es "elevada" cuando aumenta en comparacion con la muestra de control, por ejemplo, 5%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% o mas del 100% en comparacion con un nivel de control. Segun se utiliza
en la presente memoria, tal cantidad elevada (es decir, incrementada) se considera indicativa del progreso del tumor
(es decir, desarrollo del tumores en curso). Por el contrario, una cantidad reducida (es decir, disminuida) de ADN
mutado (y/o la cantidad de su correspondiente ARNm) en la muestra de ensayo (en comparacion con la muestra de
control) se considera indicativa de la regresion del tumor. Una cantidad de ADN mutado (y/o la cantidad de su
correspondiente ARNm) en la muestra de ensayo que es aproximadamente la misma que en la muestra control) se
considera indicativa de un estancamiento/interrupcion del progreso del tumor.

El ADN utilizado para la deteccién y/o analisis de las una o mas mutaciones es ADN circulante (denominado
también en la presente memoria "ADN libre de células"), preferiblemente ADN circulante en plasma.

La una o mas mutaciones en uno cualquiera o ambos de los genes marcadores también pueden ser
detectadas y analizadas en una o mas cualesquiera de otras fracciones o moléculas de ADN presentes en la
muestra de ensayo analizada, es decir, p. €j., en ADN celular (es decir, ADN genémico incluyendo fracciones de
ADN nuclear y no nuclear).

En realizaciones preferidas, las una o0 mas mutaciones se encuentran en una o mas cualesquiera de las
regiones correspondientes a los codones 456-508 (localizado en el exdn 9; que codifica los aminoacidos P456-
F508), 549-599 (localizado en el exdn 11; que codifica los aminoacidos Q549-R599), 642-654 (localizado en el exdn
13; que codifica K642-V654), 670-709 (localizado en el exdn 14, que codifica T670-S709), 786-823 (localizado en el
exon 17; que codifica K786-Y823), y 829 (localizado en el exdén 18; que codifica el aminoacido A829) del gen
marcador cKIT (nim. acc. GenBank NM_000222.2) y/o en una 0 mas cualesquiera de las regiones correspondientes
a los codones 478 (localizado en el exdn 10; que codifica aminoacidos S478), 561-571 (localizado en el exén 12;
gue codifica los aminoacidos V561-E571), 687 (localizado en el ex6n 14, que codifica el aminoacido H687) y 824-
846 (localizado en el exdn 18, que codifica los aminoacidos V824-D846) en el gen marcador PDGFRA (num. acc.
GenBank NM_006206.4). Todos los residuos de aminoacido anteriores se proporcionan en el codigo de una sola
letra. En la presente invenciédn, cualquiera de las regiones indicadas anteriormente puede incluir una sola mutacién o
una combinacion de al menos dos mutaciones. Las regiones de acido nucleico indicadas anteriormente se refieren a
los respectivos genes marcadores humanos. Sin embargo, en caso de que el método de la presente invencion se
realice utilizando muestras de ensayo que no son de origen humano el experto en la técnica es bien consciente de
los métodos para llevar a cabo comparaciones de secuencias de acidos nucleicos con el fin de determinar las
correspondientes regiones de acidos nucleicos en los genes marcadores no humanos. El término "uno cualquiera o
mas", segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a uno cualquiera, cualquier subgrupo de de dos o mas
cualesquiera (es decir, dos cualesquiera, tres cualesquiera, cuatro cualesquiera, cinco cualesquiera, seis
cualesquiera, siete cualesquiera, ocho cualesquiera, nueve cualesquiera, diez cualesquiera, y asi sucesivamente) o
la totalidad de las regiones mencionadas anteriormente.

En realizaciones particularmente preferidas, las una o0 mas mutaciones en el gen marcador cKIT (Nim. acc.
Genbank NM_000222.2) se selecciona entre una o mas cualesquiera del grupo que consiste en:

e una delecién de la secuencia de nucledtidos AAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAG correspondiente a
los codones 550-558 (que codifica los aminoacidos K550-K558);

e una delecién de la secuencia de nucledtidos CCCATGTATGAA correspondiente a los codones 551-554
(que codifica los aminoacidos P551-E554);

e una delecion de la secuencia de nucleétidos TATGAAGTACAGTGGAAG correspondiente a los codones
553-558 (que codifica los aminoacidos Y553-K558);

e una delecion de la secuencia de nucledtidos GAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATA
AATGGAAACAATTATGTTTACATA correspondiente a los codones 554-571 (que codifica los aminoacidos
E554-1571);

e una delecion de la secuencia de nucleétidos TGGAAG correspondiente a los codones 557-558 (que
codifica los aminoacidos W557-K558);

e una delecion de la secuencia de nucledtidos AAGGTT correspondiente a los codones 558-559 (que
codifican los aminoéacidos K558-V559);

e unadelecion de la secuencia de nucleétidos GTTGTT correspondiente a los codones 559-560 (que codifica
los aminoacidos V559-V560);

e una delecién de la secuencia de nucleétidos GTTGTT correspondiente a los codones 559-560 (que codifica
los aminoacidos V559-V560) combinada con la sustitucion de nucleétidos AAG — AGG en el codon 558
(que codifica los aminoacidos K — R);
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una duplicacion de la secuencia de nucleétidos GCCTAT correspondiente a los codones 502-503 (que
codifica los aminoacidos A502-Y503);

una duplicacion de la secuencia de nucleétidos ACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAA
TGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTT correspondiente a los codones 573-591 (que codifica los
aminoacidos T573-V591);

una insercion de la secuencia de nucledtidos ACCAACACAACTTCCTTATGATCACAAAT
GGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTGG en los codones 573 a 592 (que codifica los aminoacidos
P573-G592);

una insercibn de la secuencia de nucledtidos TCCCAACACAACTTCCTTATGATCACAA
ATGGGAGTTTCCCA en el codén 586;

la sustitucion de nucleétidos TGG — CGG en el codén 557 (que codifica los aminoacidos W — R);
la sustitucion de nucleétidos TGG — GGG en el codén 557 (que codifica los aminoacidos W — G);
la sustitucion de nucleétidos AAG — CCG en el codon 558 (que codifica los aminoacidos K — P);
la sustitucion de nucleétidos AAG — AAC/T en el coddn 558 (que codifica los aminoacidos K — N);
la sustitucion de nucledtidos AAG — ACG en el codon 558 (que codifica los aminoéacidos K — T);
la sustitucion de nucleétidos AAG — AGG en el codon 558 (que codifica los aminoacidos K — R);
la sustitucion de nucleétidos GTT — GAT en el codén 559 (que codifica los aminoacidos V — D);
la sustitucion de nucleétidos GTT — GCT en el codon 559 (que codifica los aminoacidos V — A);
la sustitucion de nucleétidos GTT — GGT en el codon 559 (que codifica los aminoacidos V — G);
la sustitucion de nucleétidos GTT — GAA/G en el codon 559 (que codifica los aminoéacidos V — E);
la sustitucion de nucleétidos GTT — GAT en el codén 560 (que codifica los aminoacidos V — D);
la sustitucion de nucleétidos GTT — GAA/G en el coddn 560 (que codifica los aminoacidos V — E);
la sustitucion de nucleétidos GTT — GGT en el coddn 560 (que codifica los aminoacidos V — G);
la sustitucion de nucledtidos AAA — GAA en el codon 642 (que codifica los aminoacidos K — E);
la sustitucion de nucleétidos GTG — GCG en el codén 654 (que codifica los aminoacidos V — A);
la sustitucion de nucleétidos GAC — GTC en el codén 816 (que codifica los aminoacidos D — V); y
la sustitucion de nucleétidos GAC — TTC en el codén 816 (que codifica los aminoacidos D — F);

En otras realizaciones particularmente preferidas, las una o mas mutaciones en el gen marcador cKIT

(NUm. acc. Genbank NM_000222.2) se seleccionan entre una o mas cualesquiera del grupo que consiste en:

una delecion de la secuencia de nucle6tidos AAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAG correspondiente a
los codones 550 hasta 558 (que codifica los aminoacidos K550-K558);

una delecién de la secuencia de nucledtidos CCCATGTATGAA correspondiente a los codones 551-554
(que codifica los aminoacidos P551-E554);

una delecion de la secuencia de nucledtidos GTATGAAGTACAGTGGAAGGT correspondiente a los
codones 552-559 (que codifica los aminoacidos P552-E559);

una delecion de la secuencia de nucleétidos TGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAG
ATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGA correspondiente a los codones 553-572 (que codifica los
aminoacidos Y553-D572);

una delecion de la secuencia de nucle6tidos TATGAAGTACAGTGGAAG correspondiente a los codones
553-558 (que codifica los aminoacidos Y553-K558);

una delecion de la secuencia de nucleétidos GAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATA
AATGGAAACAATTATGTTTACATA correspondiente a los codones 554-571 (que codifica los aminoacidos
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E554-1571);

una delecién de la secuencia de nucledtidos TGGAAG correspondiente a los codones 557-558 (que
codifica los aminoacidos W557-K558);

una delecion de la secuencia de nucleétidos AAGGTT correspondiente a los codones 558-559 (que codifica
los aminoéacidos K558-V559);

una delecion de la secuencia de nucledtidos GTTGTT correspondiente a los codones 559 a 560 (que
codifica los aminoéacidos V559-V560);

una delecién de la secuencia de nucleétidos TGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGA correspondiente a los
codones 554-561 (que codifica los aminoacidos E554-E561) combinada con la insercién de nucleétidos
CTT,;

una delecion de la secuencia de nucledtidos ACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATAAATG
GAAACAATTATGTTTACATAGAC correspondiente a los codones 555-572 (que codifica los aminoacidos
V555-D572) combinada con la insercién de nucleétidos G;

una delecion de la secuencia de nucledtidos GTTGTT correspondiente a los codones 559 a 560 (que
codifica los aminoacidos V559-V560) combinada con la sustitucién de nucleétidos AAG — AGG en el coddn
558 (que codifica los aminoacidos K — R);

una delecibn de la secuencia de nucleétidos GTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTT
ACATAGACCCAACACAACTTCCTTAT correspondiente a los codones 560-578 (que codifica los
aminoacidos V560-Y578);

una delecion de la secuencia de nucleétidos ACACAACTTCCTTATGATCAC correspondiente a los codones
574-580 (que codifica los aminoacidos T574-H580);

una delecion de la secuencia de nucleétidos GAT correspondiente al codon 578 (que codifica el aminoacido
D578);

una duplicaciéon de la secuencia de nucledtidos GCCTAT correspondiente a los codones 502-503 (que
codifica los aminoacidos A502-Y503);

una duplicacion de la secuencia de nucledtidos ACCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAA
TGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTT correspondiente a los codones 573-591 (que codifica los
aminoacidos T573-V591);

una insercion de la secuencia de nucleétidos ACCAACACAACTTCCTTATGATCACAAAT
GGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTGG en los codones 573-592 (que codifica los aminoacidos
P573-G592);

una insercibn de la secuencia de nucledtidos GCAAACAACACAACTTCCTTATGATCACAA
ATGGGAGTTTCC en el coddn 585;

una insercibn de la secuencia de nucleétidos TCCCAACACAACTTCCTTATGATCACAA
ATGGGAGTTTCCCA en el codén 586;

una insercibn de la secuencia de nucledtidos ACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAG
TTTCCCAGAAACAGGCT en el codén 589;

la sustitucion de nucleétidos TGG — CGG en el codén 557 (que codifica los aminoacidos W — R);
la sustitucion de nucleétidos TGG — GGG en el codén 557 (que codifica los aminoacidos W — G);
la sustitucion de nucleétidos AAG — CCG en el codon 558 (que codifica los aminoacidos K — P);
la sustitucion de nucleétidos AAG — AAC/T en el coddn 558 (que codifica los aminoacidos K — N);
la sustitucion de nucleétidos AAG — ACG en el codon 558 (que codifica los aminoacidos K — t);

la sustitucion de nucleé6tidos AAG — AGG en el codon 558 (que codifica los aminoacidos K — R);
la sustitucion de nucleétidos GTT — GAT en el codon 559 (que codifica los aminoacidos V — D);

la sustitucion de nucleétidos GTT — GCT en el codon 559 (que codifica los aminoacidos V — A);
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e la sustitucién de nucleétidos GTT — GGT en el coddn 559 (que codifica los aminoacidos V — G);
e la sustitucion de nucleétidos GTT — GAA/G en el coddn 559 (que codifica los aminoacidos V — E);
e la sustitucion de nucleétidos GTT — GAT en el coddn 560 (que codifica los aminoacidos V — D);
e la sustitucién de nucleétidos GTT — GAA/G en el codén 560 (que codifica los aminoacidos V — E);
e la sustitucion de nucleétidos GTT — GGT en el codén 560 (que codifica los aminoacidos V — G);
e la sustitucion de nucleétidos AAA — GAA en el codon 642 (que codifica los aminoacidos K — E);
* la sustitucién de nucleétidos GTG — GCG en el codén 654 (que codifica los aminoacidos V — A);
e la sustitucion de nucleétidos GAC — GTC en el codén 816 (que codifica los aminoacidos D — V); y
e la sustitucién de nucleétidos GAC — TTC en el codén 816 (que codifica los aminoacidos D — F);

En realizaciones mas particularmente preferidas, las una 0 mas mutaciones en el gen marcador PDGFRA
(NUm. acc. Genbank NM_006206.4) comprenden la sustitucion de nucleétidos GAC — GTC en el codén 842 (que
codifica los aminoacidos D — V).

En otras realizaciones adicionales particularmente preferidas, las una o mas mutaciones en el gen
marcador PDGFRA (Num. acc. Genbank NM_006206.4) se seleccionan entre una o mas cualesquiera del grupo que
consiste en: la sustitucion de nucledtidos GAC — GTC en el coddn 842 (que codifica los aminoacidos D — V); y una
delecion de la secuencia de nucledtidos correspondiente a los codones 542-546 (CATCATGCATGA).

Todas estas mutaciones concretas de los genes marcadores cKIT y PDGFRA mencionadas anteriormente
son bien conocidas en la técnica y se publican entre otros en: Hirota, S. et al. (1998) Science 279, 577-580; Rubin,
B. P. et al. (2001) Cancer Res. 61, 8118-8121; Hirota, S. et al. (2003) Gastroenterology 125, 660-667; Corless, C. L.
et al. (2005) J. Clin. Oncol. 23, 5357-5364; y Corless, C. L. y Heinrich, M. C. (2008), supra.

Una vez mas, las regiones de acido nucleico indicadas anteriormente se refieren a los respectivos genes
marcadores humanos. Sin embargo, en caso de que el método de la presente invencion se realice utilizando
muestras de ensayo de origen no humano los expertos en la técnica son bien conscientes de los métodos para llevar
a cabo las comparaciones de secuencias de acidos nucleicos con el fin de determinar las regiones de éacidos
nucleicos correspondientes en los genes marcadores no humanos. Los términos "uno o mas" o "uno cualquiera o
mas", segln se utiliza en la presente memoria, se refieren a una cualquiera, cualquier subgrupo de dos o mas
cualesquiera (es decir, dos cualesquiera, tres cualesquiera, cuatro cualesquiera, cinco cualesquiera, seis
cualesquiera, siete cualesquiera , ocho cualesquiera, nueve cualesquiera, diez cualesquiera, y asi sucesivamente) o
la totalidad de las mutaciones concretas referidas anteriormente.

En otras realizaciones especificas, la deteccién y el analisis cuantitativo de las una o mas mutaciones se
llevan a cabo mediante un método especifico de alelo (es decir, comparando directamente fracciones de ADN o
muestras mutadas y de tipo salvaje), preferiblemente mediante mecanismos de PCR especificos de alelo, tales
como, por ejemplo, PCR con ligacion (véase la descripcion detallada en la seccién experimental a continuacion).

Tales mecanismos de PCR especificos de alelo son conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo,
Sambrook, J., y Russel, D. W. (2001), supra; Ausubel, F. M. et al. (2001) supra).

En algunas otras realizaciones, el método se realiza en un formato multiplex. El término "formato multiplex”,
segun se utiliza en la presente memoria, se refiere al andlisis de deteccion en paralelo de dos o0 mas mutaciones
presentes en la misma muestra de prueba dentro de un solo ensayo (por ejemplo, en funcién del método de
deteccion empleado mediante la utilizacion de recipientes de reaccion separados para cada una de las mutaciones
en cuestion) asi como dos analisis en paralelo de dos 0 mas muestras de prueba en paralelo (en donde las una o
mas mutaciones analizadas en las dos 0 mas muestras de prueba pueden ser iguales o diferentes). El término
también incluye analisis de alto rendimiento, por ejemplo mediante el empleo de la tecnologia de micromatrices.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere la utilizacién de un kit de partes para el diagndstico y/o
seguimiento de un tumor del estroma gastrointestinal como se reivindica en la reivindicacion independiente 8.

Los métodos para detectar y determinar la cantidad de una o0 mas mutaciones (a nivel de ADN) en los dos
genes marcadores empleados pueden incluir entre otros uno o mas oligonucleétidos de ADN especificos que se van
a emplear como cebadores de PCR o moléculas sonda para amplificar cualquier regién concreta de los respectivos
genes marcadores que portan tales mutaciones especificas del tumor o para llevar a cabo andlisis de secuencia. El
kit de partes de acuerdo con la invencién puede comprender adicionalmente reactivos para llevar a cabo dichos
andlisis tales como enzimas (p. ej.,, ADN polimerasas), asi como para el aislamiento y/o la purificacion de una
muestra de prueba (y una muestra de control) que se va a analizar (p. €j., reactivos para la purificaciéon de ADN).
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Los diversos componentes del kit se pueden envasar en uno 0 mas recipientes tales como uno o mas
viales. Por ejemplo, cada componente comprendido en el kit se puede envasar en un recipiente separado.

Los componentes del kit se pueden proporcionar en forma liofilizada o seca o disueltos en un tampon
adecuado tal como solucion salina tamponada con fosfato o tampon de Tris/EDTA (TE). El kit también puede
comprender reactivos adicionales, incluyendo entre otros conservantes, tampones para el almacenamiento y/o la
reconstitucion de los componentes anteriormente referidos, soluciones de lavado, y similares. Estos reactivos se
pueden proporcionar combinados con uno 0 mas de los componentes indicados anteriormente, es decir, en el mismo
recipiente (p. €j., un oligonucledtido de ADN disuelto en un tampoén apropiado). Alternativamente, al menos algunos
de estos reactivos adicionales se pueden proporcionar en recipientes separados.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la utilizacion de una o mas mutaciones, como se han
definido anteriormente en la presente memoria, en uno cualquiera o ambos de los genes marcadores cKIT (NUm.
acc. Genbank NM_000222.2) y PDGFRA (Num. acc. Genbank NM_006206.4) como se reivindica en la reivindicacion
independiente 9 en forma de un panel de marcadores moleculares para el diagndstico y/o seguimiento de un tumor
del estroma gastrointestinal.

En la presente invencién, se debe entender que el término "utilizaciéon" hace referencia tanto a la
informacién cualitativa como cuantitativa obtenida mediante la realizacion de los métodos definidos anteriormente en
la presente memoria (es decir, el "estado de mutacién" de los genes marcadores en una muestra de prueba dada
incluyendo la identificacion de cualquier mutacion, asi como la determinacion de la cantidad de ADN mutado). En
otras palabras, tal "estado de mutacion" se utiliza como una "firma" para el diagnéstico y/o la estadificacién de un
GIST y/o para el seguimiento del progreso tumoral o la capacidad de respuesta a una terapia dada.

La invencion se describe adicionalmente por medio de las figuras y los ejemplos siguientes, que tienen
Unicamente para el propésito de ilustrar las realizaciones especificas de esta invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: PCR con ligacién

La detecciéon de fragmentos de ADN mutantes especificos de tumores en muestras de plasma requiere
métodos experimentales que tengan alta sensibilidad y especificidad para el ADN especifico del tumor ya que la
Ultima fraccion representa menos del 0,01% del ADN total. En la presente invencion, se empleé la PCR con ligacién
en este sentido como un método ilustrativo.

1.1 Disefio de los oligonucledtidos

Debido a que el ADN en plasma libre es el resultado de la fragmentacion de ADN gendmico, se utilizan
secuencias intrénicas-exonicas del gen diana (que se va a amplificar) para disefar los respectivos oligonucleétidos.
La técnica de PCR con ligacion requiere dos pares de sondas por ensayo. El primer par es complementario a la
secuencia de tipo salvaje y el segundo par abarca la region mutada. Los cebadores y cebadores anidados para el
alelo tanto de tipo salvaje como mutado estan flanqueando las sondas. La temperatura de fusién de las sondas debe
ajustarse a 65°C (+/- 2°C) con el fin de tener temperaturas de fusion similares para la reaccion de hibridacion y
ligacion. La alta temperatura (60-65°C) durante la reaccion de ligacion da como resultado el recocido y la fusion
posterior de las sondas solo si existe coincidencia perfecta en el sitio de la mutacion. Ademas, la ligacion requiere
una modificacién 5'-fosfato de la sonda 2. El extremo 5' de la sonda 1 y el extremo 3' de la sonda 2 abarcan dos
secuencias sintéticas con el fin de introducir sitios de unién para el cebador de PCR. Estas secuencias son
universales para cualquier ensayo especifico de mutacion. En caso de que las sondas 1y 2 se liguen, las sondas y
los cebadores para las secuencias externas sintéticos se utilizan para la amplificacion utilizando la técnica de PCR
en tiempo real.

Sondas especificas para el alelo mutado: La sonda 1 de la regién mutada incluye la mutacion en el extremo
3', mientras que el extremo 5' de la sonda 2 es complementario a las bases vecinas en direccion 5'.

Sondas especificas para el alelo de tipo salvaje: Se utiliza una regién exénica no mutada se utiliza para el
disefio de sondas complementarias a la secuencia de tipo silvestre que son necesarias para la posterior
cuantificacion del ADN no mutado. Dado que el ADN de plasma contiene solo fragmentos cortos de ADN, las sondas
de mutacion y de tipo salvaje se deben disefiar lo mas cerca posible para generar un producto de PCR corto.

Cebadores de amplificacion: Los cebadores de amplificacion deben flanquear las sondas especificas tanto
de tipo salvaje como de mutacion.

Con el fin de determinar la temperatura de recocido 6ptima para una reaccion de PCR dada se utilizaron
temperaturas de recocido para PCR en gradiente en el intervalo entre 48-72°C para optimizar cada ensayo de
reaccion.

1.2 Extraccion de ADN circulante libre en plasma y suero
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Se separaron el plasma sanguineo o el suero de las células de la sangre por medio de centrifugacion. Las
alicuotas se almacenaron a -20°C. ElI ADN circulante libre de 1-5 ml de plasma se extrajo utilizando el QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit o el QlAamp DNA Blood Mini Kit (ambos adquiridos de QIAGEN GmbH, Hilden,
Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

1.3 Hibridacién especifica de alelo

Se emplearon hibridaciones restrictivas de sondas complementarias a la secuencia del alelo de tipo salvaje
y mutado en diferentes tubos de reaccién. Se utilizaron como controles positivos el ADN tumoral positivo para la
mutacion conocida, los plasmidos o los oligonucleétidos sintéticos. EI ADN de tipo salvaje genémico sirvi6 como
control negativo. Los productos de PCR se diluyeron por lo general 1:20.000 (intervalo 1:10.000 a 1:40.000) en
agua. Con el fin de eliminar cualquier estructura secundaria del ADN, se realizé una etapa de desnaturalizacién (5
min, 98°C) de 5 pl de ADN diluido seguido de enfriamiento a 4°C. Se afiadieron las sondas 1 y 2 en tamp6n Salsa
MLPA (Lig-5a, MRC-Holland, Amsterdam, Paises Bajos) a la dilucién de ADN a una concentracion final de 0,25 nM.
Después de una corta etapa de desnaturalizacién (1 min, 95°C) se llevo a cabo la hibridaciéon de la mezcla de
ADN/sonda durante la noche (16 horas, 60-65°C).

1.4 Reaccion de Ligacion

La mezcla de Ligase-65 (Lig-5a, MRC-Holanda, Amsterdam, Paises Bajos; por muestra 25 ul de agua
destilada, 1 pl de Ligase-65, 3 pl de Tampén A para Ligase y 3 ul de Tampén B para ligase-65) se pre-incub6 a 60-
65°C (5-10 min) y se afiadié a la mezcla de ADN/sonda a 60-65°C. La reaccién de ligacién se detuvo después de 5

min, seguido de una corta etapa de desnaturalizacién (5 min, 98°C). Posteriormente, las muestras se enfriaron a
4°C.

15 PCR en tiempo real

Se afadieron 5 pl de producto de PCR ligado a 20 pl de la mezcla SYBR Green PCR (por muestra 7,4 pl de
agua dest., 0,05 pl de cebador directo universal (100 pM), 0,05 ul de cebador inverso universal (100 pM) y 12,5 pl
Quantitect SYBR Green PCR Kit 2x; QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania). La aplicaciéon de TagMan-PCR se realizé
con las condiciones del cebador universal de acuerdo con el fabricante.

1.6 Andlisis de los resultados de la PCR en tiempo real

Los valores de ct (umbral de ciclo) de la amplificacion de tipo salvaje no deben exceder ct 25, y las
temperaturas de fusion (Tm) de todas las muestras deben ser idénticas (+/- 0,8°C). Los valores Ct de las muestras
con sondas mutadas dependen del rendimiento del alelo mutado en la muestra. En una ronda de PCR tipica, la Tm
del control negativo debe ser superior a ct 30 y representa la reactividad cruzada de las sondas. El método ct delta
se utilizé para calcular el porcentaje relativo del alelo mutado con respecto al alelo de tipo salvaje: 24%%100. Los
valores ct de la mutaciéon y de la reaccion de tipo salvaje se compararan directamente para determinar el alelo
mutado en el fondo de tipo salvaje (menos reactividad cruzada) en %.

1.7 Ejemplo especifico: Disefio de un ensayo de PCR con ligacion para la deteccion de la mutacion en cKIT
V559D en el paciente 3 (véase mas abajo)

Sondas para region mutada (la region de secuencia especifica de mutaciéon se muestra en las mayusculas,
el alelo mutado se muestra en negrita y subrayado):

cKITV559D_1 (SEQ ID NO: 3)
5'-gggttccctaagggttggaCCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGA-3'

cKITV559D_2 (5' fosfato) (SEQ ID NO: 4)
5-TGTTGAGGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATggcgtctagattggatcttgctggcac-3'

Sondas para la region de tipo salvaje (la region de secuencia especifica de tipo salvaje de muestra en
mayusculas):

cKIT-wt_1 (SEQ ID NO: 5)
5'-gggttccctaagggttggaCGTAGCTGGCATGATGTGCATTATTGT-3'

cKIT-wt_2 (fosfato 5') (SEQ ID NO: 6)
5-GATGATTCTGACCTACAAATATTTACAGGTAACCAT Tctagattggatcttgctggcac-3'

Cebadores de amplificacion:
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cKIT_f (SEQ ID NO: 7)
5-CACCCTGTTCACTCCTTTGCTG-3'
cKIT_r1 (Cebador Anidado) (SEQ ID NO: 8)
5-CCCATTTGTGATCATAAGGAAGTTGTG-3'
cKIT_r2 (SEQ ID NO: 9)
5-AAAACTCAGCCTGTTTCTGGGAAACT-3'

La amplificacién utilizando los cebadores cKIT_f/cKIT_r2 da como resultado un producto de PCR de 308 pb
de longitud, mientras que la amplificacion utilizando los cebadores cKIT_f/resultados cKIT_rl da como resultado un
producto de PCR de 282 pb de longitud.

Ejemplo 2: Resultados

2.1 Analisis del paciente 1

El paciente 1 es una mujer de 76 afios de edad que tiene un GIST con metastasis hepaticas. El paciente 1
se trata con sunitinib. La Figura 1 muestra imagenes ilustrativas de resonancia magnética (RM) del seguimiento de
la actividad del tumor GIST. Las imagenes de la Figura 1(A) fueron tomadas en Marzo de 2009 (izquierda) y Agosto
de 2009 (derecha) y demuestran metastasis progresivas en el higado durante la terapia (indicada por las flechas;
aproximadamente un aumento del 150% en el tamafio). En Septiembre de 2009, las metastasis se trataron mediante
termoterapia de alta frecuencia (HFTT). En Octubre de 2009, la terapia con sunitinib se detuvo debido a un
accidente cerebrovascular del paciente 1 (datos no mostrados). Las imagenes de RM en la Figura 1(B) fueron
tomadas en noviembre de 2009 (es decir, después la HTFF, izquierda) y en Mayo de 2010 (derecha). Se encontré
gue las metastasis en el higado eran estables en tamafio (aumento de solo aproximadamente 5%; primera flecha,
izquierda y derecha), pero después de la HFTT se hizo visible una nueva manifestacion del tumor que aumento de
tamafo (segunda flecha; izquierda y derecha).

Se detectd una duplicacion de la secuencia de nucledtidos GCCTAT correspondiente a los codones 502-
503 del gen marcador cKIT (localizado en el exén 9, que codifica los aminoacidos AY) en el ADN del plasma de
paciente 1. La Figura 2 representa un andlisis de la cantidad del ADN de cKIT mutado (expresado como la razén
especifica de alelo de ADN de cKIT mutado/de tipo salvaje) durante la terapia con sunitinib. EI aumento en los
niveles de ADN cKIT mutado en 2009 es paralelo al progreso de las metastasis en el higado. Después de la HFTT,
el nuevo aumento en los niveles de ADN de cKIT mutado aparece en paralelo con la nueva manifestacion del tumor.

2.2 Analisis del paciente 2

El Paciente 2 es una mujer de 49 afios de edad que tiene un GIST con metastasis hepaticas en el
estdmago. Las imagenes de tomografia computarizada (TC) en la Figura 3(A) fueron tomadas en Mayo de 2009
(izquierda) inmediatamente antes del inicio de una terapia con imatinib y en Agosto de 2009 (derecha), es decir,
aproximadamente dos meses después del inicio de la terapia. Las imagenes muestran una rapida respuesta a la
terapia, ya que hay una disminucion significativa en el tamafio, la densidad y el aumento del contraste de las
metastasis hepaticas (indicadas por las flechas), asi como del tumor primario (aproximadamente una reduccion de
35% en el tamafio). Las imagenes de tomografia computarizada (TC) en Figura 3(B) fueron tomadas en Enero de
2010 (izquierda) y Enero de 2011 (derecha), respectivamente, cuando se hizo visible una sucesiva reduccion de
tamafio adicional (aproximadamente una nueva reduccién de 30% en el tamafio).

En el ADN en plasma del paciente 2, se detect6 una delecion de la secuencia de nucleétidos
AAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAG correspondiente a los codones 550-558 del gen marcador cKIT
(localizado en el exdn 11). La Figura 4 representa un andlisis de la cantidad del ADN de cKIT mutado (expresado
como razén especifica de alelo de ADN de cKIT mutado/de tipo salvaje) durante la terapia con imatinib.
Notablemente, solo dos semanas después del inicio de la terapia con imatinib no se pudo detectar ADN de cKIT
mutado en la muestra de plasma. Por lo tanto, hay una excelente correlacion entre la respuesta a la terapia, la
morfologia del tumor, y la presencia de un ADN de cKIT mutado especifico del tumor

2.3 Analisis del paciente 3

El paciente 3 es un varén de 65 afios de edad que tiene un GIST con metastasis estables en el higado y un
lento progreso de metastasis mesentéricas. Las imagenes de tomografia de emision por positrones con 2-desoxi-2-
(18F)fluoro-D-glucosa-tomograﬁa computarizada (FDG-PET-CT; parte superior, izquierda y derecha) y la tomografia
computarizada (parte inferior, izquierda y derecha) mostradas en la Figura 5 fueron tomadas en Enero de 2008
(izquierda, parte superior), marzo de 2008 (derecha, parte superior), Abril de 2008 (izquierda, parte inferior), y Julio
de 2008 (derecha, parte inferior). El paciente 3 se tratd originalmente con imatinib pero desarrollé6 una resistencia.
Durante la terapia posterior con diversos compuestos se observd un progreso mas lento de las metastasis
mesentéricas (indicadas por las flechas, aproximadamente 10% del tamafio).
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En el ADN del plasma del paciente 3, se detecté una sustitucion de nucleétidos GTT — GAT en el codon
559 (localizado en el exdn 11, que codifica el cambio de aminoacido V — D). En el contexto de la resistencia a
imatinib se pudo encontrar una segunda mutacién: una sustitucion de nucleétidos GTG — GCG en el codén 654
(localizado en el exén 13; que codifica el cambio de aminoacido V — A). La Figura 6 muestra un analisis de la
cantidad de ADN de cKIT V559D mutado (expresado como una razén especifica de alelo de ADN de cKIT
mutado/de tipo salvaje) durante la terapia. EI ADN de cKIT mutado V559D especifico del tumor se identificé en tres
muestras, mientras el ADN de cKIT mutado V654A especifico del tumor se identificé en una muestra.

Estos datos demuestran que la cantidad de ADN especifico del tumor presente en las muestras de plasma
respectivas se corresponde con el progreso de la enfermedad durante la terapia.

2.4 Andlisis del paciente 4

El paciente 4 es una mujer de 51 afios de edad que tiene un GIST en el ileon que fue tratado con reseccion
del segmento del ileon en 2005, seguido de tres afios de tratamiento coadyuvante con imatinib. Las imagenes de
tomografia computarizada de la Figura 7(A) fueron tomadas en Marzo de 2009 (izquierda) y Septiembre de 2009
(derecha), respectivamente. En Marzo de 2009, las imagenes no mostraron evidencia de recaida. Por el contrario, la
imagen tomada en Septiembre de 2009 demostré metastasis hepaticas (flecha en la Figura 7(A) ; (izquierda)). A
partir de Octubre de 2009, el paciente 4 se traté con imatinib. Las imagenes mostradas en la Figura 7(B) se tomaron
en Diciembre de 2009 (izquierda) y Agosto de 2010 (derecha), y muestran una respuesta al tratamiento con una
reduccion de tamafio sucesiva de metastasis hepaticas (aproximadamente una reduccion de 90% en el tamafio).

Se detectd una delecion/insercion de la secuencia de nucledtidos DelACAGTGGAAGGTTGTTGA
GGAGATAAATGGAAACAATTATGTTTACATAGACInsG correspondiente a los codones K550-K558 del gen
marcador cKIT (localizado en el exén 11) en el ADN del plasma de paciente 4. La Figura 8 representa un andlisis de
la cantidad del ADN de cKIT mutado (expresado como la razén especifica de alelo de ADN de cKIT mutado/de tipo
salvaje) antes y durante la terapia con imatinib. La deteccion de ADN de cKIT mutado en Octubre de 2009 es
paralela a la recaida con metastasis en el higado. No se pudo detectar ADN de cKIT mutado en las muestras de
plasma obtenidas 6,5 meses antes de la recaida y en las muestras de plasma tomadas después del inicio de la
terapia con imatinib. Por lo tanto, hay una excelente correlacidon entre la respuesta a la terapia, la morfologia del
tumor, y la presencia de un ADN de cKIT mutado especifico del tumor.

La presente invencién descrita ilustrativamente en la presente memoria se puede poner en practica de
forma adecuada en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacibn o limitaciones, no descritos
especificamente en la presente memoria. De este modo, por ejemplo, los términos "que comprende”, "que incluye”,
"que contiene”, etc. se deberan leer en sentido amplio y sin limitacion. Ademas, los términos y expresiones
empleados en la presente memoria se han utilizados como términos de descripcion y no de limitacion, y no hay
intencién en el uso de tales términos y expresiones de excluir ningin equivalente de las caracteristicas mostradas y
descritas o porciones de las mismas, pero se reconoce que son posibles diversas modificaciones dentro del alcance
de la invencién reivindicada. Por lo tanto, se debe entender que aunque la presente invencién se ha descrito
especificamente mediante realizaciones y caracteristicas opcionales, los expertos en la técnica pueden recurrir a
modificaciones y variaciones de las invenciones incorporadas en ella, y que se debe considerar que tales
modificaciones y variaciones estan dentro del alcance de esta invencion.

La invencién se ha descrito ampliamente y genéricamente en la presente memoria. Cada uno de los
agrupamientos de especies y sub-genéricos mas reducidos que caen dentro de la descripcion genérica también
forman parte de la invencion. Esto incluye la descripcion genérica de la invencion con la condicién o limitacion
negativa de eliminar cualquier materia tratada, independientemente de si la materia eliminada se enumera
especificamente o no en la presente memoria.

Otras realizaciones estan dentro de las siguientes reivindicaciones. Ademas, cuando las caracteristicas o
aspectos de la invencion se describen en términos de grupos de Markush, los expertos en la técnica reconoceran
que la invencién también se describe de este modo en términos de cualquier miembro individual o subgrupo de
miembros del grupo de Markush.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para el diagndstico y/o el seguimiento en un sujeto un tumor del estroma gastrointestinal, que
comprende:

detectar en una muestra de ensayo derivada del sujeto una o0 mas mutaciones a nivel de ADN en uno cualquiera o
ambos de los genes marcadores cKIT cuya secuencia se representa en la Figura 9 (NUm. acc. GenBank
NM_000222.2) y PDGFRA cuya secuencia se representa en la Figura 10 (Nim. acc. Genbank NM_006206.4) y
determinar la cantidad de ADN mutado, en donde la cantidad de ADN mutado se determina comparando
directamente las fracciones de ADN mutadas y de tipo salvaje;

en donde ADN es ADN circulante;

en donde la presencia de una cualquiera de las mutaciones detectadas en la muestra de ensayo es indicativa de un
tumor del estroma gastrointestinal en el sujeto, y

en donde una cantidad elevada de ADN mutado es indicativa de progreso del tumor del estroma gastrointestinal.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la muestra de ensayo es una muestra de sangre, preferiblemente una
muestra de plasma.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde las una 0 mas mutaciones se localizan en una o mas cualesquiera
de las regiones correspondientes a los codones 456-508, 549-599, 642-654, 670-709, 786-823, y 829 del gen
marcador cKIT (NUm. de acc. GenBank NM_000222.2) y/o en una 0 mas cualesquiera de las regiones
correspondientes a los codones 478, 561-571, 687, 824-846 y en el gen marcador de PDGFRA (NUm. acc. Genbank
NM_006206.4).

4. El método de la reivindicaciéon 3, en donde las una o mas mutaciones en el gen marcador cKIT (NUm. acc.
Genbank NM_000222.2) se seleccionan del grupo que consiste en:

una delecion de una o mas cualesquiera de las secuencias de nucledtidos correspondientes a los codones 550-558,
551-554, 552-559, 553-572, 553-558, 554-571, 557-558, 558-559, y 559-560, 560-578, 574-580, 578;

una delecién de una o mas cualesquiera de las secuencias de nucledtidos correspondientes a los codones 554-561
combinada con la insercion de nucledtidos CTT;

una delecién de una o mas cualesquiera de las secuencias de nucleétidos correspondientes a los codones 555-572
combinada con la insercion del nucleétido G;

una delecion de la secuencia de nucle6tidos correspondiente a los codones 559-560 combinada con la sustitucion
de nucledtidos AAG — AGC en el coddn 558;

una duplicacién de una o mas cualesquiera de las secuencias de nucleétidos correspondientes a los codones 502-
503 y 573-591;

una insercion de la secuencia de nucleétidos

ACCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCTGAGTTTTGG en los codones 573-
592,

una insercion de la secuencia de nucledtidos
GCAAACAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCC en el coddn 585;

una insercion de la secuencia de nucledtidos
TCCCAACACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCA en el cododn 586;

una insercion de la secuencia de nucledtidos
ACAACTTCCTTATGATCACAAATGGGAGTTTCCCAGAAACAGGCT en el coddn 589; y

una o mas cualesquiera de las sustituciones de nucleétidos TGG — CGG y TGG — GGG en el coddén 557; AAG —
CCG, AAG — AACIT, AAG — ACG, y AAG — AGG en el coddn 558; GTT — GAT, GTT — GCT, GTT — GGT y
GTT — GAA/G en el codén 559; GTT — GAT, GTT — GAA/Gy GTT — GGT en el codén 560; AAA — GAA en el
codon 642; GTG — GCG en el codén 654; y GAC — GTC y GAC — TTC en el cod6n 816.

5. El método de la reivindicacion 3, en donde una o mas mutaciones en el gen marcador PDGFRA (Num. acc.
Genbank NM_006206.4) se selecciona del grupo que consiste en: la sustitucién de nucleétidos GAC — GTC en el
codon 842; y una delecién de la secuencia de nucleétidos correspondiente a los codones 542-546.
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6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la deteccién y/o analisis de las una o mas
mutaciones se realiza mediante una técnica de PCR especifica de alelo, preferiblemente mediante PCR con ligacion.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el método se realiza en un formato multiplex.

8. El uso de un kit de partes para el diagnostico y/o seguimiento de un tumor del estroma gastrointestinal en un
método de la reivindicacion 1, en donde dicho kit de partes comprende medios para detectar y determinar la
cantidad de ADN mutado que comprende una o mas mutaciones en uno cualquiera o ambos de los genes
marcadores cKIT (NUm. de acc. GenBank NM_000222.2) y PDGFRA (Num. acc. Genbank NM_006206.4).

9. El uso de una o mas mutaciones como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 en uno
cualquiera 0 ambos de los genes marcadores cKIT (Num. acc. Genbank NM_000222.2) y PDGFRA (Num. acc.
Genbank NM_006206.4) en forma de un panel de marcadores moleculares para la obtencién de informacion
cuantitativa para el diagnostico y/o seguimiento de un tumor del estroma gastrointestinal, en donde dicha
informacién cuantitativa se obtiene comparando directamente fracciones de ADN mutado y de tipo salvaje y en
donde una cantidad elevada de ADN mutado es indicativa del progreso del tumor del estroma gastrointestinal.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 9

atgagaggcpcicgcggcgoct ppgatiticictgegtict gotectactgeticgegiccapacaggetctictcaaccatetgtgagtc
caggEgasccgictccaccatecatocatccaggasaateagacttaatagtecgegtggpogacga pattaggcetgitatgeactgat
cu:gggcltlgtman:ggactmgagnmmggatgaaacgnatgagaamagcagaatgaatggﬁmacg gadaagpeagaageca
coaacdccgpcaaatacacgigaccaacanacacgecitaagraattcoattatgtgtttettagagatcctgocas portitoottgrt
paccgelectiglalpgeaaapaagacaacgacacgetgptecpotgtectclcacagacceagaagtgaceaatiaticectcaagg
EEtgocaggggaagoctcticccangEacttgaggttaticetgaccocaappegapcatcatgatcaaaaglgt ganacgc gocta
ccatcgpetotatetpeatigtictgtg paccageaga peaagtcagtgetgtcggaaaaattcatectgaaag tgagpocageeticaa
agctgtpoctattgtgtctprptecaapeaspotatciicttagg paage praagaaticacagtpacgtpeacaataaaagat gtgtct
aghtetglglacteaacgty paaaagagaalacagicapactasactacag gagasatataatagetpacatcac g gt pacttcaattat
paacglcaggoascgtigactatcagticagegagapttaatgatictpeagt pitcatgigttat pecaataatacttttggate ageaaat
gtc.*maacaacct;ggaagmgtagataaagg_attcattaamtcnoﬁccal;gataaacactacagtatltgtaaacgatggagaaaatgt
agatttgattpttpaatatgaageattcoccaaacetgaacaceapeagigpatetatat gaacagaaceticactgataaatgggaagat
tatcecaagicigagaatlgaaagtaatatcagatacgiaagigaacitcalclaacgagaltaaaaggracc gaag gageeacitacac
attcctagtptecaattctpacgtcaatgetgecatageatitaatgtitalz gaatacanaaceagaaatcetgactiac gacaggete gl
paatggcatgciocaatgtgiggeageaggattoocagapoocacaatagatigptatittigtocaggaactgageagagat peictpe
ttetgtactgocagigpatgtpcagacactaaacteatetgggecaccatitgzaaagetagtggticagagtictatagatictagtgcatt
caigcacaatggeacg sitpastgiaa ggctt:a.caacgatgtgggcaagatttctgcctattlt&ar:tttgcat-ltaaagglaacmaaa
pagcaaatccatococacacoctgitcactectitgotgattggtttcgtaate gtagetpgeatgatgtgoattatt grgatgatictgacct
acasatatttacagaaacccal gta:gaagtacagtgganggttgttgag_gagataaatggnanmnltmgnmmmgacmaacaca
acttecttatgatc acasatgggagiitcccagaiacaggetgagiitg gpansacectgpptpctppapetitc pggaaFpattptigs
gecaacigeltalggeliaatiaagicagatpcggecalgactglcgetgtaaapatpcicaagecgagigoccaitigacagaacgeg
sagecctcatgictgaactcaaaglectgag ttacctiggtaatcacatgaatatt gtgaatctactiggagoctgeaccatllg gag g gec
caccotpgtoattacapaatattgttgotataetgatetittgaattitttpa gaagaaaacgt pattcatttatttgttcanagcapgaagate
atpcagaagolgcaciitataagaatctictgcattcaaagpapicticctgeagcgatagtactaatgagtacatggacat gaaacctgg
aptticttatgitgtoccaaccaagpec gacaaaag pagatctglgagaataggeteatacatagaaagagalgigactocogocatoat
gEaggatgacgagitpecoctagaciiagaapaciigetgagetiticitaccaggtgecaaaggecatgpottiiccicgectocaagaa
ttgtaticacapagacttggeagecapasatatecteattacteatgptegpatcacasagatttgigattiitgelelagecagagacatca
agaatgattclaattatgiggtiaaaggadacgctegactaccigipaaptggatggcacctgasageatiticaactgigtatacacgttt
gaaaptgacptciggloctatgggattitticiitggpagciglicteittaggaapcagoccclalcclggaalgecgglepallclaaglic
tacasgatpatcaaggaagpottccggat potcagocctgaacacgoaccigotgaaatgtatpacataatgaagactigetggeatpe
agatccectaaaaagacciacaticaagcaaatipiicagctaatigagaageagatitcagagageaccaatcatatitactccaactta
gcnaactgcngccccanccgacagaagcccgtggragnmhttctgtgcggutcaartctgmggcagcaccgchccl‘cctccc&gc
clolgetigtpcacgacgatgictga
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FIGURA 10

sagagcasaaagegaagpe peaatctggacactgggagaticggagcgcagepaptitzapapaaactittatitipaagagaccaa
ggitgagpagepactiatticcigacagetatttactiagageanatgatiagiittagaaggatggactataacatigaateaatiacaan
cgoggiititpagoceatiactgitgeagetacappeapap aaaca gag eageagact geaapapatcal g gag soc g ERCACE
clotttactceatgiptggracattcattgegraataacatcggagga gaagtticocagagctaty g g pacticccatccggepticotg
gl::Ll,aggc|gta::tlclcacagggclg_agcx:matcclctgcn:ag,cltlcatlaccctctat-ccttccaaatgsaaatgaaaaggttglgcég
ctgaattcatccttitctetgagatgetitgee paga st paaglpapctpgcagtaccocat pietgaagaagagapctcCgat gEga
matcagaaatgaagaasacaacagegpcctittigl pacpgictiggaaplgagcaglgocicgpog poccacacagppitptacactt
gotattacaaccacacicagacagaagagaatgagetigaaggeaggcacatttacalciatgtgecagacceagatgtageetitghac
ctotaggaalgac gpattatitagicalc gtgaapgatgatgattctgocattatacetigic geacaact gatccc gagactoct graacct
tacacaacagtgapgppeteptacctpecteclacgacageagacaggpctitaatge paccttcactgtaggeccctatatctgtzag
gBCcaccploAaagEaaagangticcagaccatcecatitaatgittatpeittansapgeascatcagapetpratctaganat gpaaget
cltaaaaccplgtataagtcappgEaaaceattptgpteaccigtpotgtitttaacaatgaggtggttgaccticaatg gacttacoctgg
agaagtgasagpcaaappcatcacaatgclEgaagaiatcanagtcocatocatcaaatiggt ptacactitgacgptccccgagges
acggtgaaapacagtggagatiacgaatgipcigeecpocagpolaccaggpageicaaagaaatgaagaaagicaciatticiglce
atgagaaapptitcatigaaatcasacceaccitcageeagitg gaagetgicascetgeatgaagtcaaacatitigliglagagpipcg
ERCOMACTC nm:t-::ocaggatatccrggctgaaaaacaalurgar:w.t pattgapastctcactgapatcaccactgatglpgaaaagat
tcagpaaataaggtategaagcaaalladapctgatcegtgctadp paagaagacaglp gecattatactattgta gcmaaaatgaa..g
atgetgigaagagetatactitigaactgitaactcaagttecticatccatictg gacttggtcgatgatcaceatggeteaactggppeac
apacggtgaggtgcacagetgaaggeacgeogeticctgatatipagtg patpatatpeaaagatattaaganat ptaataatgaaactt
cotggactattitg gocaacaatgiolealacatcatcasga gatccactecogaacag gaglacc gl geag e pceplptpactite
gocalaplppapgagaccatcpecgigegatgeciggctaagaatcicciiggagetgagaaccgagagetgaaget gatggeioee
accclgogitctgaacicacgetggotgetgeaptectgptpctptiggigatigtgatcarcicacttattgioctg gitpteattiggpaaac
agaaacogagtatgaaaticpelggage sicallgaalcaalcapcccagatg gacalpaatatatitatptggacccpatgcagete
coitatgactcaagatgppagtttccaagagat gaactagtgctiggtoggeicliiggadtciggapcetttappangptapttpaagga
acapcctatgpattaggecgptoccaaceigleatgasagltpeaglgaagalrclaaa acccac g poca galccaglpaiaiacaig
ctetcatptelgaactgaagataatgactcacctgggeccacattigaacattgtaasctipelgg gageetgeaccaagtcaggeecea
ttiacalcatcacagagtatigotictalg gagatiiggicaactatitgcalaagaaiaggeaiagcticctgagecaccacccagagaag
ccaaagaaagagotggatatctitggatigasceetgotgat paaapoacac g pagctatgttattitatctittgaaaacastggigacta
catggacatgaageaggotgatactacacagtatgicoccatgetagaaappaasgappiticiaaataticcgacatecagagarcact
clatgatcgiccagectcatataagaagaaatctatgitagactcagaagicaaaaacchcctitcagat gataactcagan gpecttacttt
attggaittpitgapeticacctitcaagttgoccgaggaatggaptitttgpettcasasaattptgtlecaceptpatetpgetgotepeas
cgtecloctgpoacaag paaaaattgtpaagatctglgactitggectggecagapacatcal geat g attc paactatgtglc paaage
cagtacciitcigocc pigaagtggarg petoctga pageateiitgacaaceictacaccacacigagigatgicigpictiatgpeatic

Lgcletpgeagatctitieceitggtggoaccoctlaccccgpeatgatgetepatictacitictacaataagatcaagagtpgateccg g
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atggccaagcectgaccacgetaccagtgaagtctacgagatcatggtgaaatgetggaacagtgageeggagaagagaccctectttt
accacctgagtgagattgtggagaatctgctgectggacaatataaaaagagttatgaaaaaattcacctggacttectgaagagtgace
atcctgetgtggeacgeatgegtgtogactcagacaatgcatacattggtgtcacctacaaaaacgaggaagacaagctgaaggactg
ggagggteptctggatgagcagagactgagegetgacagtggetacatcattectetgectgacattgacectgteectgaggaggag
gacctgggcaagaggaacagacacagctcgcagacctctgaagag égt gccattgagacgggttccageagttee accttcatcaa g
agagaggacgagaccattgaagacatcgacatgatggatgacatcggcatagactcttcagacctggtggaagacagcettcctgtaac
tggcggattcgaggggticcticcacttctggggecacctetg gat;;cc gttcagaaaaccactttattgcaatgcagaggttgagagga
ggacttggttgatgtttaaagagaagttcccagecaagggectcggggagegtictaaatatgaatgaatgggatattttgaaatgaactt
tgtcagtgttgectcttgeaatgectcagtageatctcagtggtgtgtgaagtttggagatagatggataagggaataataggecacagaa
ggtgaactttgtgettcaaggacattggtgagagtccaacagacacaatttatactgecgacagaacttcageattgtaattatgtaaataac
tctaaccaaggctgtgtttagattgtattaactatcttctttggacttctgaagag accactcaatccatccatgtacttccctcttgaziac'(:tg
atgtcagctgctgttgaactttttaaagaagtgcatgaaaaaccatttttgaaccttaaaaggtactggtactatagcattttgctatctttttta
gtgttaaagagataaa gaaﬁaataattaaccaacctt gtttaatagatttgggtcatttagaagcctgacaactcattttcatattgtaatctat
gtttataatactactactgttatcagtaatgctaaatgtgtaataatgtaacatgatttccctccagagaaagcacaatttaaaacaatecttac
taagtaggtgatgagtttgacagtttttgacatttatattaaataacatgtttctctataaagtatggtaatagetttagtgaattaaatttagttga
gcatagagaacaaagtaaaa gtagtgttétcca g gaagtca gaatttttaactgtéct gaataggttccecaatccatcgtattaaaaaac
aattaact gmctctéaaataatg ggattagaaacaaacaaaactcttaagtcctaaaagtictcaatgtagaggcataaacctgtgetga
acataacttctcatgtatattacccaatggaaaatataatgatcagcaaaaagactggatttgcagaagttttttttttttttttcttcatgectgat
gaaagctttggcgaccccaatatatgtattttttgaatctatgaacctgaaaagggtcagaaggatgeccagacatcagectecttetttca
ccccttaccccaaagagaaagagtttgaaactcgagaccataaagatattetttagtggaggcetggatgtgcattagectggatectcagt
tctcaaatgtgtgtggcagecaggatgactagatectgggtttecatecttgagattctgaagtatgaagtetgagggaaaccagagtetg
tatttttctaaactccctggetgttctgatcggecagttitcggaaacactgacttaggtttcaggaagttgecatgggaaacaaataatttga
actttggaacagggttggcattcaaccacgcaggaagcectactatttaaatccttggettcaggttagtgacatttaatgecatctagetag
caattgcgaccttaatttaactttccagtcttagctgaggetgagaaagcetaaagtttggtittgacaggtittccaaaagtaaagatgctact
tcccactgtatgggggagattgaactttceceegteteccgtetictgecteccactecataceccgecaaggaaaggceatgtacaaaaatt
atgcaattcagtgttccaagtctctgtgtaaccagetca gtgttttg gtggaaaaaacattttaagttttactgataatttgaggttagatggga
ggatgaattgtcacatctatccacactgtcaaaca ggttg gtateg gttéattg gcattctttgcaatactgettaattgetgataccatatga
atgaaacatgggctgtgattactgcaatcactgtgctatcggeagatgatgettiggaagatgcagaagcaataataaagtacttgactac
ctactggtgtaatctcaatgcaagccccaactttcttatccaactttttcatagtaagtgcgaagactgagecagattggecaattaaaaac
gaaaacctgactaggttctgtagagccaattagacttgaaatacgtttgtgtttctagaatcacagetcaagcattctgtttatcgetcactet
cccttgtacagcecttattttgttggtgctttgcattttgatattgetgtgagecttgeatgacatcatgaggec g gatgaaacttetcagtecag
cagtttccagtcctaacaaatgctcccacctgaatttgtatatgactgeatttgtgtgt gf gtatptgttttcagcaaattccagatttgtttectt
ttggectectgeaaagtctecagaagaaaatttgecaatetttcctactttctatttttatgatgacaatcaaagecggectgagaaacactat
ttgtgactttttaaacgattagtgatgtccttaaaatgtggtctgccaatetgtacaaaatggtectatttttgtgaagagggacataagataa
aatgatgttatacatcaatatgtatatatgtatttCtatatagacttggagaatactgccaaaacatttatgacaagetgtatcactgecttcgtt
tatatttttttaactgtgataatccccacaggceacattaactgttgeacttttgaatgtccaaaatttatattttagaaataataaaaagaaagat
acttacat, gttcéf:aaa acaatggtgtggtgaatgtgtoa gaaaaéctaa_ctt gatag g gtctaccaatacaaaat gtattacga‘at gédc :

ctgttcatgtttttgttttaaaacgtgtaaatgaagatctttatatttcaataaatgatatataatttaaagtta
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