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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para detectar una neoplasia
Antecedentes de la invencion

El cancer pancreatico es la cuarta principal causa de mortalidad por cancer con una tasa de mortalidad casi igual a
la incidencia de esta enfermedad. La deteccidon de secuencias promotoras de genes anormalmente metilados en el
ADN especificas de cancer ha surgido como una de las principales estrategias de deteccion de biomarcadores
tumorales. Recientemente, ha habido informes utiles de cribado por metilacion de ADN usando diversos fluidos
corporales, tales como heces para la deteccion del cancer colorrectal, esputos para el cancer de pulmén y orina para
el cancer de prostata.

Sin embargo, en el cancer pancreatico no esta disponible actualmente una herramienta de cribado para la deteccion
precoz. Esto es particularmente importante ya que el cancer pancreatico ha menudo se encuentra una vez que ya es
metastasico o esta localmente avanzado y el diagnéstico a menudo se retrasa debido a que los pacientes se
presentan con sintomas gastrointestinales no especificos. El desarrollo de una modalidad de cribado para el cancer
pancreatico que identifique canceres en fase inicial susceptibles de reseccion curativa quirdrgica tendria entonces un
impacto potencial en la reduccion de la mortalidad por esta enfermedad actualmente letal.

SHAMES DAVID S Y COLS: "A genome-wide screen for promoter methylation in lung cancer identifies novel
methylation markers for multiple malignancies”, PLOS MEDICINE, PUBLIC LIBRARY OF SCIENCE, US, vol. 3, n°®
12, 1 de diciembre de 2006 (2006-12-01), ISSN: 1549-1676, DOI: 10.1371/JOURNAL.PMED.0030486 divulga un
enfoque de perfilado de expresién global de alto rendimiento en células de cancer de pulmén para identificar nuevos
marcadores de metilacion especificos para cancer. Se identificaron 132 genes que tienen islas 5' CpG que son
inducidas a partir de niveles indetectables mediante 5-aza-2'-desoxicitidina en multiples células de cancer de pulmon
no microcitico y se expresan en células epiteliales bronquiales humanas inmortalizadas.

CHOI J E Y COLS: "Aberrant methylation of ADAMTS1 in non-small cell lung cancer", CANCER GENETICS AND
CYTOGENETICS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHING, NUEVA YORK, NY, US, vol. 187, no. 2, 1 de diciembre de
2008 (2008-12-01), paginas 80-84, ISSN: 0165-4608, DOI: 10.1016/J.CANCERGENCYT0.2008.08.001 divulga la
expresion de ADAMTS1 en cancer de pulmén no microcitico (NSCLC, por sus siglas en inglés) y la relacion entre la
metilacion de ADAMTS1 vy las caracteristicas clinicopatoldgicas en pacientes con NSCLC. Los resultados sugieren
que la metilacién aberrante de ADAMTS1 se produce frecuentemente en NSCLC y representa un papel en la
patogénesis del NSCLC.

PHILIP J. JOHNSON Y COLS: "Plasma Nucleic Acids in the Diagnosis and Management of Malignant Disease",
CLINICAL CHEMISTRY, vol. 48, n° 8, 1 de agosto de 2002 (2002-08-01), paginas 1186-1193, ISSN: 0009-9147
divulga acidos nucleicos en circulacion como una clase emergente de marcadores tumorales moleculares tales como
ADN plasmatico, analisis de microsatélites, translocaciones cromosémicas, alteraciones epigenéticas y ADN viral.

ESTELLER M: "Relevance of DNA methylation in the management of cancer", LANCET ONCOLOGY, LANCET
PUBLISHING GROUP, LONDRES, GB, vol. 4, n° 6, 1 de junio de 2003 (2003-06-01), paginas 351-358, ISSN: 1470-
2045, DOI: 10.1016/S1470-2045(03) 01115-X divulga generalmente la metilacion de ADN como una diana
terapéutica.

G STRATHDEE Y COLS: "Aberrant DNA methylation in cancer: potential clinical interventions"”, EXPERT REVIEWS
IN MOLECULAR MEDICINE, vol. 4, 1 de marzo de 2002 (2002-03-01), paginas 1-17, presenta estudios de
metilacion de ADN en cancer que se abren a nuevas oportunidades para el diagnoéstico, el prondstico y el
tratamiento de tumores humanos.

AHLQUIST TERJE Y COLS: "Gene methylation profiles of normal mucosa, and benign and malignant colorectal
tumors identify early onset markers", MOLECULAR CANCER, BIOMED CENTRAL, LONDRES, GB, vol. 7, n° 1, 31
de diciembre de 2008 (2008-12-31), pagina 94, ISSN: 1476-4598, DOI: 10.1186/1476-4598-7-94 divulga marcadores
epigenéticos que pueden discriminar entre tejido no maligno y maligno procedente del intestino grueso, es decir
marcadores con potencial diagndstico.

Sumario de la invenciéon

Segun se describe posteriormente, la presente invencion ofrece métodos para diagnosticar, detectar o caracterizar
una neoplasia (cancer pancreatico, cancer de colon, cancer de pulmoén) ofreciendo BNC1 y ADAMTST.
Ventajosamente, el método proporciona el cribado de suero para un incremento en la metilacion del promotor de
BNC1y ADAMTS1 para identificar una neoplasia en fase inicial o una propension a desarrollar una neoplasia.
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En un aspecto, la invenciéon proporciona un método in vitro para detectar o caracterizar una neoplasia en una
muestra bioldgica de un sujeto, comprendiendo el método detectar la metilacion de un gen BNC1y ADAMTS1, en
donde la deteccién de la metilacion detecta o caracteriza la presencia de una neoplasia en la muestra,
comprendiendo ademas el método opcionalmente la etapa de detectar una alteracion en la secuencia o el nivel de
expresion de un gen o polipéptido Brca1, Brca2, p16, K-ras, APC, PalB2, DPC4, EGFR y/lo EML-ALK4, en donde la
neoplasia es un cancer seleccionado de cancer de colon, pulmonar o pancreatico y en donde el nivel de metilacion
presente en el promotor del gen BNC1 y ADAMTS1 se compara con una referencia seleccionada del nivel de
metilacion presente en una muestra de control obtenida de un paciente que no tiene una neoplasia, un nivel inicial
de metilacién presente en una muestra biolégica derivada de un paciente, antes de, durante o después del
tratamiento para una neoplasia o una curva estandarizada.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método in vitro para detectar o caracterizar cancer de pulmoén o colon
en una muestra derivada de un sujeto, comprendiendo el método detectar la metilacion de un gen BNC1T y
ADAMTS1, en donde la deteccion de la metilacion detecta o caracteriza cancer de pulmoén o colon en el sujeto y que
comprende ademas detectar una alteracion en la secuencia o el nivel de expresion de un gen o polipéptido Brcat,
Brca2, p16, K-ras, APC, EGFR (pulmén) ylo EML-ALK4, en donde el nivel de metilacion presente en el promotor del
gen BNC1 y ADAMTS1 se compara con una referencia seleccionada del nivel de metilacion presente en una
muestra de control obtenida de un paciente que no tiene una neoplasia, un nivel inicial de metilacién presente en
una muestra biolégica derivada de un paciente, antes de, durante o después del tratamiento para una neoplasia o
una curva estandarizada. En otra realizacion, se identifica que el sujeto tiene propensioén a desarrollar una neoplasia
(p. €j., se identifica como fumador, tiene polipos o adenomas de colon o antecedentes familiares de cancer).

En otro aspecto, la invencién proporciona un método in vitro para detectar o caracterizar cancer pancreatico en una
muestra de suero o plasma derivada de un sujeto, comprendiendo el método detectar la metilacion del gen BNC1 y
ADAMTS1, en donde la deteccion de la metilacién detecta o caracteriza cancer pancreatico en el sujeto,
comprendiendo ademas la etapa de detectar una alteracion en la secuencia o la expresion de un gen o polipéptido
Brca1, Brca2, p16, K-ras, APC, PalB2 y/o DPC4 con relaciéon a una referencia, en donde el nivel de metilacion
presente en el promotor del gen BNC1 y ADAMTS1 se compara con una referencia seleccionada del nivel de
metilacion presente en una muestra de control obtenida de un paciente que no tiene una neoplasia, un nivel inicial
de metilacién presente en una muestra biolégica derivada de un paciente, antes de, durante o después del
tratamiento para una neoplasia o una curva estandarizada. En otra realizacion, el método implica ademas obtener
imagenes del sujeto y localizar el cancer. En una realizacion, se identifica que el sujeto tiene propensién a
desarrollar un cancer pancreatico (p. €j., se identifica como fumador, tiene una mutacién Brcal o Brca2, un quiste
pancreatico, pancreatitis cronica o antecedentes familiares de cancer).

También se describe un método para el seguimiento de un sujeto diagnosticado de una neoplasia, implicando el
método detectar una alteracion en el nivel de metilacién del promotor en un gen BNC1 y ADAMTS1 en una muestra
de sujeto con relaciéon a una referencia, donde un nivel alterado indica una gravedad alterada de neoplasia en el
sujeto. En una realizacion, la referencia es el nivel de metilacion presente en una muestra previamente obtenida del
sujeto; es un nivel inicial de metilacion presente en una muestra procedente del sujeto obtenida antes de la terapia; o
es el nivel de metilacion presente en una muestra de paciente normal. En otra realizacion, un nivel de metilacion
disminuido con relacion a una referencia indica una gravedad reducida de la neoplasia, y un nivel de metilacion
incrementado con relacion a una referencia indica una gravedad incrementada de la neoplasia.

También se describe un método para seleccionar un tratamiento para un sujeto diagnosticado de una neoplasia,
implicando el método detectar la metilacion de un gen BCN1 y ADAMTS1, donde la deteccion de la metilacion indica
que se debe seleccionar terapia epigenética para el tratamiento de dicho sujeto. En una realizacién, la terapia
epigenética se selecciona del grupo que consiste en entinostat, SAHA (suberoilanilida de acido hidroxamico),
depsipéptido, azocitidina y desazocitidina.

También se describe un estuche para el analisis de la metilacién de un promotor, implicando el estuche al menos un
cebador capaz de distinguir entre secuencias promotoras de BNC1 y ADAMTS1 metiladas y no metiladas. En una
realizacion, el estuche contiene ademas un par de cebadores para amplificar la secuencia promotora de un gen de
referencia. En otra realizacion, el estuche contiene ademas una sonda detectable, donde la sonda es capaz de
unirse a la secuencia promotora. En otra realizacion mas, la sonda se detecta mediante fluorescencia, mediante
autorradiografia, mediante un inmunoensayo, mediante un ensayo enzimatico o mediante un ensayo colorimétrico.

En otras realizaciones de los aspectos anteriores, la muestra biolégica es una muestra de tejido o fluido biolégico (p.
€j., de sangre, suero, plasma, orina, jugo pancreatico, fluido de quiste pancreatico o lavado pulmonar). La referencia
es el nivel de metilaciéon presente en el promotor en una muestra de control. En otras realizaciones, la muestra de
control se deriva de un sujeto sano. En otras realizaciones adicionales, la metilacién se detecta mediante PCR
cuantitativa especifica para metilacion (QMSP). En otras realizaciones, se cuantifica el nivel de metilacion o se
cuantifica la frecuencia de metilacion. En otras realizaciones adicionales, se cuantifican los niveles de metilacion de
los promotores de BNC1 y ADAMTS1. En otras realizaciones adicionales, el método da como resultado al menos
50% - 100% (p. €j., 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%) de sensibilidad. En otras realizaciones adicionales, se
identifica que el sujeto tiene propensién a desarrollar una neoplasia (p. €j., es fumador, tiene una mutacién Brca1 o
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Brca2, un quiste pancreatico, pancreatitis crénica, presencia de pdlipos o adenomas de colon o antecedentes
familiares de cancer). En diversas realizaciones, el método implica ademas detectar una alteracion en la secuencia o
el nivel de expresion de un gen o polipéptido Brcat, Brca2, p16, K-ras, APC, PalB2, DPC4, EGFR ylo EML- ALK4.
En otras realizaciones adicionales, la alteracién es una alteracién de secuencia o una alteracion en el nivel de
expresion. En otras realizaciones adicionales, el sujeto es un paciente humano. En diversas realizaciones de los
aspectos anteriores, la metilacion se detecta o se cuantifica por la metilacion sobre cuentas o PCR cuantitativa
especifica para la metilacion.

La invencion proporciona métodos para detectar o caracterizar una neoplasia en una muestra bioldgica de un sujeto,
comprendiendo el método detectar la metilacion de un promotor de los genes BNC1y ADAMTST.

Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente tienen el significado
comunmente entendido por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Las siguientes referencias
proporcionan a un experto una definicion general de muchos de los términos usados en esta invencion: Singleton y
cols., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (22 ed. 1994); The Cambridge Dictionary of Science and
Technology (Walker ed., 1988); The Glossary of Genetics, 5% Ed., R. Rieger y cols. (eds.), Springer Verlag (1991); y
Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). Segun se usan en la presente, los siguientes
términos tienen los significados asignados a ellos posteriormente, a menos que se especifique otra cosa.

Por "gen BNC1" se entiende un polinucledtido que codifica un polipéptido BNC1. Una secuencia nucleotidica del gen
BNC1 ejemplar esta disponible publicamente en GeneBank N°: NM_001717. Una secuencia ejemplar se proporciona
posteriormente.
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Por "promotor de BNC1" se entiende una secuencia polinucleotidica suficiente para dirigir la expresion de una
secuencia codificante de BNC1. La secuencia de un promotor de BNC171 ejemplar (BNC1 en chr15:81715659-
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attgagtcca
gagactgagce
gaacactact
cagcagcegee
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81744472) se proporciona posteriormente:
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aatgtgattt
gacaccagtg
ttggataaga
gcattttcag
ttttgagacc
aggtctcata
ttgttaattc
ttaaataatg
gtggtgtttg
cagadcaagt
actctgttct
gtacatattc
ggatccctea
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ccaaagtgaa
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Region promotora de BNC1 1 kb aguas arriba del Exén 1

gtttecttttcaaggatcoccaccagcagcaaggcagygtggaagaaactg
agggaagaggaagcaggacceccgecgecceeoccagtctagectttacag
acteccttttaaggagctgaagaggttgggagaggcttgocectgececccgygg
gcagcagaaacccgggegetgetgecageagetgtgggecgatctecgteag
ctcectgggectecaggatecectgeggestecageccectecgegtctactcteg
gggccaccacctcoccagttggettctoccagggeacttcatttecattecegte
cctagcatcrcaataagacgcgaaaaacttaatcccatittacaactgaag
ccactgaggcecccagagagcaaagecatttgtectgggaaagtggtcaage
tgggactttgactcttcagaccacccaagggaaggggtgtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgtgtgcgtgtgcggtggggggcgettgttttgagttcttaag
aaaacctcctggegaccccecttcttecacatceccaagacgetegteccge
actttctcgggaatgaggtttcectgcaggegagggeggegetgecttette
ctecgeggeagtgagacceecgagggegecccagggtaggaggggaggeeyg
aatcatctcctgagaagagcgecagagaacttcagagegtttogeeette
cccgggagaggceaaacaccgacacgtetgtgtettttaccaacaagtgee
ttcaagcccggocgggggoagacacctecegegooggecgoccggcgaggttet
ccgeggtectgegggggecacggcctecgectcagetgegetgatttaggge
gttatccggtcocceggggegggaggeggectocoocgggoggecgaagcagege
ccgeggegtggggegaccgegeggtgggocggaggggcagggggagggygcg
gagaggcgtccoccggggogcagggggegggegtgcgggecacacgeggtge

Exén 1 de BNC1

GCGGCGGEGEGGELGGECCATCGTGCTGCGCAGCCTGGEGELGCTTGGGEGEAGCCGL
CCACTICGCCGGGTCGCGCCCCGACGGCCGGAGCGTGGATGCGGLGGLGEC
CCGCCGAGCCGGEGCEGACGLCGEGGLCGGLCCEBGECCCGGEGAGALCGLGBLLG
GCAGCCCCGGCACCGCAGCGGTCGCAGGATGGLCGAGgtaagecgecggege

Por "gen de ADAMTST" se entiende una secuencia polinucleotidica que codifica una proteina ADAMTS1. Una
secuencia del gen ADAMTS1 ejemplar esta disponible publicamente en GeneBank N° NM_006988. Una secuencia
del gen ADAMTS1 ejemplar se proporciona posteriormente:
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901

961
1021
1081
1141
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1981
2041
2101
2161
2221
2281
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264L
27031
2761
2821
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2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

gcactcgcetg
acggagaggyg
aggggcgcecea

ttgteoccage
aagaaaaact
ttcggetgta
aatccagagce
gtgcgetgcet
tcggaaggeg
gctttgggece
cactcgggceyg
cgggacacgg
tgcggeccga
ccgggtecga
tgaatggega
tctacctget
ccacegeoge
atcggcaggy
ggaaagcgga
ggtcgecgea
gaaagaagcyg
cgatggcaga
cagccagatt
tcttggtcat
tgcggaactt
actatgacac
ctecttgggat
aagatgatgg
tgccacatga
tgatggecgtce
acatgattac
atcccataca
agtttacatt
tgtggtgtac
cggatggeac
ccgacagaaa
gagactgttce
cagtcccaaa
accttgagga
acaacgagtt
acgctggegt
acttcttegt
ctgtctgtgt
agaagtttga

gatcagttac-

craacatcga
ccatcaaage
agcaagacat
dadgaattcg
gcaatgcect
tcaatgctat
catgtgaatt
cttccgagtyg
geccccagtg
aaaaaagaag
atcctttaaa
tggtttaagt
agcaagaagg
ggtgggatta
aaatttgata
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gaaagegget
gagagccctg
ggcaccaatc

agagccacte
tccecgegege
geeggetetg
aggccaacyga
acgagcggtg
caagctgggce
cgtacccacyg
ceectecgag
gaccacgcge
cagcagcttt
gacgccgett
tccecagetcg
9999g9aggcyg
cccaggggag
cgacgtcgge
gaccgaagac
ggacccggea
atttgtgtce
attccacgge
gtacaaacac
ccacgatgaa
ttgcaactgg
agcaattett
ggctgatgtt
tttacaaget
tgatgcaaag
aatgctttce
atcatttctg
gctcecagge
tggggaggac
cggecacctcet
cagctgtgga
gcattttgat
gagaacgtgc
gaatggaggg
ctgtccagac
ttcaaaagct
ctcaccaaag
tttgecagece
gcaaggacag
taaatgtggt
tagtgcaaaa
agtgaaacag
tgctgatggce
tatgtacaaa
cagctttage
tcgacctaaa
ceeeactttt
gggttggcag
tgcaaaggaa
gcagetgggg
cttgaagtgt
gaaacctaaa
ggtgttagcet
ctggagggat
tgggggtaga
ggatagttay

ccgageecagyg
agcagagtga
tccgegttge

tgecctgegee
cggcagaact
cgcgecctte
ggctttgectco
tctectgggyg
agcgacatgg
ctgctgectge
gaggacygagg
ctcegeetge
ttggcgeeccg
ccggaaaccyg
gctgecgecce
tatttcatcce
aagccgeegg
ggcacgtgcg
gaggacgaag
ctgcaaggcg
agtcaccgct
agtggtctaa
cccagcatte
cagaaggggc
cagaagcagc
ttcaccagac
ggaactgtgt
gcecttcacca
cagtgtgecca
aacctggacc
gataatggte
gatctececty
tccaaacact
ggtggggtgce
gaagggaaat
acgectttte
ggtggaggag
aagtactgtg
aataatggaa
tcectttggga
gacaggtgca
aaggttgtag
tgtgtaaaag
gtttgegggyg
cctggatatce
cggaaccaga
acatatattc
ggtgttgtct
cctctcaaag
attaaataca
tcagcatggy
agaagactgg
gtgaagccag
gagtggtcat
ctgtceccatyg
catttcatag
ttgagggcaa
ccagegtate
tagaaaagga
tgaggattat

ggctattgea
gcaacatcge
ctcagccccg

tgccteoteag
gcagecgecte
caacgaataa
tcececgacceg
ctcraatgea
ggaacgcgga
tcgecgegge
agctagtggt
acgecctttga
gcttcacget
acctggcgea
tcagcctctg
agcecgetgece
caccactaca
gggtcgtgga
ggactgaggg
taggacagcc
atgtggaaac
agcattacct
gtaattcagt
cggaagtgac
acaacccacc
aggacttgtg
gtgatccgag
cagcccatga
gececttaatgg
acageccagcee
atggggaatg
gcacctcgta
gececgatge
tggtgtgtca
ggtgtatcaa
atggaagctg
tccagtacac
aaggcaaacqg
aaacctttag
gtgggcctge
agctcatctg
atggtactcc
ctggttgtga
gaaatggatc
atgatatcat
ggggatccag
ttaatggtga
tgaggtacag
agccettgac
cctacttegt
tcattgaaga
tagaatgccg
ccagcaccag
catgttctaa
atggaggggt
acttttgeac
ggcaaagtga
ttgccagtaa
gttgaatcat
taacctectga

aagccagggt
agccaaggcg
gaggcgcecec

tgtcteccaac
cttttagtga
tagaaattgt
aactaaaggt
gcgagetgtyg
gcgggctccg
gctactggee
gccggagetyg
ccageagetyg
ccagaacgtg
ctgcttctac
cgagggcgtg
cgccgecage
gttcecaccte
cgacgageee
cgaggacgaa
cacaggaact
catgcttgtg
tctcacgttg
tageccectggtg
ctccaatget
cagtgaccqgyg
tgggtcccag
cagaagctgce
attaggccac
tgtgaaccag
ttggtctect
tttgatggac
cgatgccaac
agecageaca
aaccaaacac
cggcaagtgt
gggaatgtgg
gatgagggaa
agtgecgetac
agaggaacaa
ggtggaatgyg
ccaagccaaa
atgtagccca
tcgecatcata
tacttgtaaa
cacaattcca
gaacaatggc
ctacactttg
cggctectet
catccaggtt
aaagaagaag
gtggggcgaa
agacattaat
accttgtgcea
gacctgtggg
gttatctcat
aatggcagaa
ggaagggctg
ccagtgaggt
cagagtaaac
gcagtgatat

gegetaccgg
gaggccgaayg
agagcgcttce

tttagcgctag
ctcegggage
taattttaac
ccetogotee
cccgaggggt
gggtctegga
gtgtcggacy
gagcgegccce
gatctggage
gggcgcaaat
tcecggeaceg
cgcggegect
gagcgcecteg
ctgecggegga
cggccgactg
ggggctcagt
ggaagcataa
gcagaccagt
ttttcggtgg
gtggtgaaga
gccecteactce
gatgcagagc
acatgtgata
tccgtecatag
gtgtttaaca
gattceccaca
tgcagtgect
aagcctcaga

‘cggeagtgec

tgtagcacct
ttcecegtggg
gtgaacaaaa
gggecitggyg
tgtgacaacc
agatcctgta
tgtgaagcac
attcccaagt
ggcattggcet
gattccacct
gactccaaaa
aaaatatcag

actggageca

agctttctig
tccaccttag
gcggcattgy
cttactgtgg
aaggaatctt
tgttctaagt
ggacagcctg
gaccatccet
aagggttaca
jgagagctgtg
tgcagttaag
gtgcagggaa
gtatcagtaa
tgccagttge
agcataataa



3601
3661
3721
3781
3841
3501
3%61
4321
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4361
4621

agceccegggce
aaagcaattg
tacttagtat
cctgttttac
cecagcactgt
attaaaactt
ggcttcctet
aaaaacaact
aagcattaga
tttetttect
tcatgaaaat
tagaacagag
gctgaggggt
ctgttecaget
tataaattac
ttagtaataa
acttttaaat
tgttactaga

ES 2 581 594 T3

attattatta
tcaaaaaaag
catgggggtt
tittacctcac
ttatggctge
cagattgttc
ttecetttett
ccatgtattt
tgctggtaaa
accatgtaac
cagtacaatc
tceccacaggt
agcaggtcca
cttectgtgag
atgtacttta
atgcctataa
tatatcgett
aataaaagaa

ttatttecttt
ttagaactat
gggaaatgaa
taacaatggg
tatggtttca
aacatgagag
ggaccatctc
attcaagtgc
agctagagga
cetgetttgy
acacaaggag
ttggggacat
tcteccageay
aatatgattt
taagtattgg
taacatattt
ttgtggaagt
cacttttgga

tgttacatct
tacaacccct
aagtaggaga
gggagaaagg
gagaatgttt
aaaggctcag
agtctttatt
attaaagtct
gacacaatga
gaatatggat
gatgaaacgc
tgagatcact
ctggtccaac
tttccatatg
tttgggtgtt
atttttatac
gcatataaaa
aaaaaaaaaa

attacaagtt
gtttcctggt
aaagtgagat
agtacaaata
atacattatt
caacgtgaaa
tgtgtaattc
acaatggaaa
gcttagtacce
gtaaagaagt
cggaacaaaa
tgtcttgtgg
agtcgtatcc
tatatagtaa
ccttccaaga
atttatttcet
tagagtattt
aaaaaaaaaa

tagaaaaaac
acttatcaaa
tttactaaga
ggatctttga
tctaccgaga
taacgcaaat
attttgagga
aaaagcagtyg
tccaacttce
aacttgtgtc
atgaggtgtg
tggggaggcet
tggtgaatgt
aatatgttac
aggactatag
aatgaaaaaa
atacaatata

Por "promotor de ADAMTS1" se entiende una secuencia polinucleotidica suficiente para dirigir la expresion de una
secuencia codificante de BNC1. La secuencia de un promotor de AdamTS71 ejemplar (ADAMTS1 en
chr21:27130477-27139599) se proporciona posteriormente:

Region promotora de ADAMTS1 1kb aguas arriba del exén 1

atttcecttetttccoccecctectgecacgettgectageccecagegategetget
ggcccccecgggtaggaaagtggggttectggecgtttetgegacgetggee
tagggcttgcagctgectgttgagtgaaagcacgcagactggegggageceg
atcatttctcgaatgaagaagaaaaagcgceaattecctecttatgeteta
gggaattgagecgegteccagatcacccattecagaaatgtgaaaceyggy
ccctcacaaagtcgtctcoctggtgaagaggtggegtgeggggtgggggttyg
gtggagggtgaaggcataagcaaacatattttaaaatccagategtagga
agtgtcacctggecccctcaccecaggeatgctttetgggggaagegecaggy
ccaagctttccecctagaaaagctggggegaagagagagcaggecggeggceta
aggagctectggeaggctgggaagotggagaagtogggtgaggtattttt
ctagaaagtgtagecctagetcatctectagattggggaagagggaactg
agggaggagggaaggagacccagggcagetecaggatagggaaatgttga
agaagggactgcgttcteccaaccgaacccteocctectgggaaccgecagee
cagcgcggtaactgagttaccgeaaccgggeggtggggagygaagggtggt
ccaggaaaccggcgagggagaaaagcggtggaagggagagtcttctcecct
ggagcggceeccagcagtacaaagtgcectggtecacagegccecttecgeccee
tagattgacgagcagtyggcgtggagecagegeggaggctgeccecteeee
ctcccgageccgecagecgeggagecgeggtttagcaccaacggagecggggg
cggcgtetttgggatggaaaagggccaaaggggaggagtggggtgggggt
gggggtttcactggtccactataaaaggaccgectcggctgeccggttett

Exén 1 de ADAMTSA1

GCACTCGCTGGAARGCGGCICCGAGCCAGGGGCTATTGCAARAGCCAGGET
GCGCTACCGGACGGAGAGGGGAGAGCCCTGAGCAGAGTGAGCAACATCGC
AGCCAAGGCGGAGGCCGAAGAGGGGCGCCAGGCACCAATCTCCGLGTIGE
CTCAGCCCCGGAGGCGCCCCAGAGCGCTTCTTGTCCCAGCAGAGCCALCTC
TGCCTGCGCCTGCCTCTICAGTGTCTCCAACTTITGCGUTGGAAGAAARACT
TCCCGCGCGCCGGCAGAACTGCAGCGCCTICCTTTITAGTIGACTCCGGGAGT
TTCGGCIGTAGCCGGLTCTGCGCGCCCTTCCARCGRAATAATAGAARTTST
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TAATTTTAACAATCCAGAGCAGGCCAACGAGGCTTIGCTCTCCCGACCCG
BACTARAAGGTCCCTICGCTICCGTIGCGUTGCTACGAGLGGTGTCTCCTGLGE
CTCCAATGCAGCGAGCIGTGCCCGAGGGETICGGAAGGLGCAAGCTGGGC
AGCGACATGGGGARCGCGGAGCGEGCTCCGLEGICTCGGAGCTTTGGGCC
AGTACCCACGCTGCTGCTGCTCGCCGCGGCGCTACTGGLCGTGTCGGALG
CACTCGGGCGCCCCTICCGAGGAGGACGAGGAGCTAGTGGTGCCGGAGLTG
GAGCGCGUCCCGEGACALGGGACCACGLGCLCTICCGCCTGCACGLCTTIGA
CCAGCAGCTIGGATCTIGGAGCTGCGGLCCCGACAGCAGCTTTTTIGGCGCCCG

GCTTCACGCTCCAGAACGTGGGGCGLCARATCCGGGTCCGAGACGLCGLTT

Por "alteracion" se entiende un incremento o una disminucién. Una alteracion puede ser tan poco como 1%, 2%, 3%,
4%, 5%, 10%, 20%, 30%, o en 40%, 50%, 60%, o incluso tanto como 75%, 80%, 90% o 100%. Una alteracién puede
ser una cambio en la secuencia con relaciéon a una secuencia de referencia p un cambio en el nivel de expresion, la
actividad un marcador epigenético (p. ej., metilacion de un promotor o alteraciones de histonas).

Por "muestra biolégica" se entiende cualquier tejido, célula, fluido u otro material derivado de un organismo.

En esta divulgacién, "comprende”, "que comprende", "que contiene" y "que tiene" y similares pueden tener el
significado asignado a ellos en la ley de patentes de EE. UU. y puede significar "incluye", "que incluye" y similares;
"que consiste esencialmente en" o "consiste esencialmente" tiene asimismo el significad asignado en la ley de
patentes de EE. UU. y el término es abierto, permitiendo la presencia de mas de lo que se cita con tal de que las
caracteristicas basicas o nuevas de lo que se cita no se cambien por la presencia de mas de lo que se cita, pero

excluye realizaciones de la técnica anterior.
"Detectar" se refiere a identificar la presencia, la ausencia o la cantidad del analito que se va a detectar.

Por "agresividad clinica" se entiende la gravedad de la neoplasia. Las neoplasias agresivas son mas propensas a
metastatizarse que las neoplasias menos agresivas. Aunque los métodos de tratamiento conservativos son
apropiados para las neoplasias menos agresivas, las neoplasias mas agresivas requieren regimenes terapéuticos
mas agresivos.

Por "control" se entiende un estandar de comparacion. Por ejemplo, el nivel de metilacién presente en un promotor
en una neoplasia se puede comparar con el nivel de metilacion presente en ese promotor en un tejido normal
correspondiente.

Por "diagndstico" se entiende cualquier método que identifique la presencia de una afeccién patoldgica o caracterice
la naturaleza de una afeccion patoldgica (p. €j., una neoplasia). Los métodos diagndsticos difieren en su sensibilidad
y especificidad. Aunque un método diagnéstico particular no pueda proporcionar un diagnéstico definitivo de una
afeccion, es suficiente si el método proporciona una indicacion positiva que ayude en el diagndstico.

Por "frecuencia de metilacion" se entiende el niumero de veces que un promotor especifico se metila en un nimero
de muestras.

Por "metilacién incrementada" se entiende un cambio positivo detectable en el nivel, la frecuencia o la cantidad de la
metilacion. Tal incremento puede ser en 5%, 10%, 20%, 30%, o en tanto como 40%, 50%, 60%, o incluso en tanto
como 75%, 80%, 90% o 100%. En ciertas realizaciones, la deteccién de cualquier metilacién en un promotor de
AdamTS1y BNC en una muestra de sujeto es suficiente para identificar que el sujeto tiene una neoplasia, una lesion
precancerosa o propensiéon a desarrollar una neoplasia.

Por "polinucledtido aislado" se entiende un acido nucleico (p. €j., un ADN) que esta libre de genes que, en el
genoma presente en la naturaleza del organismo del que se deriva la molécula de acido nucleico de la invencion,
flanquean el gen. Por lo tanto, el término incluye, por ejemplo, un ADN recombinante que esta incorporado en un
vector; en un plasmido o virus que se replica autbnomamente; o en el ADN gendmico de un procariora o eucariota; o
que existe como una molécula separada (por ejemplo, un ADNc o un ADNc gendémico o fragmento de ADNc
producido mediante PCR o digestion con endonucleasas de restriccion) independiente de las otras secuencias.
Ademas, el término incluye una molécula de ARN que se transcribe a partir de una molécula de ADN, asi como un
ADN recombinante que es parte de un gen hibrido que codifica una secuencia polipeptidica adicional.

Por "nivel de metilacion" se entiende el nimero de alelos metilados. El nivel de metilacion se puede representar
como la metilacién presente en un gen diana/gen de referencia x 100. Cualquier relacion que permita que el experto
distinga tejido neoplastico de tejido normal es util en los métodos de la invencion. Un experto en la técnica aprecia
que el valor de corte se selecciona para optimizar tanto la sensibilidad como la especificidad del ensayo. En ciertas
realizaciones, meramente detectar la metilacion del promotor de los genes BNC1 y AdamTS1 en una muestra
biolégica de un sujeto es suficiente para identificar que el sujeto tiene cancer, una lesion precancerosa o que tiene
propensioén a desarrollar cancer.
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Por "perfil del marcador tumoral" se entiende una alteracion presente en una muestra de sujeto con relacién a una
referencia. En una realizacién, un perfil de marcador tumoral incluye la metilacién de un promotor de los genes
BNC1y AdamTS1, asi como mutaciones presentes en Brca1, p16, K-ras, APC, PalB2, DPC4, EGFR, EML- ALK4 u
otro marcador conocidos en la técnica.

Por "sensibilidad" se entiende el porcentaje de sujetos con una enfermedad particular que se detecta que tienen la
enfermedad. Por ejemplo, un ensayo que detecta 98/100 de carcinomas tiene 98% de sensibilidad.

Por "gravedad de la neoplasia" se entiende el grado de patologia. La gravedad de una neoplasia se incrementa, por
ejemplo, a medida que se incrementa el estadio o el grado de la neoplasia.

Por "especificidad" se entiende el porcentaje de sujetos sin una enfermedad particular que dan negativo en la
prueba.

Por "neoplasia" se entiende cualquier enfermedad que esté provocada por o dé como resultado niveles de division
celular inapropiadamente altos, niveles de apoptosis inapropiadamente bajos o ambos. Por ejemplo, el cancer es un
ejemplo de una neoplasia. Ejemplos de canceres incluyen, sin limitacion, cancer pancreatico, incluyendo células de
los islotes y adenocarcinomas, canceres duodenales, colangiocarcinomas, tumores ampollares, leucemias (p. €j.,
leucemia agua, leucemia linfocitica agua, leucemia mielocitica aguda, leucemia mieloblastica aguda, leucemia
promielocitica aguda, leucemia mielomonocitica aguda, leucemia monocitica aguda, eritroleucemia aguda, leucemia
cronica, leucemia mielocitica crénica, leucemia linfocitica cronica), policitemia verdadera, linfoma (enfermedad de
Hodgkin, enfermedad no hodgkiniana), macroglobulinemia de Waldenstrom, enfermedad de las cadenas pesadas, y
tumores solidos tales como sarcomas y carcinomas (p. ej., fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma,
condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma
colorrectal, cancer de mama, cancer ovarico, cancer de prostata, carcinoma de células escamosas, carcinoma de
células basales, adenocarcinoma, carcinoma de las glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebaceas,
carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, carcinomas neuroendocrinos, cistadenocarcinoma, carcinoma
medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de los conductos biliares,
coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilm, cancer de cuello uterino, cancer uterino, cancer
testicular, carcinoma pulmonar, carcinoma pulmonar microcitico, carcinoma de la vejiga urinaria, carcinoma epitelial,
glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma
acustico, oligodenroglioma, schwannoma, meningioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma). Se considera
que los trastornos linfoproliferativos también son enfermedades proliferativas.

Por "periodico” se entiende a intervalos regulares. El seguimiento periddico del paciente incluye, por ejemplo, un
esquema de pruebas que se administran diariamente, bisemanalmente, bimensualmente, mensualmente,
bianualmente o anualmente.

Por "promotor" se entiende una secuencia de acido nucleico suficiente para dirigir la transcripcion. En general, un
promotor incluye, al menos, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 400, 500, 750, 1.000, 1.500 o 2.000
nucledtidos aguas arriba de una secuencia codificante dada (es decir aguas arriba de la secuencia codificante para
los polipéptidos BNC1 y ADAMTS1).

Por "marcador" se entiende cualquier proteina o polinucleétido que tenga una alteracion en la metilacion, el nivel de
expresion o la actividad que esta asociada con una enfermedad o un trastorno.

Por "reduce" se entiende una alteracion negativa de al menos 10%, 25%, 50%, 75% o 100%.

Por "referencia" se entiende un estado estandar o de control. Referencias ejemplares incluyen un valor inicial de la
metilacion presente en un sujeto de control sano o una curva estandarizada.

Una "secuencia de referencia" es una secuencia definida usada como una base para la comparacién de secuencias.
Una secuencia de referencia puede ser un subgrupo de o la totalidad de una secuencia especificada; por ejemplo,
un segmento de un ADNc o una secuencia génica de longitud completa, o el ADNc o la secuencia génica completos.
Para los polipéptidos, la longitud de la secuencia polipeptidica de referencia tendra generalmente al menos
aproximadamente 16 aminoacidos, preferiblemente al menos aproximadamente 20 aminoacidos, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 25 aminoacidos, y aun mas preferiblemente aproximadamente 35
aminoacidos, aproximadamente 50 aminoacidos o aproximadamente 100 aminoacidos. Para los acidos nucleicos, la
longitud de la secuencia de acido nucleico de referencia sera generalmente al menos aproximadamente 50
nucledtidos, preferiblemente al menos aproximadamente 60 nucledtidos, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 75 nucleétidos, y aun mas preferiblemente aproximadamente 100 nucledtidos o aproximadamente
300 nucledtidos o cualquier nimero entero cercano o entre los mismos.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 581 594 T3

Por "sujeto" se entiende un mamifero, incluyendo, pero no limitado a, un ser humano o un mamifero no humano, tal
como un bévido, un équido, un canido, un évido o un felino.

Se entiende que los intervalos proporcionados en la presente son abreviados para la totalidad de los valores dentro
del intervalo. Por ejemplo, se entiende que un intervalo de 1 a 50 incluye cualquier ndmero, combinacién de
numeros o subintervalo del grupo que consiste en 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50.
Segun se usan en la presente, los términos "tratar", "que trata", "tratamiento” y similares se refieren a reducir o
mejorar un trastorno y/o sintomas asociados con el mismo. Se apreciara que, aunque no se excluye, tratar un
trastorno o una afecciéon no requiere que el trastorno, la afeccién o los sintomas asociados con los mismos se
eliminen completamente.

A menos que se indique especificamente o sea obvio a partir del contexto, segun se usa en la presente, se entiende

que el término "0" es inclusivo. A menos que se indique especificamente o sea obvio a partir del contexto, segun se

usa en la presente, se entiende que los términos "un(a)", "uno" y "el(la)" son singulares o plurales.

A menos que se indique especificamente o sea obvio a partir del contexto, segin se usa en la presente, el término
"aproximadamente" se entiende como dentro de un intervalo de tolerancia normal en la técnica, por ejemplo dentro
de 2 desviaciones estandar de la media. Aproximadamente se puede entender como dentro de 10%, 9%, 8%, 7%,
6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0.5%, 0,1%, 0,05% o 0,01% del valor indicado. A menos que quede clara otra cosa del
contexto, todos los valores numéricos proporcionados en la presente estan modificados por el término
aproximadamente.

Cualesquiera métodos proporcionados en la presente se pueden combinar con uno o mas de cualquiera de los otros
métodos proporcionados en la presente.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A, 1B y 1C muestran un diagrama esquematico, un gel y un grafico de barras, respectivamente. La
Figura 1A ilustra un esquema que es una representacion por etapas del método de cribado usado para identificar
biomarcadores epigenéticos. La Figura 1B ilustra los resultados del analisis de metilacion de 8 genes especificos de
cancer en lineas celulares de cancer pancreatico. M=sefial de metilacion; U=sefal no metilada. VD= ADN metilado
in vitro. ddH,O=control de agua sin afadir ADN. La Figura 1C es un grafico de barras que presenta las frecuencias
de metilacion de los 8 genes en una serie de pacientes con cancer pancreatico procedentes de JHU (fase 1-4;
n=143), junto con una serie de pancreas normales procedentes de pacientes no cancerosos (n=4) y una serie de
neoplasia intraductal pancreatica (PanIN) (n=20 que varia de Pan IN 1-3).

Las Figuras 2A, 2B y 2C ilustran geles de metilacion de promotores y los correspondientes graficos de barras, un
diagrama de metilacion de CpG y un esquema que ilustra una tecnologia de metilacion sobre cuentas (MOB),
respectivamente. La Figura 2A muestra silenciar los genes BNC1 y ADAMTS1 en lineas celulares de cancer
pancreatico mediante un analisis de PCR especifica para metilacion (MSP) de las regiones promotoras de los genes
BNC1y ADAMTS1 (panel superior que ilustra bandas de gel) y la correlacion de la metilacion del promotor con la
expresion génica mediante RT-PCR cuantitativa) en lineas celulares de cancer pancreatico (panel inferior que
muestra datos en un formato de grafico de barras. M=sefial de metilacion; U=sefial no metilada. VD= ADN metilado
in vitro. La expresion por RT-PCR en tiempo real se muestra como cambio en nimero de veces + EE con relacion a
células tratadas simuladamente durante tratamientos con 5-aza-desoxicitidina (DAC) 5 uM y Trichostatin A (TSA)
300 nM. La Figura 2B muestra los resultado del analisis de secuenciacion con bisulfito de islas de CpG en la region
promotora del gen BNC1. La region promotora de BNC1 se ilustra como una linea, con regiones CpG indicadas
como barras verticales. TIS indica el sitio de inicio de la transcripcion. Localizacion de sitios de CpG (cebadores de
bisulfito (BST): regidon aguas arriba desde -331 hasta +36 con relacion al sitio de inicio de la transcripcion). Analisis
por secuenciacion con bisulfito del gen BNC1 en Panc1 (linea celular de cancer pancreatico), tejido de pancreas
normal, tumores primarios pancreaticos y HCT116 (DNMT1/3b-/-) como un control negativo. Los circulos abiertos y
rellenos representan sitios CpG no metilados y metilados, respectivamente, y cada fila representa un clon individual.
La Figura 2C muestra la ilustracion por etapas del nanoensayo usado para detectar la metilacion en suero. La
extraccion y la conversion con bisulfito de ADN se llevan a cabo usando metilacién sobre cuentas (MOB). El ADN se
eluye usando tampén de PCR y se amplifica usando cebadores modificados por MSP y NTP etiquetados con
fluoréforos. Las muestras se analizan usando MS-qFRET o electroforesis en gel.

La Figura 3 ilustra graficas que muestran los resultados del analisis por MSP cuantitativo (QMSP) de BNCI y
ADAMTS1 usando PCR en tiempo real. La Figura 3 muestra una frecuencia estadisticamente incrementada de la
metilacion cuando se compara tejido de pancreas normal con canceres invasivos. La Figura 3 también muestra que
la metilacion de BNC1 se podia detectar en las fases mas tempranas de la carcinogénesis pancreatica (p. ej. PanIN)
en comparacion con la metilacion de ADAMTS1. Pancreas normal (n=4 tejidos normales, n=10 tejidos normales
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circundantes) y muestras de pancreatitis (n=30), PanIN (n=20) y tumor (fase 2; n=12), respectivamente. La MSP en
tiempo real se muestra como un cambio en el niUmero de veces para la sefial metilada con relacion a la sefial no
metilada. En el analisis de MSP, se muestran para cada muestra sefales para ADN no metilado (U) y metilado (M).
La barra horizontal indica la media.

Las Figuras 4A, 4B y 4C muestran ensayos de formacion de colonias, cuadros y graficos de barras de Panc1, y
cuadros y graficos de barras de MIA-PaCa2, respectivamente. La Figura 4A muestra la formacion de colonias por
células Panc1 y MIA-PaCa2 transfectadas con pcADN3.1 o BNC7-pcADN3.1 y desarrolladas durante 2 semanas en
medio que contiene G418. Los resultados se representan como los nimeros de colonias medios con relacién a
transfectantes de pcADN3.1 en tres experimentos independientes (Panc1; *p=0,0275, MIA-PaCa2; *p=0,0294). La
Figura 4B muestra graficos que resumen un ensayo de proliferacion celular en células Panc1, mientras que la Figura
4C muestra datos analogos para células MIA-PaCa. Las Figuras 4A y 4B se dividen cada una en un panel derecho,
un panel medio y un panel izquierdo, que ilustran datos pertinentes para células Panc1 y MIA-PaCa,
respectivamente. Panel derecho: células Panc1 transfectadas con BNC1 (BNC1-pcADN3.1) se compararon con
células de control transfectadas con vector vacio (pcADN3.1). Los resultados se presentan como en numero medio
de células en tres experimentos independientes diferentes (Panel; *p=0,0469; 72 h, **p=0,0086; 96 h: MIA-PaCa2,
*p=0,0469; 48 h, *p=0,0318; 72 h, *p=0,0389; 96 h). Panel medio: Proliferacién celular medida mediante
incorporacion de 3H-timidina (Panc1; *p=0,0286, MIA-PaCa2; *p=0,0256). Panel izquierdo: Invasion de células
Panc1 y MIA-PaCa2 a través de Transwells revestidos con Matrigel con relacion a células de control transfectadas
con vector vacio en tres experimentos independientes (NS: no significativo estadisticamente).

Descripcion detallada de la invencién

La invencién presenta métodos que son utiles para identificar a un sujeto que tiene o tiene propension a desarrollar
neoplasia (cancer pancreatico, cancer de colon, cancer de pulmon).

La invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que la deteccién de la metilacién del promotor de
BNC1y ADAMTS1 era util para identificar con alta sensibilidad las fases mas tempranas de canceres de pancreas.
Notablemente, la deteccion de la metilacion del promotor de BNC1y ADAMTS1 en ADN en circulacion en suero era
util para la deteccion temprana de cancer de pulmoén, colon y pancreatico, especialmente en individuos de alto
riesgo. Por otra parte, BNC71 es un gen supresor de tumores en el cancer pancreatico que es inactivado por la
metilacion del promotor.

Se uso6 un transcriptoma del genoma completo para identificar nuevas alteraciones de la metilacion de ADN
especificas del cancer en carcinoma pancreatico. Se analizaron las frecuencias de metilacion para los genes, BNC1
y ADAMTS1, mediante PCR especifica para la metilacion y PCR cuantitativa especifica para la metilacién, asi como
analisis de expresion mediante PCR en tiempo real e inmunohistoquimica. Se usé una nueva tecnologia de
metilacion sobre cuentas permitida por nanoparticulas para detectar canceres pancreaticos en fase muy temprana.
El papel biologico del gen BNC1 se examind mediante ensayos de formacion de colonias, proliferacion celular e
invasion en lineas celulares de cancer pancreatico. Este analisis condujo a la identificacion de BNC1 (91,8%) y
ADAMTS1 (66,7%) como genes que mostraban una alta frecuencia de metilacion en tejidos con cancer de pancreas
(n=143). BNC1 se metilaba frecuentemente en las fases mas iniciales de la carcinogénesis de pancreas incluyendo
carcinoma in situ o neoplasia intraepitelial pancreatica PanIN3 (100%) y canceres invasivos en fase 1 (97,4%)).
Usando el ensayo ultrasensible de MOB permitida por nanoparticulas, estas alteraciones se detectaron en muestras
de suero de pacientes con cancer de pancreas, con una sensibilidad para BNC1 de 79% (IC 95%: 0,6-0,8) y para
ADAMTS1 de 48% (IC 95%: 0,3-0,6) (n=42 canceres, Fases 1-4), mientras que la especificidad era 88% para BNC1
(IC 95%: 0,6-0,9) y 92% para ADAMTS1 (IC 95%: 0,7-0,9) entre 26 individuos sin cancer. La sobreexpresion de
BNC1 en lineas celulares de cancer pancreatico mostraba un efecto sorprenden mediante formacién de colonias y
proliferacién celular, pero no invasion.

Cancer pancreatico

El cancer pancreatico es un cancer mortal con una tasa de supervivencia total a los 5 afios de menos de 5% y sin
mejoras en la supervivencia a lo largo de las 3 ultimas décadas. El cancer pancreatico se clasifica actualmente con
la cuarta causa principal de muerte relacionada con el cancer en los Estados Unidos con 42.470 nuevos casos y
35.240 muertes estimados en 2009 y su incidencia es creciente. Uno de los principales factores atribuidos al terrible
prondstico del cancer de pancreas es el diagnoéstico retardado de la enfermedad. Solo aproximadamente 10% de los
casos son susceptibles de reseccion quirdrgica curativa potencial. Sin embargo, la supervivencia a largo plazo de 5
afios se puede alcanzar con pacientes seleccionados con cancer pancreatico en fase inicial que se pueden someter
a reseccion quirargica curativa. Por lo tanto, se cree que la deteccidon precoz del cancer pancreatico es la mejor
modalidad para mejorar la supervivencia en esta enfermedad mortal. Sin embargo, no esta disponible ninguna
prueba de cribado para la deteccién del cancer pancreatico.
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El cancer pancreatico se caracteriza por multiples cambios genéticos y epigenéticos. En los ultimos afios se ha
hecho evidente que el cancer pancreatico es tanto una enfermedad de epigenética desregulada como una
enfermedad de mutacion genética.

En particular, los cambios en los patrones de metilacion de promotor de ADN probablemente representan un papel
crucial en la tumorigénesis y la progresion del cancer. A fin de atender la necesidad tanto de diagndstico clinico
como de terapias, muchos estudios han empleado metilacion de ADN de genes especificos para la aplicacion en el
diagndstico de multiples canceres. Estas pruebas de diagndstico se pueden usar en principio para la deteccion
temprana de canceres, para valorar un pronéstico y para terapias como predictores de respuesta a la terapia. La
deteccion temprana de la enfermedad da como resultado un desenlace clinico mejorado para la mayoria de los tipos
de cancer ((Jemal Ay cols. (2011) Cancer Statistics, 2010. CA Cancer J Clin. mar-abr; 61(2):133-4). Por lo tanto, se
ha invertido mucho esfuerzo en el desarrollo de tecnologias de cribado eficaces para estrategias de deteccion
temprana.

Cribado para el cancer

Idealmente, los métodos para el cribado del cancer deben ser faciles de realizar, rentables, no invasivos y
proporcionar beneficio a los paciente. Los métodos actuales de cribado para el cancer pancreatico son inadecuados.
Por ejemplo, los ultrasonidos endoscopicos se han mostrado prometedores para identificar pacientes de alto riesgo,
pero requieren acceso a centro especializados y son una modalidad costosa e invasiva que se necesita repetir a
intervalos frecuentes. La presente invencidon proporciona ventajas significativas sobre las tecnologias de cribado
existentes para cancer pancreatico y otros. Significativamente, la invencion proporciona métodos para detectar la
metilacion de BNC1 y ADAMTS1. Un incremento de la metilacion en BNC1 y ADAMTS1 se asocia con todas las
fases del cancer pancreatico. El gen BNC1 se metilaba con una frecuencia de 100% en PanIN3, que se cree que el
la penultima etapa antes del desarrollo de un carcinoma invasivo.

De forma interesante, BNC1 mostraba un papel supresor potencial segun mide por la supresion de la formacion de
colonias, la proliferacion celular y la invasion en células de cancer pancreatico. La metilacion de BNC1 y ADAMTS1
mostraba alta sensibilidad y especificidad para detectar cancer pancreatico en sueros usando la tecnologia basada
en metilacion nanopermitida denominada metilacion sobre cuentas (MOB). Los resultados presentados aqui
posteriormente indican que el cribado basado en metilacion es util para identificar sujetos con riesgo no solo de
cancer pancreatico, sino también de canceres de pulmén y colon usando una modalidad econémica no invasiva.

Aunqgue los métodos de la invenciéon son adecuados para cribar la poblacion sin limitacion, es particularmente (til
para cribar sujetos que se identifica que tienen un riesgo incrementado de tener una neoplasia. Sujetos que se
identifica que tienen un riesgo incrementado de neoplasia (cancer pancreatico, cancer de pulmon, cancer de colon)
incluyen pero no se limitan a fumadores y sujetos que tienen una mutacion Brca1 o Brca2. Sujetos que se identifica
que tienen un riesgo incrementado de cancer pancreatico incluyen sujetos que se identifica que tienen quistes
pancreaticos o pancreatitis, asi como pacientes que tienen antecedentes familiares de cancer pancreatico,
particularmente en 1 o 2 parientes.

Tipos de muestras biolégicas

El nivel de metilacion de promotor en cada uno de los genes identificados en la presente (es decir, BNC1 y
ADAMTS1) se puede medir en diferentes tipos de muestras bioldgicas. En una realizacién, la muestra biologica es
una muestra de sangre, plasma o suero. En otra realizacion, la muestra es una muestra de tejido que incluye células
de un tejido u o6rgano (p. ej., células pancreaticas, células de un quiste pancreatico o una lesion del pancreas,
células pulmonares y células de colon). El tejido pancreatico se obtiene, por ejemplo, de una biopsia del pancreas.
En otra realizacion, la muestra biologica es una muestra de fluido bioldgico (p. €j., sangre, suero sanguineo, plasma,
orina, heces, fluido de quiste pancreatico, fluido procedente del conducto pancreatico mayor/menor (es decir, "jugo
pancreatico"), lavado pulmonar, heces, esputos, o cualquier otro fluido bioldgico util en los métodos de la invencion).

Metilacion sobre cuentas

En resumen, la metilacion sobre cuentas es un método en un solo tubo para la extraccion y la conversion con
bisulfito de polinucleétidos que proporciona un método rapido y muy eficaz para la extraccion de ADN, el tratamiento
con bisulfito y la deteccion de la metilacion de ADN usando particulas superparamagnéticas de silice (SSP). Todas
las etapas se ponen en practica sin centrifugacion o secado al aire lo que proporciona rendimientos superiores con
relacion a métodos convencionales para la extraccion y la conversion con bisulfito de ADN. Las SSP sirven como un
sustrato solido para la unién de ADN a través de las multiples fases de cada procedimiento. Especificamente, las
SSP se usan en primer lugar para capturar ADN gendémico de muestras biolégicas en crudo, muestras biologicas
procesadas o células cultivadas. A continuacién, se lleva a cabo tratamiento con bisulfito sédico en presencia de
SSP sin transferencias de tubos. Finalmente, el ADN tratado con bisulfito se analiza para determinar el estado de
metilacion. Se encontré que el rendimiento de extraccion de ADN era be 5-20 veces el rendimiento de la extraccion
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convencional. Se recuper6 90% del ADN de entrada después del tratamiento con bisulfito. Ademas, el procedimiento
total de metilacién sobre cuentas se completé en menos de 6 horas cuando se comparaba con 3 dias para métodos
convencionales. De ahi que la metilacion sobre cuentas permita una deteccion de la metilacion cémoda, eficaz y
libre de contaminacién en un solo tubo u otra plataforma de reaccién. Métodos para llevar a cabo la metilacién sobre
cuentas son conocidos en la técnica, y se describen, por ejemplo, en el documento PCT/US2009/000039.

FRET de puntos cuanticos especifica para la metilacion

Si se desea, los métodos de la invencién se pueden combinar ventajosamente con transferencia de energia de
resonancia de puntos cuanticos especifica para la metilacion (MS-qFRET). Véase, por ejemplo, el documento
PCT/US2009/000039. La MS-qFRET proporciona la deteccion cualitativa y cuantitativa de ADN metilado, asi como
la deteccion de ADN metilado de baja abundancia. En esta técnica, se usan puntos cuanticos para capturar
amplicones de PCR (MSP) especificos para la metilacion y para determinar el estado de metilacion a través de
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET). Deseablemente, la MS-gFRET tiene bajo ruido de
fondo intrinseco, alta resolucion y alta sensibilidad. La MS-qFRET detecta tan poco como 15 pg de ADN metilado en
presencia de un exceso de 10.000 veces de alelos no metilados, permite el uso reducido de PCR (8 ciclos) y permite
el andlisis multiple.

Mas especificamente, ADN tratado con bisulfito se amplifica a través de PCR, en donde el cebador directo se
biotinila y el cebador inverso se etiqueta con un fluoréforo organico. A continuacion, se introducen puntos cuanticos
(QD) conjugados a estreptavidina para capturar los productos de PCR etiquetados a través de unién de
estreptavidina-biotina, poniendo los QD (que sirven como donantes) y los fluoréforos (que sirven como aceptores) en
estrecha proximidad que permite que se produzca la FRET. Finalmente, los productos de PCR se detectan mediante
emisiones de fluoréforos acompafiadas por desactivacion de los QD. La informacion espectral se procesa para
determinar el nivel de metilacion de ADN. Las respuestas de fluorescencia se miden usando un fluoroespectrémetro.

Se pone en marcha PCR con cebadores etiquetados. A continuacion, los productos se someten a purificaciéon por
PCR (Qiagen Corporation) a fin de recuperar un producto de PCR que esté libre de cebadores, dimeros de
cebadores, Taq y dNTP. Para la conjugacion con los puntos cuanticos (Invitrogen Corporation), 1 yl de NaCl 100 mM
se mezcla con 7 yl de mezcla para PCR. Se afiade a esta mezcla 1 pl de H,O desionizada (Dl). Finalmente, se
afiade 1 pyl de QD 1 nM y la mezcla se deja en reposo durante 15 minutos.

Se obtienen mezclas de niveles de metilacion definidos que varian de 100%, 75%, 50%, 25% y 1% de los 150 ng
totales de ADN de entrada. Para cuantificar el nivel de metilacién, se define una "puntuacién g": una puntuaciéon que
se basa en las eficacias de FRET normalizadas de la emision de los aceptores y los donantes en MS-qFRET. En
cualquier procedimiento de FRET, a medida que se incrementa el nivel de la emisidn de los aceptores, también se
incrementa la reduccion de la emisién de los donantes. La eficacia de FRET se puede calcular a continuacion
basandose en el formalismo de la relacién de proximidades,

. iy .

s +4g

(correspondiendo Ip e I4 a la intensidad de los donantes y los aceptores). Ademas, la puntuacion q se determiné al
normalizar la E calculada para la mezcla de ADN hasta una concentracion apropiada de VD sélo como un control
metilado (puntuacion q = 1) y NL s6lo y como un control no metilado (puntuacion q = 0). Al incluir controles positivos
y negativos en cada ensayo, se crea una curva estandar a fin de cuantificar y comparar niveles de metilacion de
muestras desconocidas usando ciclos de baja amplificacion.

Ensayos de diagnostico

La presente invencion proporciona un nimero de ensayos de diagnéstico que son Utiles para la identificacion o la
caracterizacion de una neoplasia (cancer pancreatico, cancer de pulmén, cancer de colon). En una realizacion, la
neoplasia se caracteriza por cuantificar o determinar el nivel de metilacién de los siguientes promotores: BNC1 y
ADAMTS1 en la neoplasia. En una realizacion, los niveles de metilacion se determinan usando PCR cuantitativa
especifica de metilacion (QMSP) para detectar la metilacion de CpG en ADN genomico. La QMSP usa bisulfato
sédico para convertir citosina no metilada en uracilo. Una comparacion de ADN tratado con bisulfato sédico y no
tratado proporciona la deteccién de citosinas metiladas.

Aunque los ejemplos proporcionados posteriormente describen métodos para detectar niveles de metilacién usando
QMSP, el experto aprecia que la invencion no se limita a tales métodos. Los niveles de metilaciéon son cuantificables
mediante cualquier método estandar, tales métodos incluyen, pero no se limitan a, PCR en tiempo real, transferencia
Southern, secuenciaciéon de ADN gendmico con bisulfito, PCR con enzimas de restriccion, MSP (PCR especifica
para la metilacion), extension de un solo cebador nucleotidico sensible a la metilacion (MS-SNuPE) (véase, por
ejemplo, Kuppuswamy y cols., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 88, 1143-1147, 1991), microchip de ADN basado en
fluorescencia o etiquetaje isotopico (véanse, por ejemplo, Adorjan Nucleic Acids Res., 30: €21 y Hou Clin. Biochem.,
36:197-202, 2003), espectroscopia de masas, ensayos de capacidad aceptora de metilo y unién de anticuerpos

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 581 594 T3

especifica para la metilacion. Véanse ademas las Patentes de EE. UU. N° 5.786.146, 6.017.704, 6.300.756 y
6.265.171.

Los cebadores usados para la amplificacion del acido nucleico que contiene CpG en el espécimen, después de la
modificacion con bisulfito, distinguen especificamente entre ADN no tratado y no modificado, ADN metilado y no
metilado. Los cebadores especificos para la metilacion para el ADN no metilado tienen preferiblemente una T en el
par CG 3' para distinguirlo de la C retenida en el ADN metilado, y el complemento esta disefiado para el cebador
antisentido. Los cebadores especificos para la metilacién contienen habitualmente relativamente pocas C o G en la
secuencia ya que las C estaran ausentes en el cebador de sentido y las G ausentes en el cebador antisentido (la C
se modifica hasta U (uracilo) que se amplifica como T (timidina) en el producto de amplificacion).

Los cebadores abarcan oligonucledtidos de suficiente longitud y secuencia apropiada de modo que proporcionen un
inicio especifico de la polimerizacién sobre un numero significativo de acidos nucleicos en el locus polimoérfico.
Especificamente, el término "cebador", segun se usa en la presente, se refiere a una secuencia que comprende dos
0 mas desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, preferiblemente mas de tres y lo mas preferiblemente mas de 8,
secuencia que es capaz de iniciar la sintesis de un producto de extensién con cebador que sustancialmente es
complementario a una hebra de un locus polimorfico. El cebador debe ser suficientemente largo para cebar la
sintesis de productos de extension en presencia del agente inductor para la polimerizacién. La longitud exacta del
cebador dependera de muchos factores, incluyendo la temperatura, el tampon y la composicion de los nucleétidos.
El cebador oligonucleotidico contiene tipicamente entre 12 y 27 o mas nucledtidos, aunque puede contener menos
nucledtidos. Los cebadores se disefian para ser "sustancialmente" complementarios a cada hebra del locus
gendémico que se va a amplificar e incluyen los nucleétidos G o C apropiados segun se analiza anteriormente. Esto
significa que los cebadores deben ser suficientemente complementarios para hibridarse con sus hebras respectivas
bajo condiciones que permitan que el agente para la polimerizacion actde. En otras palabras, los cebadores deben
tener suficiente complementariedad con las secuencias de flanqueo 5' y 3' para hibridarse con las mismas y permitir
la amplificacion del locus genémico. Aunque en la presente se proporcionan cebadores ejemplares, se entiende que
cualquier cebador que se hibride con las secuencias dianas de la invencion es util en el método de la invencién para
detectar un acido nucleico metilado.

En una realizacion, los cebadores especificos para la metilacion amplifican una diana genémica deseada usando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). A continuacion, el producto amplificado se detecta usando métodos
estandar conocidos en la técnica. En una realizacion, un producto de PCR (es decir, un amplicén) o un producto de
PCR en tiempo real se detecta mediante uniéon a una sonda. En una realizacion, la unién a la sonda genera una
sefial fluorescente, por ejemplo, al acoplar una molécula de colorante fluorogénico y un resto desactivador a
sustratos oligonucleotidicos iguales o diferentes (p. ej., TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU de
A.), Molecular Beacons (véase, por ejemplo, Tyagi y cols., Nature Biotechnology 14(3):303-8, 1996), Scorpions®
(Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EE. UU. de A.)). En otro ejemplo, se detecta un producto de PCR mediante la
union de un colorante fluorogénico que emite una sefal fluorescente durante la unién (p. ej.,, SYBR® Green
(Molecular Probes)). Tales métodos de deteccion son Utiles para la deteccion de un producto de PCR especifico
para la metilacion.

El nivel de metilacion de los promotores BNC1y ADAMTS1 descritos en la presente define el perfil de metilacion de
una neoplasia. El nivel de metilaciéon presente en cualquier promotor particular se compara con una referencia. En
una realizacion, la referencia es el nivel de metilacion presente en una muestra de control obtenida de un paciente
que no tiene una neoplasia. En otra realizacién, la referencia es un nivel de metilacién inicial presente en una
muestra biolégica derivada de un paciente antes de, durante o después del tratamiento para una neoplasia. En otra
realizacidon mas, la referencia es una curva estandarizada.

El nivel de metilacion de los promotores descritos en la presente (BNC71y ADAMTS1) se usa, solo o en combinacion
con otros métodos estandar, para caracterizar la neoplasia. Por ejemplo, se pueden llevar a cabo métodos para
detectar la metilacion de los promotores BNC1 y ADAMTS1 antes de o simultineamente con una prueba con
respecto a alteraciones en otros biomarcadores, tales como un gen o polipéptido BRCA1, p16, K-ras, APC, PalB2,
DPC4, EGFR, EML-ALK4. En una realizacion, la alteracion en un gen Brca1, p16, K-ras, APC, PalB2, DPC4, EGFR,
EML-ALK4 es una mutacion en la secuencia del gen con relacion a una referencia. En otras realizaciones, la
alteracion es en el nivel de expresion o actividad del gen o polipéptido Brcat, p16, K-ras, APC, PalB2, DPC4, EGFR,
0 EML- ALK4. Una vez que se identifica que un sujeto tiene metilacion incrementada del promotor BNC1 y
ADAMTS1, se puede llevar a cabo una prueba de diagnéstico adicional para localizar la patologia en un érgano o
sistema de 6rganos particular. Tipicamente, después de que se haya identificado que el sujeto tiene un incremento
en la metilacion del promotor en BNC1 y ADAMTS1, se pueden llevar a cabo estudios de obtencidon de imagenes.
Tales estudios incluyen, pero no se limitan a, ultrasonidos endoscépicos, MR, barrido CT y barrido PET.

Si se desea, los métodos de diagnostico de la invencion se pueden combinar con métodos de diagndstico
convencionales para determinar el estadio o el grado de una neoplasia. La graduaciéon se usa para describir cuan
anormales o agresivas parecen las células neoplasticas, mientras que la estadificacion se usa para describir el
alcance de la neoplasia. El grado y el estadio de la neoplasia es indicativo del prondstico (es decir, respuesta
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probable al tratamiento y supervivencia) a largo plazo del paciente. Asi, los métodos de la invencion son Utiles para
predecir el prondstico del paciente, y para seleccionar un curso de tratamiento.

En métodos de diagndstico convencionales, un patélogo observara una muestra de tejido procedente del tumor y
determinara el grade basandose en nivel de patologia observado. Tipicamente, los tumores pancreaticos se graddan
de 1-4. Para un tumor de grado |, las células presentes en la muestra son las mas similares a células pancreaticas
normales. Las muestras de grado 4 contienen células que son las mas distintas a células pancreaticas normales.
Las neoplasias de alto grado son las mas mortales debido a que son las mas agresivas y de crecimiento mas rapido.
Las neoplasias de alto grado tipicamente se mueven hacia tejidos circundantes, tales como los ganglios linfaticos y
los huesos.

Estadio se refiere al alcance de un cancer. En el cancer pancreatico, por ejemplo, un método de clasificacion del
estadio divide el cancer en cuatro categorias, el cancer pancreatico en estadio | se encuentra solamente en el propio
pancreas o se ha empezado a extender a los tejidos contiguos al pancreas (tales como el intestino delgado, el
estdmago o el conducto biliar). El cancer pancreatico en estadio |l se ha extendido a érganos cercanos tales como el
estdmago, el bazo o el colon, pero no ha entrado en los ganglios linfaticos. El cancer pancreatico en estadio Il se ha
extendido a los ganglios linfaticos proximos al pancreas. El cancer se ha extendido a érganos cercanos. El cancer
pancreatico en estadio IV se ha extendido a drganos proximos al pancreas (estadio IVA) o a érganos alejados del
pancreas (estadio IVB). El cancer pancreatico en estadio IVA se ha extendido a érganos que estan cerca del
pancreas (tales como el estdbmago, el bazo o el colon) pero no se ha extendido a 6rganos distantes (tales como el
higado o los pulmones). El cancer pancreatico en estadio IVB se ha extendido a 6rganos distantes (tales como el
higado o los pulmones).

Seleccion de un método de tratamiento

La identificacion de la presencia de un incremento en la metilacion del promotor en BNC1y ADAMTS1 indica que el
sujeto tiene probablemente un cancer invasivo o una lesién precancerosa (p. €j., cancer in situ). Se puede llevar a
cabo una prueba de diagndstico adicional para localizar la patologia a un érgano o sistema de érganos particular.
Por ejemplo, se pueden usar ultrasonidos endoscopicos, MRI, barrido CT, barrido PET,, broncoscopia, colonoscopia,
esofagogastroduodenoscopia, cirugia laparoscopica para localizar la lesidon o cualquier otra modalidad conocida en
la técnica para caracterizar la neoplasia o la lesion precancerosa (p. e€j.. PanIN, o condiciones pulmonares
precursoras tales como displasia, carcinoma in situ, hiperplasia adenomatosa atipica o lesiones coldnicas
precursoras tales como adenomas). Es probable que las lesiones precancerosas sean sensibles a métodos de
tratamiento conservativo. Métodos de tratamiento conservativos incluyen, por ejemplo, vigilancia del cancer, que
implica la vigilancia periddica del paciente usando los ensayos de diagndstico de la invencién, solos o en
combinacion, con diagndstico por imagen o quimioprevencion.

Las neoplasias mas agresivas son menos sensibles a métodos de tratamiento conservativos. Para neoplasias
agresivas, se debe seleccionar un método de tratamiento agresivo. Los regimenes terapéuticos agresivos incluyen
tipicamente una o mas de las siguientes terapias: reseccidon quirdrgica, terapia de radiacién y quimioterapia.
Después de que un sujeto sea diagnosticado de una neoplasia (p. €j., cancer de prostata, cancer de pulmén, cancer
de colon) se selecciona un método de tratamiento. Cuando los métodos de la invencion identifican que un sujeto
tiene una neoplasia asociada con un incremento en la metilacién del promotor en BNC1 y ADAMTS1, se puede
seleccionar una terapia para reducir esta metilaciéon del promotor. Por ejemplo, se puede seleccionar terapia
epigenética para aliviar la metilacion del promotor en BNC1 y ADAMTS1. Tal terapia epigenética puede implicar el
uso de inhibidores de histona desacetilasa o inhibidores de la metilacion. Agentes ejemplares incluyen, pero no se
limitan a, entinostat, SAHA (suberoilanilida de acido hidroxamico), depsipéptido (Fujisawa Pharmaceuticals),
azocitidina, desazocitidina, romidepsina (Istodax), Vorinostat, analogos de poliamina, zebularina y otros nuevos
farmacos emergentes que se dirigen a la metilacién, cambios de histona en todo el complejo de polipeine. La terapia
epigenética se puede combinar con terapias mas convencionales.

Seguimiento de pacientes

Los métodos de diagndstico de la invencion también son utiles para observar el curso de una lesion precancerosa en
un paciente o para valorar la eficacia de un régimen terapéutico. En una realizacién, los métodos de diagnostico de
la invencidon se usan periédicamente para realizar un seguimiento de los niveles de metilacion de BNC1 vy
ADAMTS1. En un ejemplo, la neoplasia se caracteriza usando un ensayo de diagndstico de la invencion antes de
administrar la terapia. Este ensayo proporciona un valor inicial que describe el nivel de metilacion de uno o mas
promotores o el perfil de metilacion de la neoplasia antes del tratamiento. Se administran ensayos de diagndstico
adicionales durante el curso de la terapia para realizar un seguimiento de la eficacia de un régimen terapéutico
seleccionado. Una terapia se identifica como eficaz cuando un ensayo de diagndstico de la invencion detecta una
disminucion en los niveles de metilaciéon en uno o mas promotores con relacién al nivel de metilacién inicial.
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Estuches

Se describen estuches para el diagnodstico o el seguimiento de una neoplasia en una muestra bioldgica obtenida de
un sujeto. En diversas realizaciones, el estuche incluye al menos un cebador o una sonda cuya unién distingue entre
una secuencia promotora BNC1 y ADAMTS1 metilada y una no metilada, junto con instrucciones para usar el
cebador o la sonda para identificar una a neoplasia. En otra realizacién, el estuche comprende ademas un par de
cebadores adecuados para el uso en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En otra realizacion mas, el
estuche comprende ademas una sonda detectable. En otra realizacion mas, el estuche comprende ademas un par
de cebadores capaces de unirse a y amplificar una secuencia de referencia. En otras realizaciones adicionales, el
estuche comprende un recipiente estéril que contiene el cebador o la sonda; tales recipientes pueden ser cajas,
ampollas, botellas, viales, tubos, bolsas, sacos, blisteres u otra forma de recipiente adecuada conocida en la técnica.
Tales recipientes pueden estar hechos de plastico, vidrio, papel estratificado, papel metalizado u otros materiales
adecuados para mantener acidos nucleicos. Las instrucciones incluiran generalmente informacion acerca del uso de
los cebadores o las sondas descritos en la presente y su uso para diagnosticar una neoplasia. Preferiblemente, el
estuche comprende ademas uno cualquiera o mas de los reactivos descritos en los ensayos de diagndstico descritos
en la presente. En otras realizaciones, las instrucciones incluyen al menos uno de los siguientes: descripcion del
cebador o la sonda; métodos para usar los materiales empaquetados para el diagnéstico de una neoplasia;
precauciones; advertencias; indicaciones; estudios clinicos o de investigacion; y/o referencias. Las instrucciones
pueden estar impresas directamente sobre el recipiente (cuando estén presentes), o como una etiqueta aplicada al
recipiente, o como una hoja, un folleto, una tarjeta o una carpeta separado suministrados en o dentro del recipiente.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustraciéon, no a modo de limitacion.

La practica de la presente invenciéon emplea, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de biologia
molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia, que estan
totalmente dentro de la competencia del experto. Tales técnicas se explican a fondo en la bibliografia, tal como
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, segunda edicién (Sambrook, 1989); "Oligonucleotide Synthesis" (Gait,
1984); "Animal Cell Culture" (Freshney, 1987); "Methods in Enzymology" "Handbook of Experimental Immunology"
(Weir, 1996); "Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells" (Miller y Calos, 1987); "Current Protocols in Molecular
Biology" (Ausubel, 1987); "PCR: The Polymerase Chain Reaction", (Mullis, 1994); "Current Protocols in Immunology"
(Coligan, 1991). Estas técnicas son aplicables a la produccion de los polinucledtidos y polipéptidos de la invencion,
y, como tales, se pueden considerar al elaborar y poner en practica la invencién. Técnicas particularmente Utiles
para realizaciones particulares se analizaran en las secciones que siguen.

Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacion de genes candidatos a la metilacion de un promotor especifico para el cancer en
hipermetiloma de pancreas

A fin de identificar nuevos marcadores de metilacion de ADN para el cancer pancreatico, se usd un cribado por
microchip de transcriptomas humanos enteros previamente establecido para identificar genes silenciados por
hipermetilacion de promotores. Para identificar cambios en la expresion génica dependientes de hipermetilacion
globales en el cancer pancreatico, se realizé un enfoque basado en microchip de expresion del genoma completo en
cuatro lineas celulares cancer pancreatico humano diferentes (PL45, MIA-PaCa2, Panc1 y Capan 1) con una
estrategia farmacoldgica usando 5-aza-desoxicitidina y Trichostatin A (TSA) usando metodologia basada en
microchip estandar (p. ej. Agilent Technologies 44K). Como se observa en la Figura 1A, se identificé inicialmente un
total de 1.427 genes unicos en cuatro lineas celulares, que cumplian los criterios para genes hipermetilados
candidatos en las lineas celulares de cancer pancreatico.

A fin de identificar genes que solo mostraban metilacién especifica para el cancer, se usaron los siguientes criterios
de validacion experimentales: 1) el gen se expresaba en tejido de pancreas normal, 2) el gen presentaba
ninguna/poca metilacién en tejidos pancreaticos normales (tejidos libres de cancer) y 3) el gen se metilaba
frecuentemente en lineas celulares de cancer de pancreas, y también se observaba metilacién en tumores primarios.
Basandose en estos criterios, se identificaron 8 genes (TFPI2, ASCL2, BNC1, TWIST1, BNIP3, ADAMTS1, PNMT, y
EVL) que presentaban metilacion especifica para el cancer en canceres pancreaticos.

Ejemplo 2: biomarcadores de metilacion BNC1y ADAMTS1-ADN para la deteccion precoz de cancer pancreatico

A continuacién, se examin6 el estado de metilacion de estos 8 genes (TFPI2, ASCL2, BNC1, TWIST1, BNIP3,
ADAMTS1, PNMT y EVL) en una gran serie de muestras de tumor pancreatico primario (n=143; Estadios 1-4)
usando PCR especifica para la metilacion (véase la Tabla 1).
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Tabla 1. Informacion clinica de muestras de tumor primario de pacientes con cancer de pancreas en este estudio
Tumores Primarios de Pancreas

Normal PanIN Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
(n=4) (N=20) (N=38) (N=78) (N=5) (N=2)
Supervivencia Mediana No Met 43,0 18,0 141 19,6
(meses)
Género
Masculino 3(75%) 9 (45%) 9(23,7%) 44 (57%) 1(20%) 2 (100%)
Femenino 1925%) 11 (55%) 29(76,3%) 34 (43%) 4 (80%) 0,0%
Grado
Bien 9 (45%) 3 (7,9%) 4 (5,1%) 1(20%) 0(0%)
Moderadamente 8 (40%) 23 (60,5%) 41 (52%) 4 (40%) 1 (50%)
Escasamente 3(15%) | 12(31,6%) | 33(42,9%) | 4 (40%) 1 (50%)

Como se muestra en la Figura 1B, el gen mas frecuentemente metilado era BNC1 (90,5%), seguido por ADAMTS1
(66,7%), TWIST1 (66,7%), ASCL2 (53,79%), BNIP3 (49%), TFPI2 (53,7%,) EVL (46,3%) y PNMT (26,5%). De forma
interesante, dos de los genes que demostraban una metilaciéon frecuente en este grupo de muestras de cancer
pancreatico primario, BNC1 (90,5%) y ADAMTS1 (66,7%), también mostraban una metilacién frecuente en las
lesiones precursoras de cancer pancreatico, lesion por neoplasia intraepitelial pancreatica (PaniIN). Especificamente,
la frecuencia de metilaciéon de BNC1 era 70% (n=14/20) y la frecuencia de metilacion de ADAMTS1 era 25%
(n=5/20).

La capacidad para identificar lesiones precursoras de alto grado tales como PanIN3 (o carcinoma pancreatico in situ)
representa uno de los mejores medios para alcanzar una deteccion precoz del cancer pancreatico, y facilita la
puesta en practica de estrategias de quimioprevencion (véase la Figura 1C). BNC1 se metilé en PanIN 1 (56%),
PanIN 2 (75%) y PanIN 3 (100%) durante el avance de PanIN. Estos datos indican que la metilacion de ADN del gen
BNC1 es un episodio inicial en la carcinogénesis pancratica y que el predominio de la metilacion se incrementa con
el avance del cancer pancreatico.

Este cribado de hipermetilomas de genoma completo se basa en un enfoque farmacoldgico que usa 5-desoxi-
azacitidina y TSA, que ha mostrado una excelente correlacion entre la metilaciéon de ADN del promotor y la inhibicion
de la expresion y la reexpresion génica después del tratamiento con un farmaco desmetilador de ADN, tal como 5-
desoxiazacitidina, en estudios previos sobre el cancer de mama y colorrectal. Aqui, se probd la metilacion del
promotor de BNC1y ADAMTS1, y se correlacioné con una falta de expresion génica en lineas celulares de cancer
pancreatico (Panc1, MIA-PaCa2, Capan1 y PL45) usando RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) (Figura 2A, panel
superior). Ambos genes mostraban expresion génica endégena virtualmente indetectable (o nula/baja) y reexpresion
significativa después del tratamiento con 5-desoxiazacitidina. Segun se muestra en la Figura 2A, el panel inferior,
tratamiento con un inhibidor de histona desacetilasa, tal como TSA, daba como resultado una reexpresion minima,
excepto en el caso de PL45, que se puede regular tanto mediante la metilacion de ADN del promotor como mediante
modificaciones de histona. La metilacién de la isla CpG asociada al promotor en el promotor BNC1 se detecto
mediante analisis de secuenciacion con bisulfito en una linea celular de cancer pancreatico (Panc1), una muestra de
cancer de pancreas primario (estadio 2) y tejido pancreatico normal. Segun se muestra en la Figura 2B, el analisis
de secuenciacion con bisulfito mostraba una metilacién densa en la linea celular de cancer pancreatico y el cancer
pancreatico primario y una metilacién minima/nula en muestras de pancreas normal de acuerdo con el analisis de
PCR especifico para la metilacion.

Ejemplo 3: Deteccion de la metilacion de ADN en suero de pacientes con cancer pancreatico usando la tecnologia
de metilacién sobre cuentas

La deteccion precoz de la enfermedad da como resultado un desenlace clinico mejorado para muchos tipos de
cancer. Esto es particularmente importante para el cancer pancreatico, que es poco accesible y dificil de
diagnosticar. Por consiguiente, 90% de los pacientes con cancer pancreatico presentan enfermedad metastasica o
regional avanzada. Basandose en estudios de metilacion, BNC1 y ADAMTS1 han surgido como importantes
biomarcadores para la deteccién temprana del cancer pancreatico. Para determinar si la metilacion del ADN del
promotor de BNC1y ADMTS 1 se podia detectar en sueros de pacientes con cancer pancreatico, se us6 un ensayo
nanopermitido muy sensible, denominado metilacién sobre cuentas, que se desarrollé para mejorar la sensibilidad
de la deteccion de la metilacion (véase, p. €j., la Figura 2C). Para probar la utilidad de la metilacion sobre cuentas
como una herramienta para la deteccién precoz de canceres pancreaticos, se probaron muestras de suero de una
serie de pacientes con cancer pancreatico (n=42; estadios 1-4), asi como un grupo de muestras de suero sano
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normal (n=26). La sensibilidad se determin6 basandose en la suposicién de que todos los pacientes con cancer
estaria metilados para ambos genes, mientras que los voluntarios normales sanos estarian desmetilados para
ambos genes. La metilacion se analiz6 en 42 muestras de suero de pacientes con cancer pancreatico y 26
voluntarios normales. 33 de los 42 pacientes con cancer pancreatico mostraban metilacion para BNC1, mientras que
20 de los 42 mostraban metilacion para ADAMTS1 (véase la Tabla 2).

En general, para todos los estadios incluidos, se determiné que la sensibilidad para BNC1y ADAMTS1 era 78,6% y
47,6%, respectivamente. La sensibilidad de deteccion de canceres pancreaticos en estadio | era 90% para ambos
genes. Entre las 26 muestras de suero normal, 3 de los voluntarios normales mostraban metilacion para BNC1
mientras que 2 mostraban metilacion para ADAMTS1. Se determind que la especificidad de deteccion era 88,4%
para BNC1 y 92,4% para ADAMTS1. Los resultados computados se han presentado usando un intervalo de
confianza de 95% y se presentan con detalle en la Tabla 2. Los resultados en el tumor correspondiente eran
superiores para ambos genes, con 100% de sensibilidad y especificidad para BNC1'y 79,2% de sensibilidad y 100%
de especificidad para ADAMTST1.

Adicionalmente, también se probaron la sensibilidad y la especificidad de BNC1 y ADAMTS1 en otros tipos de
cancer, incluyendo tanto cancer de colon como cancer de pulmén (Tabla 2). Estos datos mostraban que BNC1
también se usé como un biomarcador util para la deteccién estadios iniciales de cancer de colon. Por ejemplo, BNC1
mostraba una sensibilidad de 84,6% (n=11/13) para canceres de colon en estadio 1 y adenomas avanzados. De
forma similar, BNC1 también mostraba buena sensibilidad para la deteccién de cancer de pulmén en estadio inicial
ya que el cancer de pulmon en estadio 1 se detectaba con una sensibilidad de 75% (n=12/16).

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad de genes BNC71 y ADAMTS1 en muestras de suero de pacientes con
diversos canceres

BNC1 ADAMTS1
Tipos de Cancer:
Cancer pancreatico Sensibilidad (%)
Estadio N Valor Estimado IC 95% Valor Estimado IC 95%
I 10 90,0% (9/10) 90,0% (9/10)
[-1v 32 75,0% (24/32) 34,4% (11/32)
Total 42 78,6% (33/42) 60-90% 47,6% (20/42) 40-70%
Cancer de colon Sensibilidad (%)
Estadio Valor Estimado IC 95% Valor Estimado IC 95%
Adenomas, estadio | 13 84,6% (11/13) 61,5% (8/13)
-1 15 66,7% (10/15) 73,3% (11/15)
Otro cancer * 2 100,0% (2/2) 50,0% (1/2)
Total 30 76,7% (23/30) 70-90% 66,7% (20/30) 40-70%
Cancer de pulmén Sensibilidad (%)
Estadio Valor Estimado IC 95% Valor Estimado IC 95%
I 16 75,0 % (12/16) 62,5% (10/16)
-1 4 100,0% (4/4) 100,0% (4/4)
Total 20 80,0 % (16/20) 60-90% 70,0% (14/20) 50-90%
Normal
Especificidad 26 88,4% 70-90% 92,4% 70-90%

IC: Intervalo de confianza.
*otras enfermedades malignas colorrectales.

Se recogié y analizé un subgrupo de muestras de tejido de pacientes diagnosticados con enfermedades
pancreaticas no cancerosas, tales como pancreatitis. Los pacientes con pancreatitis cronica pueden tener un riesgo
incrementado de cancer pancreatico y, entre los pacientes con cancer pancreatico, 5% o mas de los pacientes
tienen pancreatitis cronica subyacente. Las afecciones inflamatorias cronicas incrementan probablemente la
frecuencia de metilacion como un defecto de practico que puede incrementar entonces el riesgo de una enfermedad
maligna posterior. La metilacion de ADN de BNC1 y ADMATS1 se comparé entre diferentes afecciones (normal,
pancreatitis, PanIN y canceres invasivos) usando un analisis de PCR cuantitativa especifica para la metilacion.
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Segun se muestra en la Figura 3, BNC1 y ADAMTS1 mostraban una frecuencia de metilacién estadisticamente
incrementada cuando se comparaban con tejidos de pancreas normales y canceres invasivos (p<0,0001; tanto
BNC1 como ADAMTS1), asi como pancreatitis cronica y canceres invasivos (p<0,0001, tanto BNC?1 como
ADAMTS1). Habia una baja frecuencia de metilacion de BNC1 y ADAMTS1 presente en una enfermedad no
cancerosa, tal como pancreatitis. De forma mas interesante, habia una diferencia cuantitativa significativa entre
PanIN y canceres invasivos en ambos genes (p<0,001 tanto BNC1 como ADAMTS 1). Sin embargo, se podia
detectar metilacién de BNC1 en los estadios iniciales de carcinogénesis pancratica tal como PanIN, en comparacion
con la metilacion de ADAMTS1 (véase la Figura 3), indicando que la metilacion de BNC1 es un episodio muy
temprano, y que la metilacion de ADMATS1 es un episodio tardio durante el desarrollo del cancer de pancreas.

Ejemplo 4: Efectos supresores de tumores de la sobreexpresion del gen BNC71 en células de cancer
pancreatico

Segun los datos de metilaciéon en pacientes con cancer pancreatico, BNC1 es un biomarcador de la metilacion de
ADN en pacientes con cancer pancreatico. Para determinar si BNC1 representaba un papel como un supresor de
tumores en células de cancer pancreatico, se realizaron ensayos de formacion de colonias in vitro para determinar
los efectos de BNC1 de longitud completa transfectado en células Panc1 y MIA-PaCa2 que carecen de expresion de
BNC1. En comparacion con células de control transfectadas con vector vacio, la sobreexpresion de un gen BNC1 de
longitud completa inducia una reduccion de casi 2,2 veces (Panc1) y 9 veces (MIA-PaCa2) de colonias resistentes a
G418 (véase la Figura 4A). Ademas, habia una disminucién de 75% (Panc1) y 81% (MIA-PaCa2) en la proliferacién
celular seguin se media por la actividad de [°H]-timidina (Figura 4B y 4C; panel izquierdo y medio). Sin embargo, la
sobreexpresion del gen BNC1 no tenia efecto sobre la migracién y la invasion de células Panc1 y MIA-PaCa2 a
través de membranas Transwell revestidas con Matrigel en comparacion con células de control transfectadas con
vector vacio (Figura 4B y 4C; panel derecho). Tomados conjuntamente, estos datos indican que el gen BNC1 tiene
efectos supresores de tumores en células de cancer pancreatico humano.

En este estudio, se uso el perfilado de expresion génica de genoma completo usando un enfoque farmacologico (5-
desoxi-azacitidina y TSA) en lineas celulares de cancer pancreatico, una plataforma que se ha usado para identificar
un marcador de deteccién precoz para el cancer colorrectal. Se ha usado la definicion de hipermetiloma de ADN ya
que permite la identificacion no solo de nuevos candidatos a biomarcadores de metilacion de ADN, sino también de
candidatos a genes supresores de tumores en muchos tipos de canceres (colon, mama, ovarico, etc.). Los
biomarcadores de metilacion de ADN identificados facilitaran el diagndstico, y también contribuyen a la terapia como
predictores de respuesta a la terapia.

La escasa accesibilidad del pancreas junto con la presentacion tardia de sintomas ha frustrado intentos de deteccion
a tiempo de una enfermedad maligna, y ha contribuido a las altas tasas de mortalidad del cancer pancreatico, que es
la cuarta principal causa de muerte por cancer tanto en hombres como en mujeres. Por lo tanto, el desarrollo de
biomarcadores de cancer del cancer pancreatico es la mayor esperanza para una deteccion precoz.

Segun se presenta en la presente anteriormente, la metilacion de promotor de BNC1 y ADAMTS1 es un excelente
biomarcador de deteccion precoz para el cancer pancreatico. BNC1 y ADAMTS1 no se han descrito como un
biomarcador de metilacién de ADN en canceres pancreaticos, aunque se han presentado metilados en canceres de
pulmon.

El cribado con una tecnologia de alta sensibilidad nanobasada permitia la deteccion sensible y especifica de cancer
pancreatico en sus estadios mas iniciales. Usar BNC1 y ADAMTS1 proporcionaba la deteccion de estadios muy
tempranos de carcinoma pancreatico, con una sensibilidad global de 83,7% (IC 95%; 74.2- 90,3%) y una
especificidad de 84,6% (IC 95%; 64,3-95,0%). Significativamente, la sensibilidad alcanzada en este estudio es
superior que la presentada previamente para marcadores de hipermetilacion séricos. La presente invencion
proporciona un enfoque rentable para cribar individuos que se identifica que tienen factores de riesgo para cancer
pancreatico en la poblacion general. Adicionalmente, el método de deteccion por metilacién sobre cuentas
nanobasado reducia significativamente la cantidad de suero necesaria para el analisis. La invencion proporciona un
paradigma para el cribado amplio para canceres pancreaticos usando una sola prueba en sangre.

En conclusion, este es el primer estudio en describir la utilidad de la metilacién del promotor de BNC1 y ADAMTS1
como biomarcadores en suero de pacientes con cancer pancreatico usando tecnologia permitida por nanoparticulas.
Ademas, este es el primer informe en demostrar un papel supresor de tumores para BNC1 en el cancer pancreatico.
Estos datos indican que la metilacién del promotor BNC1 es util como una modalidad de preselecciéon no invasiva
sensible y especifica para diagnosticar a sujetos que tienen cancer e identificar a individuos con riesgo de cancer
pancreatico.

Los resultados presentados anteriormente en la presente se llevaron a cabo usando los siguientes métodos y
materiales.
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Analisis de la expresion génica con microchips

Se recogid ARN total de células en fase logaritmica usando métodos estandar (p. ej. con TRIzol (Invitrogen™) y el
estuche RNeasy (Qiagen™) segun las instrucciones del fabricante), incluyendo una etapa de digestion con DNasa.
El ARN se cuantific6 usando un espectrofotometro (p. €j. el NanoDrop™ ND-100 (http://www.nanodrop.com/))
seguido por la valoraciéon de la calidad con una plataforma de analisis microfluidico (p. ej. el Agilent™ 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, http://www.agilent.com/). Las concentraciones individuales de ARN para
muestras individuales eran mayores de 200 ng/1 |, con relaciones 28S/18S mayores de 2,2 y una integridad de ARN
de 10 (10 puntuado como lo mas alto). Se llevaron a cabo procedimientos de amplificacion y etiquetado de las
muestras usando métodos estandar (p. ej. Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit (Agilent
Technologies™) segun las instrucciones del fabricante). EI ARNc etiquetado se purificé usando columnas giratorias
(p. €j. el miniestuche RNeasy (Qiagen™)) y se cuantificd. Se afadieron controles de calibracion de ARN (Agilent
Technologies™) a muestras de ARN antes de la amplificacion. Muestras (0,75 Ig) etiquetadas con Cy3 o Cy5 se
mezclaron con dianas de control (Agilent Technologies™), se montaron en un oligomicrochip, se hibridaron y se
procesaron segun el protocolo de microchips de Agilent. El escaneo se realizd6 con un escaner de microchips
(Agilent™ G2565BA, usando los ajustes recomendados). El andlisis de datos se efectué como se presenta
previamente (Schuebel K, Chen W, Cope L, Gléckner SC, Suzuki H, y cols., Comparing the ADN hypermethylome
with gene mutations in human colorectal cancer.2007, PLOS Genetics, 3(9):1709-1723..

Muestras de los pacientes y poblacion de estudio

Las muestras de los pacientes se prepararon a partir de muestras de tejido embebidas en parafina fijadas con
formalina (FFPE) de pacientes con cancer pancreatico adquiridas de los archivos patolégicos del Johns Hopkins
Hospital segun todas las normas y regulaciones del Institutional Review Board (IRB) y en cumplimiento de HIPAA.
Un total de 167 pacientes se analizé en el estudio actual. La cohorte del Johns Hopkins consistia en 143 muestras
de tejido de pacientes con cancer pancreatico con enfermedad de estadio 1 a estadio 4 que se habian sometido a
cirugia primaria y otro tratamiento para el cancer pancreatico en el JHH desde 1998 hasta 2009 (Revision mediana
de 6,4 afios). Los pacientes de esta cohorte eran similares en estadio con respecto al género, la proporcion de casos
con invasion linfovascular y el grado patolégico (Tabla 1). Se obtuvieron 20 muestras de tejido FFPE adicionales de
pacientes que se habian sometido a reseccion quirdrgica pero diagnosticados de lesiones precancerosas,
neoplasias intraepiteliales pancreaticas (PanIN). Finalmente, se obtuvieron 4 muestras de tejido FFPE de los
archivos patolégicos de pacientes que se habian sometido a reseccion pancreatica sin anormalidad apreciada con
un examen a simple vista o microscopico.

Muestras de suero de pacientes con cancer pancreatico

Se obtuvieron muestras de suero de pacientes de individuos con cancer pancreatico antes de someterse a
tratamiento quirargico en el JHH después de obtener consentimiento informado desde 2007 hasta 2009. Se sacaron
muestras de tumores de cotejo de los archivos patoldgicos del Johns Hopkins Hospital segun todas las normas y
regulaciones del Institutional Review Board (IRB) y en cumplimiento de HIPAA. Se probd un total de 36 muestras de
suero, 23 de las cuales tenian tejido FFPE de cotejo disponible. También se obtuvieron muestras de suero de
paciente de individuos con canceres de pancreas (42 muestras, Estadios 1-4), colon (30 muestras, Estadios 1-3 y
adenomas) y pulmoén (20 muestras, Estadios 1-3) antes de someterse a tratamiento quirtrgico en el JHH después de
obtener consentimiento informado. Adicionalmente, se obtuvieron 26 muestras de suero de voluntarios sanos
normales para servir como controles.

Cultivo celular y tratamiento

Las lineas de cultivo de cancer (lineas celulares de cancer de pancreas; Panc1, MIA-PaCa2, PL45, Capan1, Bxpc3,
Capan2, PK9, Aspc1, PK8 y PL3) se obtuvieron de ATCC y se cultivaron en medios apropiados y bajo condiciones
descritas por ATCC, con medios obtenidos de InVitrogen™, complementados con 10% de suero bovino fetal (Gemini
Bio-Products) y 1% de penicilina/estreptomicina (InVitrogen™). Se cultivaron células DKO (células de cancer de
colon HCT116 con ruptura genética de DNMT1 y DNMT3b) como se describe previamente (Rhee y cols., 2002,
Nature).

Analisis de metilacion de ADN y RT-PCR para el analisis de la expresion

Los pares de cebadores se disefiaron preferentemente cerca del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) putativo en
las islas 5' CpG de los genes. Las secuencias de los cebadores para el analisis de PCR especifico para la metilacion
se disefiaron usando MSPPrimer (http://www.mspprimer.org). Todas las secuencias de los cebadores se listan en la
Tabla 3. Para estudios de expresion que usan RT-PCR, los cebadores se disefiaron usando el programa de acceso
abierto Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cqgi).
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Tabla 3: Cebadores usados para MSP, RT-PCR, analisis de secuenciacion con bisulfito

Genes Cebadores $(5-3) AS(5-3)
ADAMTS1 |No met tTATTGtAAAGHAGGGTGIGtTAttGGALG aaaaCTaAaaCAACaCaaAaATTaaTaCCTaaCa
Met ttAGGGTGCGtTAtCGGAC TaAaaCAACGCGaAaATTaaTaCCTaaCG
RT tcgaagtgaaacagcggaac gccgctgtacctcaagacaa
ASCL2 No met tGtTAGGGGAtAGIGtGtttAGHTAGTIGG CaTACaCaTaaCaCaTaaCTCACaaaaAaCATCa
Met GAtAGCGCGtttAGtttAGTCGC TaaCGCGTaaCTCACGaaaAaCATCG
BNC1 No met TTIGHHtTTtHHtGGGAGAG GtAAALALtGALALG aaAaACCTCaCCaaCaaCCaaCa
Met GttTTtHHCGGGAGAGGtAAAtAtCGALAC CCGaCGaCCGaCG
RT acaaaagcctggcctcatct tcgccccaaatgatatgaaa
Bisulfito
Secuenciacion | AATIATITHTGAGAAGAGY GHAGAGAALT CCCAAaCRCCCAaaCTaC
BNI P3 No met tAtGLttH TGtGtAtGtGtAGGtHtAAGTIGLG aCTCCCaaACTaAaCaaAaCCCCa
Met GtACGCGtAG GttttAAGTCGC CCGaACTaAaCGaAaCCCCG
EVL No met GTGTGTTTTTTTTTTGAGGATTTGGAGTTGTTTG | ACCACCAAAAAATAAAAAAACAAAAAACAAACCA
Met GAGGATTCGGAGTCGTTC CCGAAAAATAAAAAAACGAAAAACGAACCG
PNMT No met TGGGGGAtGATTGHGITGtAGtG CaCCaAaCCaCCCaaaaCCATaTaCa
Met GGGGACGATTGtCGtTGtAGtC AaCCGCCCGaaaCCATaTaCG
TFPI2 No met CCCACATAAAACAAACACCCAAACCA TGGTTTGTTGGGTAAGGTGTTTG
Met GTTCGTTGGGTAAGGCGTTC CATAAAACGAACACCCGAACCG
TWIST1 No met tAGAtALTIGIGG Gt Tt TGtAGALtGGtAttG aCaaaAaaaaaAaaaaACaaTaTaaATaaCCCCa
Met CGGGtTtTGtAGtAtCGGtAtC CGAaAaaaaaAaaaaACGaTaTaaATaaCCCCG

Para el analisis de PCR especifico para la metilacion, se extrajo ADN usando el método de extraccion con
fenolcloroformo estandar. La modificacion con bisulfito de ADN gendémico se llevd a cabo usando protocolos
estandar (p. €j. con el EZ ADN methylation Kit (Zymo Research™)). Se realizé el analisis de metilacion promotores
del gen CAN (gen canceroso, segun se define por Wood LD, Parsons DW, Jones S y cols., The genomic landscapes
of human breast and colorectal cancers, Science. 2007, 318(5853):1108-1113.) usando pares de cebadores MSP
situados cerca del sitio de inicio de la transcripcion putativo en la isla 5' CpG con 2 pl de ADN tratado con bisulfito
como plantilla y JumpStart Red Taqg ADN Polymerase (Sigma™) para la amplificaciéon segin se describe
previamente (Herman JG, Graff JR, Mydhanen S, Nelkin BD, Baylin SB., Methylation-specific PCR: a novel PCR
assay for methylation status of CpG islands. Proc Natl Acad Sci USA. 3 de septiembre de 1996; 93(18):9821-9826).

Se extrajo ARN total de lineas celulares usando métodos estandar (p. ej. el RNeasy Mini Kit (Qiagen™)), y se
trataron con DNasa. Para la reaccion de transcripcion inversa (RT), 1 ug de ARN total se sometid a la sintesis de
ADNCc de la primera hebra usando protocolos de sintesis de ADNc estandar (p. €j. Superscript 11l first strand cADN
synthesis kit (InVitrogen™) usado segun las instrucciones del fabricante). El analisis de la expresion se realizod
mediante RT-PCR usando 1 yl de ADNc como plantilla y protocolos de amplificacion estandar (p. ej. JumpStart Red
Taq DNA Polymerase (Sigma™)).

PCR cuantitativa especifica para la metilacién usando PCR en tiempo real

Se llevo a cabo en primer lugar modificacion con bisulfito sédico, que convierte residuos de citosina no metilados en
residuos de uracilo, sobre 1 ug de ADN gendmico aislado de las secciones de tejido embebidas en parafina usando
procedimientos de metilacion estandar (p. ej. EZ DNA metilacion kit (Zymo Research Co) segun las instrucciones del
fabricante). Para andlisis cuantitativos en tiempo real, se usaron procedimientos estandar. Por ejemplo, se uso el
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Power SYBR Green PCR kit (Applied Biosystems) y las condiciones de amplificacion consistian en una etapa de
desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95°C, seguida por 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15
segundos y renaturalizaciéon y extension durante 30 segundos y 60 segundos, respectivamente. Se usé un ABI
StepOnePlusReal-Time PCR System (Applied Biosystems), y para la cuantificacion se usé el método del umbral del
ciclo comparativo (Ct), normalizando los valores de Ct para el gen indicado con los valores de Ct de una muestra de
reaccion desmetilada con relacion a una muestra de reaccién metilada.

Método de metilacion sobre cuentas (MOB)

Los métodos y los tampones usados para la extraccion por metilacién sobre cuentas son como se describen
previamente (Bailey VJ, Zhang Y, Keeley BP, Yin C, Pelosky KL, Brock M, Baylin SB, Herman JG, Wang TH. Single-
tube analysis of ADN methylation with silica superparamagnetic beads. Clin Chem. 56(6):1022-1025). En resumen,
50 pl de Protease K se afiadieron a fondo de un tubo de Eppendorf y se afiadieron a la muestra de suero 200 pl de
tampon de unidon de metilaciéon sobre cuentas 1 y 100 yl de tampodn de lisis hasta 200 pl. La muestra se incubd a
55°C durante 15 minutos (lineas celulares, sangre entera), y se afiadieron 200 pl de alcohol isopropilico al 100%, y
la muestra se mezcl6. A continuacion, se afiadieron a la muestra 35 yl de cuentas magnéticas a la muestra y se
mezclaron. A continuacion, el tubo se puso sobre el soporte magnético para capturar las cuentas, y el sobrenadante
se descarto. El tubo se retird del soporte magnético y las cuentas se lavaron con 500 ul de tampén de lavado 1. Las
cuentas se capturaron una vez mas sobre el soporte magnético y a continuacion se lavaron una segunda vez en 500
pl de tampdn de lavado 2. A continuacion, esta etapa se repitié una vez, y las cuentas se capturaron de nuevo, y el
sobrenadante se descartd. Se afiadieron 50 ul de tampdn de elucién al tubo de Eppendorf que contenia las cuentas
lavadas. Para desnaturalizar el ADN para el tratamiento con bisulfito, se afadieron al tubo 6 ul de NaOH 2 M, se
mezclaron y se incubaron a 70°C durante 10-15 minutos . A continuacion, se afadieron y se mezclaron 12 pl de
solucion de hidroquinona recientemente preparada. Se afadieron y se mezclaron 200 ul de solucion de bisulfito Na
preparada. La solucion de bisulfito Na se sometio a turbulencia para asegurar que estuviera totalmente saturada. La
muestra se incubé a 65°C durante 4-6 horas, y a continuacion se afiadieron 120 pyl de NaOH 10 M, se mezclaron y
se incubaron a 50°C durante 10 minutos adicionales. Se afiadieron a la muestra 350 pl de tampdn de unién 2 para of
metilacion sobre cuentas, 100 yl de IPA y se mezclaron. A continuacion, las cuentas se capturaron y se lavaron una
vez en tampon de lavado 1 y dos veces en tampdn de lavado 2 segun se describe anteriormente. A continuacion, las
cuentas se capturaron y el sobrenadante se descart6. A continuacion, el ADN se eluy6 de las cuentas magnéticas
con 100 pl de tampdén de PCR. A continuacién, la muestra se dividi6 segin se deseara para la posterior
amplificacién por PCR.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para detectar o caracterizar una neoplasia en una muestra biolégica de un sujeto,
comprendiendo el método detectar la metilacion de un gen BNC1 y ADAMTS1, en donde la deteccion de la
metilacion detecta o caracteriza la presencia de una neoplasia en la muestra, comprendiendo ademas el método
opcionalmente la etapa de detectar una alteracion en la secuencia o el nivel de expresion de un gen o polipéptido
Brca1, Brca2, p16, K-ras, APC, PalB2, DPC4, EGFR ylo EML-ALK4, en donde la neoplasia es un cancer
seleccionado de cancer de colon, pulmonar o pancreatico y en donde el nivel de metilacion presente en el promotor
del gen BNC1 y ADAMTS1 se compara con una referencia seleccionada del nivel de metilacion presente en una
muestra de control obtenida de un paciente que no tiene una neoplasia, un nivel inicial de metilacién presente en
una muestra biolégica derivada de un paciente, antes de, durante o después del tratamiento para una neoplasia o
una curva estandarizada.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde el método detecta un incremento en la metilacion con relacion a
una referencia.

3. El método segun la reivindicacion 1, en el que la muestra biolégica es una muestra de tejido o fluido bioldgico.

4. El método segun la reivindicacion 2, en el que la referencia es el nivel de metilacion presente en el promotor en
una muestra de control preferiblemente derivada de un sujeto sano.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la metilacion se detecta mediante PCR
cuantitativa especifica para la metilaciéon (QMSP).

6. El método segun la reivindicacion 5, en el que se cuantifica el nivel o la frecuencia de la metilacion.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que se cuantifican los niveles de metilacion de
los promotores de BNC1y ADAMTS1.

8. El método segun la reivindicacion 1, en el que el sujeto es fumador, tiene una mutacién Brcal o Brca2, un quiste
pancreatico, pancreatitis crénica, presencia de poélipos o adenomas en el colon o antecedentes familiares de cancer

9. Un método in vitro segun la reivindicacion 1, para detectar o caracterizar cancer de pulmén o colon en una
muestra derivada de un sujeto, comprendiendo el método detectar la metilacion de un gen BNC1 y ADAMTS1, en
donde la deteccion de la metilacion detecta o caracteriza cancer de pulmén o colon en el sujeto y que comprende
ademas detectar una alteracion en la secuencia o el nivel de expresion de un gen o polipéptido Brca1, Brca2, p16,
K-ras, APC, EGFR (pulmén) ylo EML-ALK4, en donde el nivel de metilacion presente en el promotor del gen BNC1'y
ADAMTS1 se compara con una referencia seleccionada del nivel de metilacién presente en una muestra de control
obtenida de un paciente que no tiene una neoplasia, un nivel inicial de metilacion presente en una muestra bioldgica
derivada de un paciente, antes de, durante o después del tratamiento para una neoplasia o una curva estandarizada.

10. EI método segun la reivindicacion 9, en el que el sujeto es fumador, tiene pdlipos o adenomas en el colon o
antecedentes familiares de cancer.

11. Un método in vitro segun la reivindicacion 1, para detectar o caracterizar cancer pancreatico en una muestra de
suero o plasma derivada de un sujeto, comprendiendo el método detectar la metilacion del gen BNC1y ADAMTST1,
en donde la deteccion de la metilacion detecta o caracteriza cancer pancreatico en el sujeto, comprendiendo
ademas la etapa de detectar una alteracion en la secuencia o la expresion de un gen o polipéptido Brca, Brca2,
p16, K-ras, APC, PalB2 y/o DPC4 con relacion a una referencia, en donde el nivel de metilacion presente en el
promotor del gen BNC1 y ADAMTS1 se compara con una referencia seleccionada del nivel de metilacion presente
en una muestra de control obtenida de un paciente que no tiene una neoplasia, un nivel inicial de metilacion
presente en una muestra biologica derivada de un paciente, antes de, durante o después del tratamiento para una
neoplasia o una curva estandarizada.

12. El método segun la reivindicacion 11, en el que el método detecta un incremento en la metilacion con relacion a
una referencia.

13. El método segun la reivindicacion 11, en el que el sujeto se identifica como fumador, tiene una mutacion Brcal o
Brca2, un quiste pancreatico, pancreatitis créonica o antecedentes familiares de cancer.
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Figura 1A
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Lineas celulares de cancer pancreatico
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Niveles de metilacion
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