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DESCRIPCION
Combinaciones de biomarcadores para tumores colorrectales
Solicitudes relacionadas

La presente invencion reivindica prioridad y beneficio para la solicitud EP n°® 12191234.4 presentada el 5 de
noviembre de 2012.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere de un modo general a los biomarcadores de sangre periférica relacionados con
tumores colorrectales, y a métodos de uso de los mismos.

Antecedentes de la invencion

De un modo universal, el cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas comun, después del cancer de pulmoén y
el de mama, y es causa destacada de las 650.000 muertes anuales relacionadas con el cancer (Jernal, A., Siegel,
R., Ward, E., Hao, Y, Xu J, Thun, M Cancer Statistics 2009. CA Cancer J Clin 2009; 59; 225 - 249). En Europa, es la
segunda forma mayor de cancer y la segunda causa de muerte, después del cancer de pulmén. Sin embargo, las
tasas de cribado de CCR se mantienen suboptimas (~20%) y estan muy por debajo de las del cancer de mama, de
cuello uterino y de prostata.

Los documentos US20100196889 y US20090215053 describen marcadores de la expresion génica para el CRC.
Asi pues, hay una necesidad urgente de un método nuevo y mas asequible para el cribado del CCR.
Compendio de la invencion

La presente invencion se define en las reivindicaciones anexas. La presente descripcion se refiere a biomarcadores
y métodos relativos para el cribado, la deteccion, el diagnostico y el seguimiento de tumores colorrectales.

La presente descripcion proporciona un método que incluye las etapas de (a) medir en una muestra obtenida de un
sujeto la cantidad de cada biomarcador de un panel de biomarcadores incluyendo al menos un biomarcador de alta
prioridad y al menos dos biomarcadores nucleares seleccionados entre el grupo que consiste en IL1B, PTGS2,
S100A8, LTF, CXCL10 y CACNB4; (b) calcular una puntuacion de probabilidad basada en la medicién de la etapa
(a); y (c) descartar un tumor colorrectal para el sujeto si la puntuaciéon en la etapa (b) es mas baja que una
puntuacion pre-determinada; o admitir la probabilidad de tumor colorrectal para el sujeto si la puntuacion en la etapa
(b) es mas alta que una puntuacion predeterminada. La probabilidad de tumor colorrectal adicional puede
determinarse ademas por la sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo (NPV) o valor predictivo positivo
(PPV) asociados con la puntuacion.

La presente invencion proporciona también un método que incluye las etapas de (a) medir en una muestra obtenida
de un sujeto la cantidad de cada biomarcador de un panel de biomarcadores que incluye al menos un biomarcador
de alta prioridad y al menos dos biomarcadores nucleares seleccionados entre el grupo que consiste en IL-1B,
PTGS2, S100A8, LTF, CXCLIO y CACNB4; (b) comparar la cantidad medida en la etapa (a) con un valor de
referencia; y (c) clasificar el sujeto como mas probable que tenga un tumor colorrectal cuando se detecta un
aumento o una disminucién en la cantidad de cada biomarcador del panel de biomarcadores en relacién con el valor
de referencia en la etapa (b). El método puede incluir ademas una etapa de administrar al sujeto clasificado por la
etapa (c) una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente de modulacién colorrectal.

En ciertas realizaciones, el al menos un biomarcador de alta prioridad se selecciona entre el grupo que consiste en
S100A8, LTF, CXCL 10 y CACNBA4.

En ciertas realizaciones, el al menos un biomarcador de alta prioridad se selecciona entre el grupo que consiste en
S100A8, LTF, CXCL10, CACNB4, MMP9, CXCL11, EGR1, JUN, TNFSF 13B, GATA2, MMP I, NME |, PTGES, CCR
1, CXCRS3, FXYD5, IL8, ITGA2, ITGB5, MAPK6, RHOC, BCL3, CD63, CES 1, MAP2K3, MSL 1y PPARG.

En ciertas realizaciones, los al menos dos biomarcadores nucleares son IL 1B y PTGS2.

En ciertas realizaciones, los al menos dos biomarcadores nucleares son (a) IL 1B y PTGS2; (b) IL 1B, PTGS2 y
S100A8; (c) IL 1B, PTGS2, S100A8 y LTF; (d) IL1B, PTGS2, S100A8, LTF, y CXCL10; o (e) IL1B, PTGS2, S100A8,
LTF, CXCL 10 y CACNB4.

En ciertas realizaciones, cuando se descarta el tumor colorrectal, el sujeto no recibe un protocolo de tratamiento.
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En ciertas realizaciones, cuando se descarta el tumor colorrectal en el sujeto, éste recibe un protocolo de
tratamiento. Por ejemplo, el protocolo de tratamiento es una colonoscopia, una biopsia, una cirugia, una
quimioterapia, una radioterapia, o cualquier combinacién de estas técnicas.

En ciertas realizaciones, la puntuacién de probabilidad puede ser calculada a partir de un modelo de prediccién de
regresion logistica aplicado a la medida.

La muestra puede ser células mononucleares de sangre periférica, células sanguineas, sangre entera, suero,
plasma, células endoteliales, células tumorales circulantes, biopsias de tejido, fluido linfatico, liquido ascitico, fluido
intersticial, médula ésea, liquido cefalorraquideo (CSF), saliva, mucosa, esputo, sudor u orina.

En ciertas realizaciones, el tumor colorrectal es adenoma o carcinoma.
En ciertas realizaciones, el sujeto esta en riesgo de desarrollo de un tumor colorrectal.

La descripcion también proporciona un kit para ser utilizado de acuerdo con el método mencionado anteriormente
para detectar la presencia de tumores colorrectales. El kit comprende uno o mas de un par de cebadores para la
medicién de uno o mas biomarcadores, en particular el panel de biomarcadores que se describe en el presente texto
(Tabla 1).

El kit puede comprender ademas una o mas sondas, muestras de referencia para la realizaciéon de controles de
calidad de medicion, envases de material plastico y reactivos para llevar a cabo reacciones de prueba e
instrucciones para el uso de los reactivos en el método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

A menos que se establezca otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente texto tienen el
mismo significado que entiende normalmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Aunque en
la practica de la presente invencion se pueden usar los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos
en el presente texto, se describen a continuacién métodos y materiales adecuados.

En caso de discrepancia, controlara la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.

Ademas, los materiales, métodos, y ejemplos descritos en el presente texto son solamente ilustrativos y no
pretenden ser limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La siguiente descripcion detallada, que se da a titulo de ejemplo, pero que no pretende limitar la invencion a
realizaciones especificas descritas, puede entenderse junto con la figura adjunta, que se incorpora en el presente
texto como referencia, en la que:

Figura 1. Los diagramas de caja representan IL1B, PTGS2, S100A8, MMP9, LTF, CXCL10 y CCR1, la expresion
de genes durante la evolucién y el progreso del cancer colorrectal: controles, adenomas (POL) entre 1 - 2 cm,
adenomas mayores que 2 cm y carcinomas en estadios | a IV. La unidad de medida corresponde a los valores
deltaCp. Se ha de observar que se utilizaron diferentes escalas de unidad para diferentes graficos de genes.

Figura 2. Graficos representativos de curvas de caracteristicas de funcionamiento del receptor (ROC: Receiver
Operating Characteristics) para actuaciones del modelo de prediccion del carcinoma colorrectal (panel izquierdo)
o adenoma (panel derecho). EI AUC (area bajo la curva) con 95% CI son 0,82 a 0,91 y 0,67 a 0,79 para el
modelo de prediccion de carcinoma o de adenoma, respectivamente. Se sacaron 1000 conjuntos de datos
aleatorios con reemplazo de conjunto de entrenamiento (bootstrap); cada bootstrap tenia el mismo tamario que el
conjunto de formacion. En cada iteracion, los modelos son equipados y las muestras fuera de bolsas (no
seleccionadas en cada bootstrap) se utilizaron para validar estos modelos. Los valores promedio sobre mas de
1000 bootstraps para tasa de positivo verdadero y de positivo falsos estan representados por las curvas.

Figura 3. Diagramas de dispersién de especificidad y sensibilidad para todos los modelos de prediccion de
carcinoma o de adenoma calculado en el conjunto de entrenamiento (azul), por bootstrap (verde), o en el
conjunto de validacion independiente (rojo).

Descripcion detallada
La presente invencién se basa parcialmente en el descubrimiento de que un pequefio panel de biomarcadores de la

sangre es capaz de identificar especificamente y distinguir sujetos con lesiones colorrectales malignas y benignas
procedentes de un sujeto sin dichas lesiones.
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En consecuencia, la invencion proporciona al paciente ventajas singulares, asociadas a la deteccion temprana de un
tumor colorrectal en un paciente, incluyendo una mayor esperanza de vida, la disminuciéon de la morbilidad y la
mortalidad, la disminucién de la exposicién a la radiacion durante las exploraciones y la repeticion de las
exploraciones, y un modelo de diagndstico minimamente invasivo. Es importante destacar que los métodos de la
invenciéon permiten que un paciente evite procedimientos invasivos, aumentando asi la observancia por el paciente.

En la actualidad, las tasas de deteccion del cancer colorrectal (CRC) siguen siendo subdptimas (~20%) y estan muy
por detras de cancer de mama, de cuello uterino y de prostata. Los paises de la Union Europea han introducido
programas de cribado del CCR mediante colonoscopia, sigmoidoscopia, guayacol o prueba inmunoquimica de
sangre fecal oculta (FOBT y FIT) para las personas mayores de 50 afios. La falta de observancia de las
recomendaciones de cribado se atribuye en gran parte a los aspectos desagradables y engorrosos de estos
métodos. Por tanto, es imperativo encontrar una prueba de cribado de uso facil, no invasiva y fiable, que satisfaga
las necesidades de una numerosa poblacién no explorada y de edad avanzada. Un analisis de sangre tendria las
mayores posibilidades de aceptacion por los pacientes y por la comunidad médica.

El disefio y las caracteristicas de la invencion descrita en el presente texto, en particular el uso de la sangre y las
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) como espécimen de prueba, establece un método de cribado
nuevo y mas compatible para las pruebas de CRC previas a la colonoscopia.

Especificamente, la presente descripcién proporciona biomarcadores relacionados con tumores colorrectales que,
cuando se usan juntos en combinaciones de al menos dos biomarcadores nucleares con al menos un biomarcador
de alta prioridad, que se selecciona individualmente de un panel de biomarcadores candidatos, se pueden usar tales
combinaciones de biomarcadores para detectar tumores colorrectales. Por consiguiente, la presente invencion
proporciona métodos para el cribado, deteccion, diagndstico y seguimiento de tumores colorrectales midiendo la
cantidad de cada biomarcador de al menos tres biomarcadores de la Tabla | en una muestra (tal como PBMCs o
células sanguineas).

Particularmente, la presente descripcion proporciona un método que incluye las etapas de (a) medir en una muestra
obtenida de un sujeto la cantidad de cada biomarcador de un panel de biomarcadores que incluye al menos tres
biomarcadores de la Tabla 1; (b) calcular una puntuacién de probabilidad (o un valor de probabilidad), basado en la
medicion de la etapa (a); y (c-1) descartar el tumor colorrectal para el sujeto si la puntuacion en la etapa (b) es
menor que una puntuacion predeterminada (o un preumbral determinado) o (c-2) admitir la probabilidad de tumor
colorrectal para el sujeto si la puntuacion en la etapa (b) es mayor que una puntuacién predeterminada (o un umbral
predeterminado).

En algunas realizaciones, el método incluye etapas de (a) recoger una muestra de acido nucleico de una muestra
bioldgica (por ejemplo, células o células sanguineas mononucleares de sangre periférica) obtenida de un sujeto; (b)
medir en la muestra de acido nucleico la cantidad de cada biomarcador de un panel de biomarcadores que incluye al
menos tres biomarcadores de la Tabla 1; (c) calcular una puntuacién de probabilidad (o un valor de probabilidad),
basado en la medicion de la etapa (b); y (d-1) descartar el tumor colorrectal para el sujeto si la puntuacion en la
etapa (c) es menor que una puntuacion predeterminada (o un umbral predeterminado) o (d-2) aceptar la probabilidad
de tumor colorrectal para el sujeto si la puntuacion en la etapa (c) es mayor que una puntuacién predeterminada (o
un umbral predeterminado).

Por ejemplo, los al menos tres biomarcadores de la Tabla | incluyen al menos un biomarcador de alta prioridad y por
lo menos dos biomarcadores nucleares seleccionados del grupo que consiste en IL1B, PTGS2, S100A8, LTF,
CXCL10 y CACNBA4. Por ejemplo, los al menos tres biomarcadores de la Tabla 1 incluyen IL1B, PTGS2 y S100A8.

Cuando se descarta el tumor colorrectal el sujeto no recibe un protocolo de tratamiento. Sin embargo, cuando se
acepta el tumor colorrectal en el sujeto, éste recibe un protocolo de tratamiento. El protocolo de tratamiento puede
incluir, pero no se limita a estas técnicas, una colonoscopia, una biopsia, una cirugia, una quimioterapia, una
radioterapia, o cualquier combinacién de dichas técnicas.

La puntuacién de probabilidad puede ser calculada de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica. Por
ejemplo, la puntuacioén de probabilidad se calcula a partir de un modelo de prediccion de regresion logistica aplicado
a la medicién. Por ejemplo, la puntuacion de probabilidad se calcula por

Priy;=1) ) _
y donde xm,; es un valor medido para el biomarcador m y sujeto i, y (8o, B1,-.-, Bm) €s un vector de coeficientes. En

otras palabras, Bo es una constante especifica del panel y B es el correspondiente coeficiente de regresion logistica
del biomarcador m.

En algunas realizaciones, la probabilidad de tumor colorrectal también esta determinada por la sensibilidad, la
especificidad, el valor predictivo negativo (NPV) o el valor predictivo positivo (PPV) asociados con la puntuacion.
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La presente descripcion proporciona también un método que incluye las etapas de (a) medir en una muestra
obtenida de un sujeto la cantidad de cada biomarcador de un panel de biomarcadores que incluye al menos tres
biomarcadores de la Tabla 1; (b) comparar la cantidad medida en la etapa (a) con un valor de referencia; y (c)
clasificar al sujeto como sujeto con mas probabilidades de tener un tumor colorrectal cuando se detecta en la etapa
(b) un aumento o una disminucion de la cantidad de cada biomarcador del panel de biomarcadores en relacion con
el valor de referencia.

En algunas realizaciones, el método incluye las etapas de (a) obtener una muestra de acido nucleico de una muestra
bioldgica (por ejemplo, células mononucleares de sangre periférica o células sanguineas) obtenidas de un sujeto; (b)
medir en la muestra de acido nucleico la cantidad de cada biomarcador de un panel de biomarcadores que incluye al
menos tres biomarcadores de la Tabla 1; (c) comparar la cantidad medida en la etapa (b) con un valor de referencia;
y (d) clasificar al sujeto como sujeto con mas probabilidades de tener un tumor colorrectal cuando se detecta en la
etapa (c) un aumento o una disminucion de la cantidad de cada biomarcador del panel de biomarcadores en relaciéon
con el valor de referencia.

Por ejemplo, los al menos tres biomarcadores de la Tabla 1 incluyen al menos un biomarcador de alta prioridad y al
menos dos biomarcadores nucleares seleccionados del grupo que consiste en IL1B, PTGS2, S100A8, LTF, CXCL
10 y CACNBA4. Por ejemplo, los al menos tres biomarcadores de la Tabla 1 incluyen IL1B, PTGS2 y S100A8.

En algunas realizaciones, el método incluye ademas una etapa de (i) seleccionar un régimen de tratamiento (o
protocolo) para el sujeto clasificado como con mas probabilidades de tener tumor colorrectal o (ii) administrar al
sujeto clasificado como mas propenso a tener un tumor colorrectal una cantidad terapéuticamente eficaz de al
menos un agente modulador del cancer colorrectal.

El régimen de tratamiento para el cancer colorrectal es el estandar para los cuidados para el tratamiento de un tumor
colorrectal (por ejemplo, polipos colorrectales tales como adenomas y carcinomas colorrectales) como se describe
en las mas actuales directrices de National Comprehensive Cancer Network (NCCN). El régimen de tratamiento
puede incluir administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente modulador del cancer
colorrectal.

El uno o mas agentes moduladores del cancer colorrectal, pueden comprender un agente de alquilacion, un agente
antibiotico, un agente antimetabdlico, un agente hormonal, un agente derivado de plantas, un agente retinoide, un
inhibidor de la tirosina quinasa, un agente bioldgico, un agente de terapia génica, un inhibidor de histona
desacetilasa, otro agente anticanceroso, o combinaciones de los mismos. Entre los ejemplos de agentes
moduladores del cancer colorrectal se incluyen, pero sin limitarse a ellos, Adrucil (fluorouracilo), Avastin
(bevacizumab), Bevacizumab, Camptosar (clorhidrato de Irinotecan), Capecitabina, Cetuximab, Efudex
(Fluorouracilo), Eloxatin (oxaliplatino), Erbitux (Cetuximab), Fluoroplex (Fluorouracilo), Fluorouracilo, Irinotecan
clorhidrato, Leucovorina calcica, Oxalipiatino, Panitumumab, Regorafenib, Stivarga (Regorafenib), Vectibix
(Panitumumab), Wellcovorin (Leucovorin calcico), Xeloda (Capecitabina), Zaltrap (Ziv-Aflibercept), y Ziv -Aflibercept.

"Tratar" o "tratamiento" como se usa en el presente texto con respecto a una condicién, puede referirse a la
prevencion de la condicion, el retardo de la aparicién o la velocidad de desarrollo de la condicién, la reduccién del
riesgo de desarrollo de la condicion, prevencion o retardo del desarrollo de los sintomas asociados con la condicion,
reduccion o finalizacion de los sintomas asociados con la condicién, generacion de una regresion completa o parcial
de la condicién, o alguna combinacion de los mismos. Por ejemplo, las mejoras en los factores de riesgo del cancer
colorrectal como resultado de un tratamiento con uno o mas agentes moduladores del cancer colorrectal pueden
comprender una reduccioén en la formacién de pdlipos, una reduccién en el tamafo de los pdlipos, una reducciéon en
el numero de polipos, una reduccion en los sintomas de la colitis ulcerosa, la enfermedad inflamatoria intestinal, y / o
la enfermedad de Crohn, o combinaciones de los mismos.

La presente descripcidon proporciona también al menos tres biomarcadores de la Tabla 1 para su uso en un método
de determinacion de la probabilidad de un tumor colorrectal, la deteccion del tumor colorrectal, el diagndstico del
tumor colorrectal y/o el seguimiento del tumor colorrectal. EI método puede incluir las etapas de:

(I) (a) medir en una muestra de acido nucleico procedente de una muestra bioldgica (p. ej. células mononucleares
de sangre periférica o células sanguineas) la cantidad de cada biomarcador de los al menos tres biomarcadores de
la Tabla 1; (b) calcular una puntuacion de probabilidad basandose en la medicion de la etapa (a); y (c-1) descartar
el tumor colorrectal para el sujeto si la puntuacion en la etapa (c) es menor que una puntuacion predeterminada (o
un umbral predeterminado) o (c-2) aceptar la probabilidad de tumor colorrectal para el sujeto si la puntuacién en la
etapa (b) es mayor que una puntuacion predeterminada (o un umbral predeterminado); o

(1) (a) medir en una muestra de acido nucleico procedente de una muestra bioldgica (p. €j. células mononucleares
de sangre periférica o células de la sangre) la cantidad de cada biomarcador de los al menos tres biomarcadores
de la Tabla 1; (b) comparar la cantidad medida en la etapa (a) con un valor de referencia; y (c) clasificar al sujeto
como con mas probabilidades de tener un tumor colorrectal cuando se detecta un aumento o una disminucién de la
cantidad de cada biomarcador del panel de biomarcadores en relacion con el valor de referencia en la etapa (b).
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Por ejemplo, los al menos tres biomarcadores de la Tabla 1 incluyen al menos un biomarcador de alta prioridad y al
menos dos biomarcadores nucleares seleccionados del grupo que consiste en IL1B, PTGS2, S100A8, LTF, CXCL
10 y CACNBA4. Por ejemplo los al menos tres biomarcadores de la Tabla 1 incluyen IL1B, PTGS2 y S100A8.

La etapa de medicién de cualquier método o uso descrito en el presente texto puede incluir una etapa de puesta en
contacto de la muestra de acido nucleico obtenida del sujeto con uno o mas cebadores descritos en el presente texto
que se hibridan especificamente con el biomarcador de interés. La etapa de mediciéon puede incluir ademas una
etapa de amplificacion del biomarcador de interés con dichos uno o mas cebadores.

La medicién real de los niveles de los biomarcadores se puede determinar a nivel de acido nucleico o de proteina
usando cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, a nivel de acido nucleico los biomarcadores se
pueden medir extrayendo acidos ribonucleicos de la muestra y realizando cualquier tipo de PCR cuantitativa sobre
los acidos nucleicos de transcripcion inversa. Otra forma de detectar los biomarcadores puede ser también mediante
un analisis del transcriptoma completo basado en metodologias de secuenciacion de alto rendimiento, p. ej. RNA-
seq, o en la tecnologia de micromatrices, p. €j. matrices de Affymetrix.

A titulo de ejemplo, otros métodos que pueden ser utilizados para medir el biomarcador pueden implicar cualquier
otro método de cuantificacion conocido en la técnica de los acidos nucleicos, tales como, pero sin limitarse a ellas, la
amplificacion de secuencias especificas, las sondas de oligonucleétidos, la hibridacion de los genes diana con
sondas complementarias, la fragmentacion por endonucleasas de restriccion y estudio de los fragmentos resultantes
(polimorfismos), técnicas de geles de campo pulsado, amplificacion isotérmica de desplazamiento multiple,
amplificacién o replicacion por circulo rodante, inmuno-PCR, entre otros conocidos por los expertos en la técnica.

Usando la informacién proporcionada por las entradas de base de datos para las secuencias de biomarcadores, los
niveles de expresion de biomarcadores pueden detectarse y medirse usando técnicas bien conocidas por los
expertos en la técnica. Por ejemplo las secuencias de biomarcadores dentro de las entradas de base de datos de
secuencia, o dentro de las secuencias descritas en el presente documento, se pueden utilizar para construir sondas
y cebadores para la deteccion de secuencias de ARNm de los biomarcadores en métodos que especificamente y de
forma preferible, cuantitativamente amplifican secuencias especificas de acidos nucleicos tales como la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real basada en la transcripcion inversa (RT-gPCR).

Los niveles de los biomarcadores también se pueden determinar a nivel de proteinas, p. €j. midiendo los niveles de
péptidos codificados por los productos génicos descritos en el presente texto, o las actividades de los mismos. Tales
métodos son bien conocidos en la técnica e incluyen, p. ej., inmunoensayos basados en anticuerpos contra
proteinas codificadas por los genes, aptameros o huellas moleculares. Alternativamente, puede seleccionarse un
método adecuado para determinar la actividad de las proteinas codificadas por los genes de biomarcadores de
acuerdo con la actividad de cada proteina analizada.

Las proteinas de biomarcadores, polipéptidos, mutaciones, y polimorfismos de los mismos pueden ser detectados de
cualquier manera adecuada, pero se detectan tipicamente poniendo en contacto una muestra del sujeto con un
anticuerpo que se une a la proteina biomarcadora, polipéptido, mutacion, o polimorfismo y después detectando la
presencia o ausencia de un producto de reaccion. El anticuerpo puede ser monoclonal, policlonal, quimérico, o un
fragmento de los precedentes, como se discutié detalladamente con anterioridad, y la etapa de detectar el producto
de reaccion puede llevarse a cabo con cualquier inmunoensayo adecuado. La muestra del sujeto es tipicamente una
muestra bioldgica como se describié anteriormente, y puede ser la misma muestra utilizada para llevar a cabo el
método antes descrito.

Los expertos en la técnica estaran familiarizados con numerosos inmunoensayos especificos y formatos de ensayo
de amplificacién de acidos nucleicos y variaciones de los mismos que pueden ser Utiles para llevar a cabo las
realizaciones de la invencion descrita en el presente texto.

Preferiblemente, los niveles de expresion de los biomarcadores de la presente invenciéon son detectados por RT-
gPCR, y en particular por PCR en tiempo real, como se describe mas adelante en el presente texto.

En general, el ARN total puede ser aislado de la muestra objetivo, tal como sangre periférica o PBMC, usando
cualquier procedimiento de aislamiento. Este ARN se puede usar después para generar primera copia de la cadena
de ADN (ADNCc) usando cualquier procedimiento, p. ej. usando cebadores aleatorios, cebadores oligo-dT o
cebadores aleatorios-oligo-dT que son cebadores oligo-dT acoplados en el extremo 3' para tramos cortos de
secuencia especifica que cubren todas las combinaciones posibles. EI ADNc se puede entonces utilizar como
plantilla en PCR cuantitativa.

En PCR en tiempo real la cuantificacion de productos de la PCR se basa p. €j. en incrementos de fluorescencia,
liberada en cada ciclo de amplificacién de la reaccién, p. ej. por una sonda que se hibrida con una porcion del
producto de amplificacion. Los planteamientos de fluorescencia utilizados en PCR cuantitativa en tiempo real se
basan tipicamente en un colorante fluorescente reportero tal como FAM, fluoresceina, HEX, TET, etc. y un apagador
tal como TAMRA, DABSYL, Black Hole, etc. Cuando el apagador se separa de la sonda durante la fase de extension
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de la PCR, puede medirse la fluorescencia del reportero. Sistemas como Universal ProbeLibrary, Molecular Beacons
(balizas moleculares), sondas TagMan, cebadores Scorpion o cebadores Sunrise y otros, utilizan este método para
realizar PCR cuantitativa en tiempo real. Alternativamente, se puede medir la fluorescencia desde fluorocromos de
ADN-intercalante tal como SYBR Green.

La abundancia de moléculas de ARN diana se puede realizar mediante PCR en tiempo real de una manera relativa o
absoluta. Los métodos relativos se pueden basar en la determinacion del ciclo umbral (Ct) o, en el caso de los
instrumentos de PCR de Roche, el punto de cruce (Cp). La abundancia relativa de moléculas ARN se calcula
entonces por el método delta Ct (delta Cp) restando el valor Ct (Cp) de uno o mas genes de limpieza o
housekeeping. Un ejemplo de genes de limpieza que pueden ser utilizados se expone en la Tabla 2.
Alternativamente, la medicion absoluta se puede realizar determinando el nimero de copias de la molécula de ARN
diana por medio de curvas de calibracion.

La Tabla 1 enumera un ejemplo de cebadores directos e inversos, asi como el nimero de identificacion de la sonda
Universal ProbeLibrary (Roche) que podria ser utilizada para la medicion del biomarcador correspondiente por PCR
en tiempo real.

Los biomarcadores y métodos de la presente invencion permiten que un experto en la técnica detecte, identifique,
diagnostique o evalue de otra manera a aquellos sujetos que no presentan ningun sintoma de tumores colorrectales,
pero que no obstante pueden estar en riesgo de desarrollar tumores colorrectales, o de experimentar los sintomas
caracteristicos de una enfermedad cancerosa.

La Tabla 1 proporciona informacion que incluye una lista no exhaustiva de biomarcadores de sangre periférica
relacionados con tumores colorrectales segun la invencidon. Un experto en la técnica reconocera que los
biomarcadores presentados en el presente texto incluyen proteinas, acidos nucleicos (ADNcs, ARNms, ARNs,
ADNSs) y metabolitos, junto con sus polimorfismos, mutantes, variantes de isoformas, metabolitos relacionados,
derivados, precursores incluyendo acidos nucleicos y pro-proteinas, productos de escision, complejos de proteina-
ligando, variantes modificadas postraduccionalmente (tales como entrecruzamiento o glicosilacion), fragmentos, y
productos de degradacion, asi como cualquier acido nucleico multi-unidad, proteinas y estructuras de glicoproteina
que comprenden cualquiera de los biomarcadores como subunidades constitutivas de la estructura completamente
montada. Toda la expresion de biomarcadores en muestras de sangre ha sido validada mediante experimentacion.
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Tabla 1. Biomarcadores sanguineos relacionados con tumores colorrectales

tumoral (ligando), miembro 13b

Simbolo  Descripcion Secuencia cebador Secuencia cebador Isl:t):onda
del gen del gen directo (SEC ID N°) inverso (SEC ID N°) UPL
BCL3 B-cell CLL/linforna 3 T ACARCARCCTACGGCAGACA (1) CCACAGACGGTAATGTGGTG (2) 6
CACNB4 canal de calcio dependiente de;, TCCAAGCACAGCTATCTCCTT (3) CCCTCTTTCACCAGCCTTC (4) 138
voltaje, subunidad beta-4 )
© CCR1 receptor 1 de quimiocina (motivo G-C) AGTGATTTCCACAGTGACTCCA (5) GGCAGATGCTGGCTACTGAT (6) 95
co63 molécula CD-63 " GAATGAAATGTGTGAAGTTCTTGC (7)  GCAATCAGTCCCACTGCAC (8) 18
| CESL carboxilesterasa 1 CAGGAGTTTGGCTGGTTGAT (9) CAGTTGCCCTTCGGAGAGT (10) 136
CXCL1O ligando 10 de quimiccina (motiva C-X-C) AAAAGGTATGCAATCARATCTGE (11)  AAGAATTTGGGCCCCTTG (12) 86
Toxal ligando 11 de quimiocina (motivo C-X-C) TTGTGTGCTACAGTTGTTCAAGG (13)  TCTGCCACTTTCACTGCTTTTA (14) 81
CXCR3 receptor 3 de quimiocina (motivo C-X-C) " RCCACAAGCACCAAAGCAG (15) GGCGTCATTTAGCACTTGGT {16} 27
EGR1 respuesta 1 del crecimiento temprano AGCACCTGACCGCAGAGT (17} GGCAGTCGAGTGGTTTGG (18) 4
~FXYDS regulador 5 del transporte de iones que ACCACGTCCAGTTCTTCAGC e 'GGGCTGGAGTTCTGTGTAGACT (20)
contiene dominio FXYD ) 7
GATA2 proteina 2 de union de GATA CACAAGATGAATGGGCAGAA (21) TGACAATTTGCACAACAGGTG (22) 117
LB interleucina 1, beta AGCTGATGGCCCTAAACAGA (23) TCGGAGATTCGTAGCTGGAT (24) a5
[1£:1 interleuéin;"a 8 TAGCCAGGATCCACAAGTCC {25) CTGTGAGGTAAGATGGTGGCTA (26) g
ITGA2 integrina, alfa 2 (CD49B) AACATGAGCCTCGGCTTG (27) GCCCACAGAGGACCACAT (28) 154
ITG8S integrina, 'h.eia 5 —— GCATGCAGCACCAAGAGAG {29) GCAGGTCTGGTTGTCAGGTT (30) 40
JUN prato-oncogen jun' AGTCAGGCAGACAGACAGACAC (31) ?BE?ATAAGATFI'GCAGTTCGG'ACMT 20
LTF lactotransferrina TAAGGTGGAACGCCTGAAAC (33} CCATTTCTCCCAAATTTAGCC {34) * 22
MAPIK3 ~ proteina cinasa oinasa 3 activada por mitogenc CGAGTTTGTGGACTICACTGL (35)  AAGGTGAAGAAGGGGTGCTC (361
MAPKG proteina cinasa 6 activada por mitégeno TGGATGAARCTCACAGTCACATT (37)  GBCCAATCATGLTCTGAAA (38) 48
MMP11 ,metalopeptidasa 11 de malriz (es‘lromelisina" 3) ~AAGAGGTTCGTGCTTTCTGE (39) CCATGGGAACCGAAGGAT (a0) 14
"MMPI metalopeptidasa 9 de matriz (gelatinasa B) ATCCGGCACCTCTATGGTC {41} CAGACCGTCGGGGGAG (42) 77
MSL1 " homélogo masculinc-especifico letal 1 ) CAGGCCAAGGAAAAGGAGAT (43} CGTTCAATCCGAGCAAGG (84) 1'7
{Drosophiia) e
NMEL " células no metastasicas 1, proteina (NM23A) - CCTAAGCAGCTGGAAGGAAC (45) CGCTTGATAATCTCTCCCACA (46) 100
“"PPARG receptor gamma activado por el factor GACAGGAAAGACAACAGACARATC GGGGTGATGTGTTTGAACTTG (48] 5
-proliferador de peroxisomas B (47) . }
PTGES prostaglandina E sintasa AGAAGGCCTTTGCCAACC (49) GATGGTCTCCATGTCGTTCC {50} 122
PTGS2 prostaglandma-endoperoxid;) 5|nta;;§ i~ CGCTCAGCCATACAGCAA (51} TCATACATACACCTCGGTTITGA (52) 45
" RHOC familia de genes homélogos de ras, miembra C AGCACACCAGGAGAGAGCTG (53) GTAGCCAAAGGCACTGATCC {54) 92
“SI00A8  proteina A8 de union al caloio 100 CAGCTETCITTCAGAAGACCTG [55]  CTTTCTCCAGCTCGGTCAAC (581 105
TNFSF13-B ' superfamilia factor de necrosis CTCAAGACTGCTTGCAACTGA {57) AAGCTGAGAAGCCATGGAAC (58) 112
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Tabla 2: genes de limpieza usados para normalizacion de la expresion génica

. . ID

Simbolo o Secuencia cebador Secuencia cebador sonda

Descripcion del gen i o :
del gen p g directo (SEC ID N°) inverso (SEC ID N°) UPL
NACA subunidad alfa de complejo asociado TGCTACAGAGCAGGAGTTGC {59)  TCCTGTTCTTCAAGCTCTGGT (60) 45

a polipéptido naciente

- GCAGCATCTAC (61 GCCAATCTGCAGACAGACAC (62) 6

RPLPO proteina ribosomal, grande, PO TCGACAATG (6]
TPT1 proteina tumoral, controlada CAATCAAAGGGAAACTTGAAGAA  GATTCATGTTTTCACCAATAAAGAAC 54

traduccionalmente 1 {63} (64)

Estos biomarcadores sanguineos pueden medirse y utilizarse en combinacion en un modelo de prediccion que
comprende tres o mas biomarcadores. En algunos aspectos, los 29 biomarcadores enumerados en la Tabla 1
pueden ser medidos y utilizados. Los intervalos preferidos a partir de los que se mide y se utiliza el nimero de
biomarcadores incluyen margenes limitados por cualquier minimo seleccionado entre 3 y 29.

En ciertas realizaciones, los al menos tres biomarcadores de la Tabla 1 incluyen (a) IL1B, PTGS2, LTF; (b) IL1B,
PTGS2, S100A8; (c) IL1B, PTGS2, S100A8, LTF; o (d) IL1B, PTGS2, S100A8, LTF.

En particular, los al menos tres biomarcadores de la Tabla 1 incluyen al menos dos biomarcadores nucleares
(también llamados biomarcadores indispensables) en combinacion con al menos un biomarcador de alta prioridad,
que se elige individualmente entre un panel de biomarcadores.

Un "biomarcador nuclear" usado en el presente texto se refiere a un biomarcador que tiene un nivel de importancia
de 1 0 2, de acuerdo con la Tabla 6. Un biomarcador nuclear se elige entre el grupo que consiste en IL1B, PTGS2,
S100A8, LTF, CXCL10 y CACNBA4.

Un "biomarcador de alta prioridad" usado en el presente texto se refiere a un biomarcador que tiene un nivel de
importancia de 2, 3 0 4, de acuerdo con la Tabla 6.

En algunas realizaciones, los al menos tres biomarcadores de la Tabla 1 utilizados en cualquier método o uso
descrito en el presente texto incluyen al menos un biomarcador de alta prioridad y al menos dos biomarcadores
nucleares seleccionados entre el grupo que consiste en IL-1B, PTGS2, S100A8, LTF, CXCL10 y CACNB4.

Por ejemplo los al menos dos biomarcadores nucleares son (a) IL1B y PTGS2; (b) IL1B, PTGS2 y S100A8; (c) IL1B,
PTGS2, S100A8 y LTF; (d) IL1B, PTGS2, S100A8, LTF, y CXCL 10; o (e) IL1B, PTGS2, S100A8, LTF, CXCL10 y
CACNB4.

Por ejemplo los dos biomarcadores nucleares son IL1B y PTGS2 y se combinan con al menos un biomarcador
elegido entre el panel de biomarcadores de alta prioridad que comprende S100A8, LTF, CXCL10, CACNB4, MMP9,
CXCL 11, EGR1, JUN, TNFSF I3B, GATA2, MMP 11, NME1, PTGES, CCR 1, CXCR3, FXYD5, IL-8, ITGA2, 1TGBS5,
MAPK®6, RHOC, BCL3, CD63, CES 1, MAP2K3, MSL1 y PPARG.

En particular, el panel de biomarcadores de alta prioridad comprende S100A8, LTF, CXCLIO, y/o CACNB4.

En cualquier método y uso descrito en el presente texto, pueden utilizarse los biomarcadores de prioridad 1, 2, 3,4 o
mas alta. Por ejemplo el al menos un biomarcador de alta prioridad (1, 2, 3, 4, o mas) se elige entre el grupo que
consiste en S100A8, LTF, CXCL10, CACNB4, MMP9, CXCL 11, EGR 1, JUN, TNFSF13B, GATA2, MMP 11, NME1,
PTGES, CCR1, CXCR3, FXYD5, IL8, ITGA2, ITGB5, MAPK6, RHOC, BCL3, CD63, CES 1, MAP2K3, MSL1 y
PPARG.

Por ejemplo el al menos un biomarcador de alta prioridad incluye dos biomarcadores seleccionados entre el grupo
que consiste en S100A8, LTF, CXCL10 y CACNB4. Por ejemplo el al menos un biomarcador de alta prioridad
incluye tres biomarcadores seleccionados entre el grupo que consiste en S100A8, LTF, CXCL 10 y CACNB4. Por
ejemplo el al menos un biomarcador de alta prioridad incluye cuatro biomarcadores S100A8, LTF, CXCL10, y
CACNBA4.

Por ejemplo los biomarcadores de alta prioridad son (a) CXCL 10 y S100A8, (b) CXCL10 y LTF, (c) CXCL10 y
CACNB4, (d) S100A8 y LTF, (e) S100A8 y CACNBA4, (f) LTF y CACNB4, (g) CXCL10y S100A8y LTF, (h) CXCL10y
S100A8 y CACNBA4, (i) CXCL10 y LTF y CACNB4, (j) S100A8 y LTF y CACNB4, o (k) CXCL10 y S100A8 y LTF y
CACNB4.
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En ciertas realizaciones, los biomarcadores utilizados en la presente invenciéon son cualquier combinacion de una
combinacién del Grupo A con una combinacion del Grupo B, eliminando el duplicado si hay alguno (véase la Tabla
mas adelante). Por ejemplo los biomarcadores son combinacion de (a) del Grupo A y combinacion de (a) del grupo
B.

Combinaciones de biomarcadores nucleares (Grupo A) | Combinaciones de biomarcadores de alta prioridad

(Grupo B)
(a) IL1By PTGS2 (a) CXCL10y S100A8
(b) IL 1B, PTGS2 y S100A8 (b) CXCL10y LTF
(c) IL1B, PTGS2, S100A8 y LTF (c) CXCL10 y CACNB4
(d) IL1B, PTGS2, S100A8, LTF, y CXCL10 (d) S100A8 y LTF

(e) IL1B, PTGS2, S100A8, LTF, CXCL10y CACNB4 | (e) S100A8 y CACNB4

(f) LTF y CACNB4

(g) CXCL10, S100A8 y LTF

(h) CXCL10, S100A8 y CACNB4

(i) CXCL10, LTF y CACNB4

(j) S100A8, LTF y CACNB4

(k) CXCL10, S100A8, LTF y CACNB4

En algunas realizaciones, los biomarcadores nucleares son IL1B, PTGS2 y S100A8 y los biomarcadores de alta
prioridad son (i) BCL3, CACNB4, CCR1, CXCL10, ITGA2, ITGB5, LTF, MAP2K3, MAPK6, MMP11, PTGES, y
TNFSF13B; o (ii) CACNB4, CXCL10, LTF, MMP11, y PTGES.

Un "biomarcador” utilizado en la presente invencion se refiere a un indicador molecular de una propiedad biolégica
especifica; una caracteristica o faceta bioquimica que puede utilizarse para detectar el cancer colorrectal.
"Biomarcador" comprende, sin limitacién, proteinas, acidos nucleicos y metabolitos, junto con sus polimorfismos,
mutantes, variantes de isoformas, metabolitos relacionados, derivados, precursores incluyendo acidos nucleicos y
pro-proteinas, productos de escision, complejos de proteina-ligando, post-variantes traduccionalmente modificados
(tales como la reticulacion o glicosilacién), fragmentos, y productos de degradacion, asi como cualquier acido
nucleico multi-unidad, proteinas y estructuras de glicoproteina que comprenden cualquiera de los biomarcadores
como subunidades constitutivas de la estructura montada totalmente, y otros analitos o medidas derivadas de la
muestra.

"Medir", "medicién”, "deteccion" y "detectar" significan la evaluacion de la presencia, ausencia, cantidad (que puede
ser una cantidad efectiva) de una sustancia dada en una muestra clinica o derivada de un sujeto, incluyendo los
niveles de concentracion cualitativos o cuantitativos de tales sustancias, o bien de otro modo la evaluacion de los
valores o la categorizacion de los parametros clinicos de un sujeto.

"Alterado", "un aumento" o "una disminucion" se refiere a un cambio o diferencia detectables entre el biomarcador
medido y el valor de referencia de un estado, perfil, medicion, o similares razonablemente comparables. Un experto
en la técnica podra determinar un cambio medible razonable. Tales cambios pueden ser todos o ninguno. Pueden
ser graduales y no precisan ser lineales. Pueden ser de varios 6rdenes de magnitud. Un cambio puede ser un
aumento o una disminucion de 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%, 100%, o
mas, o cualquier valor comprendido entre 0% y 100%.

Alternativamente, el cambio puede ser 1 vez, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces 0 mas, o cualquier valor
entre 1 vez y cinco veces. El cambio puede ser estadisticamente significativo con un valor p de 0,1, 0,05, 0,001, o
0,0001.

Se entiende que la expresion "tumor colorrectal" incluye un amplio espectro de tumores derivados del epitelio que

oscilan desde crecimientos benignos hasta cancer invasivo. Estos incluyen pdlipos colorrectales, tales como
adenomas y carcinomas colorrectales.

10
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Las expresiones "pdlipos adenomatosos” y "adenoma" se utilizan indistintamente.

Los términos "individuo", "huésped", "paciente" y "sujeto” se utilizan indistintamente. Como se usa en el presente
texto, un "sujeto" incluye un mamifero. El mamifero puede ser, p. €j. un mamifero humano o no humano apropiado,
tal como un primate, ratén, rata, perro, gato, vaca, caballo, cabra, camello, oveja o cerdo. El sujeto también puede
ser un pajaro o un ave. En una realizacion, el mamifero es una persona. Un sujeto puede ser macho o hembra.

Un sujeto puede ser uno que no ha sido diagnosticado o identificado previamente como afectado por un tumor
colorrectal. Un sujeto puede ser un sujeto sano que esta clasificado como sujeto con bajo riesgo de desarrollar una
enfermedad del colon (como pdlipos colorrectales o cancer colorrectal). Alternativamente, un sujeto puede ser una
persona en riesgo de desarrollar un tumor colorrectal. Un factor de riesgo es todo aquello que afecte a las
probabilidades del sujeto de contraer una enfermedad como un tumor colorrectal. Los factores de riesgo que pueden
aumentar las posibilidades de una persona de desarrollar pdlipos colorrectales o cancer colorrectal incluyen, pero sin
limitarse a ellos, la edad, historia de pdlipos colorrectales o cancer colorrectal (especialmente si los polipos son
grandes o si hay muchos), historia de enfermedad intestinal inflamatoria (tales como colitis ulcerosa y enfermedad
de Crohn), antecedentes de cancer colorrectal o pélipos adenomatosos, sindromes genéticos heredados (tales como
la poliposis adenomatosa familiar (FAP), cancer de colon hereditario no asociado a poliposis (HNPCC), sindrome de
Turcot, sindrome de Peuz-Jegher, poliposis asociada a MUTYH), tipo diabetes, factores relacionados con el estilo de
vida (dieta, peso y ejercicio), inactividad fisica, la obesidad, el tabaquismo y el consumo excesivo de alcohol.

Una "muestra” en el contexto de la presente invencion es una muestra bioldgica aislada de un sujeto y puede incluir,
a titulo de ejemplo y sin limitarse a ellas, sangre completa, suero, plasma, células de la sangre, células
mononucleares de sangre periférica, células endoteliales, células tumorales circulantes, biopsias de tejido, fluido
linfatico, fluido ascitico, fluido intersticial, médula dsea, liquido cefalorraquideo (LCR), saliva, mucosa, esputo, sudor,
orina, o cualquier otra secrecion, excrecion, u otros fluidos corporales. En algunas realizaciones, la muestra se
refiere a células mononucleares de sangre periférica o células de la sangre.

"Células mononucleares de sangre periférica" (PBMC) se refiere a cualquier célula presente en la sangre que tiene
un nucleo redondo. Esta fraccion se aisla convencionalmente por centrifugacion de sangre entera en un gradiente de
densidad de liquido. Contiene principalmente linfocitos y monocitos mientras que excluye los glébulos rojos y los
granulocitos (eosindfilos, basofilos y neutrofilos). También podrian estar presentes en esta fraccion células raras con
un nucleo redondo, tales como células progenitoras endoteliales o células tumorales circulantes.

El término "cebador" se refiere a una cadena de acido nucleico que sirve como punto de partida para la replicacion
del ADN.

Los términos "sonda" y "sonda de hidrdlisis" se refieren a una cadena corta de acido nucleico disefiado para
hibridarse con una region dentro del amplicon y es doblemente marcada con un colorante reportero y un colorante
de apagamiento. La estrecha proximidad del agente de apagamiento suprime la fluorescencia del colorante
reportero. La sonda se basa en la actividad de 5'-3' exonucleasa de la polimerasa Taq, que degrada una sonda de
ADN no extensible hibridada durante la etapa de extensién de la PCR. Una vez que la polimerasa Taq ha degradado
la sonda, la fluorescencia del reportero aumenta a una velocidad que es proporcional a la cantidad de plantilla
presente.

La expresion "expresion génica" significa la produccion de una proteina o un ARNm funcional a partir de sus genes.

Los términos "firma", "clasificador”, "modelo" y "predictor" se usan indistintamente. Se refieren a un algoritmo que
discrimina entre los estados de la enfermedad con un nivel de significacion estadistica predeterminado. Un
clasificador de dos clases es un algoritmo que utiliza puntos de datos a partir de mediciones de una muestra y
clasifica los datos en uno de dos grupos. En ciertas realizaciones, los datos usados en el clasificador son la
expresion relativa de acidos nucleicos o proteinas en una muestra bioldgica. Los niveles de expresion de proteina o
acido nucleico en un sujeto pueden ser comparados con los niveles en pacientes previamente diagnosticados como
libres de la enfermedad o con una condicién especificada.

Un "nivel/valor de referencia o de linea de base” como se usa en el presente texto se puede usar de forma indistinta
y se entiende que es relativa a un numero o valor derivado de los estudios de poblacion, incluyendo, sin limitacion,
tales sujetos que tienen rango de edad similar, el estado de la enfermedad (p. €j. estadio), los sujetos en el mismo
grupo étnico o similar, o con relaciéon a la muestra de partida de un sujeto sometido a tratamiento para el cancer.
Tales valores de referencia se pueden derivar de los analisis estadisticos y/o datos de prediccion de riesgo de las
poblaciones obtenidos de algoritmos matematicos y los indices calculados de cancer colorrectal. También pueden
construirse y utilizarse indices de referencia que emplean algoritmos y otros métodos de clasificacion estadistica y
estructural.

En algunas realizaciones de la presente invencion, el valor de referencia o linea de base es el nivel de expresion de

un biomarcador de interés en particular en una muestra testigo derivada de uno o mas sujetos sanos o sujetos que
no han sido diagnosticados con ningun cancer.
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En algunas realizaciones de la presente invencion, el valor de referencia o linea de base es el nivel de expresion de
un biomarcador de interés en particular en una muestra obtenida del mismo sujeto antes de cualquier tratamiento de
cancer. En otras realizaciones de la presente invencion, el valor de referencia o linea de base es el nivel de
expresion de un biomarcador de interés en particular en una muestra obtenida del mismo sujeto durante un
tratamiento de cancer. Alternativamente, el valor de referencia o linea de base es una medicién previa del nivel de
expresion de un gen de interés en particular en una muestra obtenida previamente a partir de la misma materia o de
un sujeto que tiene un margen de edad o estatus de la enfermedad (p. €j. el estadio) similares al del sujeto evaluado.

El término "descartar" como se usa en el presente texto significa que el sujeto se selecciona para no recibir un
protocolo de tratamiento.

El término "admitir" tal como se utiliza en el presente texto significa que el sujeto se selecciona para recibir un
protocolo de tratamiento.

"Alterado”, "cambiado" o "significativamente diferente" se refieren a un cambio o diferencia detectable a partir de un
estado, perfil, medida, o similares, razonablemente comparable. Un experto en la técnica debera ser capaz de
determinar un cambio medible razonable. Tales cambios pueden ser todos o ninguno. Pueden ser graduales y no
necesitan ser lineales. Pueden ser de varios 6rdenes de magnitud. Un cambio puede ser un aumento o una
disminucion de 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%, 100%, o mas, o cualquier
valor entre 0% y 100%. Alternativamente, el cambio puede ser 1 vez, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces
0 mas, o cualquier valor entre 1 vez y cinco veces. El cambio puede ser estadisticamente significativo con un valor p
de 0,1, 0,05, 0,001, o 0,0001.

El término "normalizaciéon" o "normalizador" como se usa aqui se refiere a la expresion de un valor diferencial en
términos de un valor estandar para ajustar los efectos que surgen de la variacion técnica debida a la manipulacion
de muestras, preparacion de muestras y medicion por espectrometria de masas en lugar de la variacion bioldgica de
la concentracion de proteina en una muestra. Por ejemplo, cuando se mide la expresién de una proteina (acido
nucleico) expresada diferencialmente, el valor absoluto para la expresion de la proteina (acido nucleico) puede
expresarse en términos de un valor absoluto para la expresion de una proteina estandar (acido nucleico) que es
sustancialmente constante en expresion. Esto evita que la variacion técnica de la preparacion de la muestra y la
medicion de PCR impidan la medicion de los niveles de concentracion de proteina (acido nucleico) en la muestra.

El término "puntuaciéon” o "puntuar" se refiere a calcular una probabilidad (o un valor de probabilidad) mediante el
modelo (por ejemplo, un modelo de regresién logistica) para una muestra. Para la presente invencion, los valores
mas préximos a 1,0 se usan para representar la probabilidad de que una muestra se derive de un paciente con una
lesion del colon (como pdlipos, adenoma, carcinomas colorrectales o tumores colorrectales), valores mas proximos
cercanos a 0,0 representan la probabilidad de que una muestra se derive de un paciente sin una lesiéon de colon
(como pdlipos, adenoma, carcinomas colorrectales o tumores colorrectales).

Una "puntuacion predeterminada” se refiere a un umbral de probabilidad que se ha determinado durante la fase de
modelado/entrenamiento mediante, por ejemplo, regresion logistica y analisis ROC, y que define la probabilidad de
tumor colorrectal y/o el diagnostico de tumor colorrectal. Un experto en la técnica puede determinar facilmente dicha
puntuacién de acuerdo con cualquier método disponible en la técnica.

El método propuesto para analizar y usar un perfil de biomarcador para la deteccion, el diagndstico y el seguimiento
de tumores colorrectales es a) extraer el ARN de células mononucleares de sangre periférica, b) transcripcion
inversa de dicho ARN en ADNCc, c) realizacion de una amplificacién por PCR en tiempo real especifica para cada
biomarcador de interés y d) realizacion del analisis de datos estadisticos derivados de la composicion y de los
métodos descritos, utilizando, por ejemplo, la regresion logistica penalizada para construir modelos de prediccion.

A titulo de ejemplo y sin pretender limitar ningln aspecto de la presente invencion, se pueden aplicar otras
composiciones y métodos para analizar datos derivados de la medicién de uno o mas biomarcadores de la presente
invencion.

Todos los datos y andlisis estadisticos se pueden realizar en el software R (entorno de software libre R-CRAN para
computacion y graficos estadisticos), MATLAB (The Math Works), SPSS (IBM), SYSTAT (Systat Software Inc.) y
otros soportes que permiten analisis numéricos.

Los métodos que pueden usarse para analizar datos derivados de la medicién de dichos biomarcadores
relacionados con tumores colorrectales implican cualquier analisis estadistico de datos reconocido por la técnica,
tales como regresion logistica logistica y penalizada, maquina de vector soporte, bosque aleatorio, I6gica difusa, red
neuronal, agrupamiento de genes, herramientas de mineria de datos y otros algoritmos o indices calculados
conocidos en la técnica y descritos en este documento.

La regresion logistica (McCullagh, P. y Nelder, J. A. (1983) Generalized Linear Models, Monographs on Statistics
and Applied Probability) es uno de los métodos comunes para discriminar dos grupos. Si se define que yies 00 1 de
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acuerdo con su grupo, se puede modelar a través de una regresion logistica como

Priyi=1)
log (1—Pr(;i:1)) = Bo+ Byxyp 0+ Xy

donde xm,; es un valor deltaCp para el biomarcador m y el sujeto i, y (Bo , B1,..., Bm) €S un vector de coeficientes
(parametros a estimar) para una regresion logistica multivariada. Para estimar estos parametros se puede usar el
método de maxima verosimilitud.

Por ejemplo, el adenoma puede determinarse mediante una ecuacién de modelo predictivo:

log (—M): -0.668+0.07xBCL3+0.449xCACNB4-
1=-Pr(y;=1)

0.274xCCR1+0.174%CXCL10-0.260x1L1B-0.115xITGA2-0.083xITGB5-0.130% ' TF-
0.024xMAP2K3-0.213xMAPK6+0.297xMMP1 1+0.001 xPTGES-0.140xPTGS2-
0.145%S100A8-0.212xTNFSF13B.

Por ejemplo, el carcinoma se puede determinar mediante una ecuacion de modelo predictivo:

log (o2 )= -8.544+0.707«CACNBA4 +0.688x CXCL10-0.592%IL1B-
1-Pr(y;=1)

0.234xLTF+0.044xMMP1 140, 105xPTGES-0. [43xPTGS2-1.605xS100A8.

Se observa que para el conjunto de datos altamente dimensionales con multi-co-linealidad, la regresion logistica
puede fallar. Dado que algunos de los biomarcadores seleccionados pueden estar altamente correlacionados, una
solucioén es usar regresion logistica penalizada.

La regresion logistica penalizada se basa en la ecuacion matematica derivada de la regresion logistica. Mas
especificamente, la regresion logistica penalizada es una regresion cresta (ridge) para el modelo logistico con una
norma L2 o una penalizaciéon de norma L1. Para estimar los parametros en este método, se afiade una penalizacion
cuadratica (L2) y/o norma L1 en la probabilidad logaritmica que debe maximizarse. Para elegir el mejor valor de A1y
A2, se usa la validaciéon cruzada con los criterios A1C. Para ajustarse al modelo logistico penalizado, se pueden
utilizar los siguientes algoritmos (paquetes en R Cran, software estadistico): gimpath (Park MY y Hastie T (2006) An
L1 Regularization-path Algorithm For Generalized Linear Models. A Generalization of the LARS algorithm for GLMs
and the Cox proportional hazard model, penalizado (Goeman, J. (2010) L1 (lasso) and L2 (ridge) penalized
estimation in GMLs and in the Cox model) y glmnet (Hasti, T., Tibshirani and R. Friedman, J. (2010) Lasso and
elastic-net regularized generalized linear models) con diferentes parametros de ajuste.

La aplicacion de la regresion logistica a problemas biolégicos es rutinaria en la técnica. Varios softwares de analisis
estadistico, tales como los mencionados anteriormente, se pueden usar para construir modelos de regresion
logistica. Los modelos de regresion logistica ajustados se prueban preguntando si el modelo puede predecir
correctamente el resultado clinico utilizando datos de pacientes distintos de aquellos con los que fue ajustado el
modelo de regresion logistica, pero que tienen un resultado clinico conocido. Después del entrenamiento, el
resultado del modelo de 0 (control) a 1 (cancer) puede calcularse a ciegas por el error promedio de todas las
predicciones de N (un grupo de validacion). Basandose en los valores de salida, se puede construir la curva
caracteristica operativa del receptor (ROC) para calcular el resultado de la prediccién clinica: especificidad y
sensibilidad de la deteccion de cancer CRC. Hay medidas estadisticas de la realizacion de una prueba de
clasificacién binaria. La sensibilidad mide la proporcién de positivos reales que estan correctamente identificados
como tales (p. €j. el porcentaje de personas enfermas que se identifican correctamente como portadoras de la
afeccion). La especificidad mide la proporcion de negativos que estan identificados correctamente (por ejemplo, el
porcentaje de personas sanas que estan identificadas correctamente como no portadoras de la condicion). Un
predictor perfecto se describiria como 100% sensible (es decir, que predice a todas las personas del grupo enfermo
como enfermas) y 100% especifica (es decir, no predice a nadie del grupo sano como enfermo). Sin embargo,
cualquier predictor tendra un limite de error minimo.

Una realizacién de la presente invencién es un modelo predictivo que comprende una combinacion/perfil de
biomarcadores de células mononucleares de sangre periférica que detecta tumores colorrectales preferiblemente
con una sensibilidad igual o superior al 60% y una especificidad igual o superior al 84%.

La expresion "sensibilidad de una prueba" se refiere a la probabilidad de que un resultado de una prueba sea
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positivo cuando la enfermedad esta presente en el paciente (tasa positiva verdadera). Esto se deduce del numero de
pacientes con la enfermedad que tienen un resultado positivo de la prueba (positivo verdadero) dividido por el
numero total de pacientes con la enfermedad, incluidos aquellos con resultados positivos verdaderos y los pacientes
con la enfermedad que tienen un resultado negativo, es decir, negativo falso.

La expresion "especificidad de una prueba" se refiere a la probabilidad de que el resultado de una prueba sea
negativo cuando la enfermedad no esta presente en el paciente (tasa negativa verdadera). Esto se deduce del
numero de pacientes sin la enfermedad que tienen un resultado de la prueba negativo (negativo verdadero) dividido
por todos los pacientes sin la enfermedad, incluidos aquellos que tienen un resultado negativo verdadero y aquellos
pacientes sin la enfermedad que tienen un resultado positivo de la prueba, p. ej. positivo falso. Mientras que la
sensibilidad, la especificidad, la tasa de positivo verdadero o falso y la tasa de negativo verdadero o falso de una
prueba proporcionan una indicacién del rendimiento de una prueba, p. €j. en relacion con otras pruebas, para tomar
una decisiéon clinica para un paciente en particular basandose en el resultado de la prueba el clinico requiere
parametros de rendimiento de la prueba con respecto a una poblacién determinada.

La expresion "valor predictivo positivo" (PPV) se refiere a la probabilidad de que un resultado positivo identifique
correctamente a un paciente que tiene la enfermedad, que es el nimero de positivos verdaderos dividido por la
suma de positivos verdaderos y positivos falsos.

La expresion "valor predictivo negativo" o "NPV" se refiere a la probabilidad de que una prueba negativa identifique
correctamente a un paciente sin la enfermedad, que es el nimero de verdaderos negativos dividido por la suma de
verdaderos negativos y falsos negativos. Al igual que el PPV, también se ve afectado intrinsecamente por la
prevalencia de la enfermedad y la probabilidad previa a la prueba de la poblacién que se pretende ensayar. Un
resultado positivo de una prueba con un PPV suficiente puede usarse para admitir la enfermedad en un paciente,
mientras que un resultado negativo de una prueba con un NPV suficiente puede usarse para descartar la
enfermedad, si es conocida la prevalencia de la enfermedad para la poblaciéon dada, de la que el paciente puede
considerarse parte.

Una "curva de Caracteristicas Operativas del Receptor (ROC)", como se usa en el presente texto, se refiere a un
grafico de la tasa positiva verdadera (sensibilidad) frente a la tasa de falsos positivos (especificidad) para un sistema
clasificador binario ya que su umbral de discriminacién se varia. Una curva ROC puede ser representada de manera
equivalente representando la fraccion de verdaderos positivos de los positivos (TPR = tasa de verdaderos positivos)
frente a la fraccion de falsos positivos fuera de los negativos (FPR = tasa de falsos positivos). Cada punto de la
curva ROC representa un par sensibilidad/especifidad correspondiente a un umbral de decisién en particular.

El AUC representa el area bajo la curva ROC. El AUC es una indicacion general de la precision diagnéstica de 1) un
biomarcador o un panel de biomarcadores y 2) una curva ROC. El AUC esta determinado por la "regla trapezoidal”.
Para una curva dada, los puntos de datos se conectan por segmentos en linea recta, se erigen perpendiculares
desde la abscisa a cada punto de datos, y se calcula la suma de las areas de los triangulos y trapezoides asi
construidos. En ciertas realizaciones de los métodos proporcionados en el presente texto, una proteina
biomarcadora tiene un AUC en el intervalo de aproximadamente 0,75 a 1,0. En algunas de estas realizaciones, el
AUC esta en el intervalo de aproximadamente 0,8 a 0,85, 0,9 a 0,95 0 0,95 a 10.

Los métodos proporcionados en el presente texto son minimamente invasivos y plantean poco o ningun riesgo de
efectos adversos. Como tales, se pueden usar para diagnosticar, controlar y proporcionar tratamiento clinico a
sujetos que no muestran ningun sintoma de una enfermedad del colon (tumor colorrectal) y sujetos clasificados
como de bajo riesgo para desarrollar una enfermedad del colon (tumor colorrectal). Por ejemplo, los métodos
descritos en el presente texto se pueden usar para diagnosticar tumores colorrectales en un sujeto que no presenta
un polipo colorrectal y/o no ha presentado un pdlipo colorrectal en el pasado, pero que, a pesar de ello, considera
que corre el riesgo de desarrollar un pélipo colorrectal y/o una enfermedad de colon. De forma similar, los métodos
descritos en el presente texto se pueden usar como una medida estrictamente precautoria para diagnosticar sujetos
sanos que estan clasificados de bajo riesgo para desarrollar una enfermedad de colon.

La descripcion proporciona ademas un kit para usar de acuerdo con el método anteriormente mencionado para
detectar la presencia de tumores colorrectales a partir de una muestra de sangre periférica, en particular de una
muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). El kit puede comprender uno o mas de un par de
cebadores para medir uno o mas biomarcadores enumerados en la Tabla 1, en particular el panel de biomarcadores
como se describe en el presente texto. Ademas, el kit puede comprender pares de cebadores especificos para uno o
mas genes de limpieza, por ejemplo para los genes TPT1, RPLPO y NACA descritos en la Tabla 2. El kit puede
comprender ademas una o mas sondas, muestras de referencia para realizar controles de calidad de medicién,
recipientes de plastico y reactivos para realizar reacciones de ensayo e instrucciones para usar los reactivos en el
método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes. Opcionalmente, un kit puede comprender
instrucciones de uso en forma de una etiqueta o un prospecto por separado. Los kits pueden contener reactivos que
se unen especificamente a proteinas en los paneles descritos en el presente texto. Estos reactivos pueden incluir
anticuerpos.
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Se ha de entender que, aunque la invencion se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la
descripcion precedente pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que se define por el alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de la presente
descripcion.

Los ejemplos que siguen se proporcionan para ilustrar mejor la invencion reivindicada y no deben interpretarse como
limitantes del alcance de la invencion. En la medida en que se mencionan materiales especificos, es meramente a
titulo de ilustracion y no pretende limitar la invencion.

Ejemplo
Métodos para la deteccién del cancer colorrectal a partir de una muestra de sangre.
Pacientes y muestras.

Se inscribieron prospectivamente 181 sujetos mayores de 50 afios en un estudio de control de casos que incluia seis
centros. Al hacer la colonoscopia, se diagnosticé que eran sujetos control (n = 75), pacientes con adenoma = 1 cm (n
= 61) o pacientes con cancer colorrectal (CRC) en estadio | - IV (n = 45). Se obtuvo el consentimiento informado por
escrito de todos los participantes del estudio que se adhirieron a las directrices éticas locales. Ninguno de los sujetos
tenia antecedentes familiares de primer grado de CRC o una predisposicion al CRC conocida, historia previa de
cancer, enfermedades autoinmunitarias u otros trastornos inflamatorios, fiebre (> 38 °C) o infecciones en las ultimas
4 semanas antes de la colonoscopia, ni ninguna otra enfermedad definida en el estudio. Se extrajo sangre de todos
los sujetos hasta 30 dias antes o hasta 12 semanas después de la colonoscopia y antes de cualquier reseccion de
polipos o de cualquier tratamiento especifico del cancer. El diagnéstico de adenoma y cancer se confirmo
histoldgicamente a partir de una biopsia o una muestra quirurgica.

Recogida de sangre y extraccion de ARN.

Se saco una muestra de sangre a todos los sujetos inscritos. Se recogieron muestras de sangre periférica para la
prueba de Colox® en tubos Becton Dickinson (BD) Vacutainer® CPT™ (4 x 4 ml). Los tubos rellenos de CPT™ se
mantuvieron a temperatura ambiente y se realiz6 la separacion de células sanguineas mononucleares (PBMC)
dentro de las 6 horas, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los pélets o sedimentos de PBMC se
resuspendieron en RNA/ater® Solution (Life Technologies) y se almacenaron a -20°C.

La purificacién automatizada del ARN total se llevo a cabo en QlAcube mediante el kit RNeasy Mini (QIAGEN). Esto
incluia un tratamiento con DNasa. La concentracién de ARN se determind mediante un espectrofotémetro Nanodrop
y el control de calidad del ARN se efectué mediante un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Las
muestras con un RIN < 5 se consideraron de mala calidad y se desecharon. EI ARN total aislado se dividié en partes
alicuotas y se almacen¢ a -80°C.

Cebadores y sondas.

Se adquirieron de Roche ensayos de PCR en tiempo real (ensayos RealTime ready Custom RT-qPCR) y se basaron
en sondas cortas de hidrdlisis Universal ProbeLibrary (UPL). La UPL se basa en solamente 165 sondas cortas de
hidrélisis (8 - 9 nucledtidos). Se marcaron en el extremo 5' con fluoresceina (FAM) y en el extremo 3' con un
colorante de apagado oscuro. Con el fin de mantener la especificidad y la temperatura de fusion (Tm) que requieren
las sondas qPCR de hibridacién, se incorporan Acidos Nucleicos Bloqueados (LNA: Locked Nucleic Acids) a la
secuencia de cada sonda UPL. Los LNAs son analogos de nucledtidos de ADN con una fuerza de unidn
incrementada en comparacién con los nucleétidos de ADN estandar.

Las secuencias del cebador directo e inverso, asi como el nimero de identificacion de la sonda UPL, se enumeran
en la Tabla 1. Los ensayos de PCR en tiempo real se precargaron en RealTime Ready™ Custom panel 384-32,
placas LC480 de 384 pocillos (Roche).

RT-PCR cuantitativa.

Se sometieron a transcripcion inversa 200 ng de ARN total en ADNc usando el kit de sintesis de ADNc VILO
SuperScript ® (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El anadlisis de PCR en tiempo real se realizé en el instrumento Lightcycler 480. Las reacciones PCR se llevaron a
cabo por duplicado en placas de 384 pocillos en 10 ul de volumen total. Cada pocillo se cargé con 5 ul de RealTime
Ready™ DNA Probes Master Mix (Roche) y el equivalente de cDNA de 2,5 ng de RNA total mediante el robot de
pipeteo MICROLAB® STARLet (Hamilton). La amplificacion se realizé después de 1 minuto a 95°C para la activacion
de Tag ADN polimerasa, que fue seguida por 40 ciclos de 2 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C. Se generaron
muestras de control positivo y negativo con cada lote RT y se incluyeron en cada placa y para cada ensayo. El
control negativo fue una mezcla RT-PCR sin ARN y ADNc para confirmar que no se habia producido contaminacion
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durante el ensayo. El control positivo se hizo con una cantidad estandarizada de ARN Human Universal Reference
(Clontech), y fue distribuido en partes alicuotas y almacenado a -80°C. Para la validacion de la ejecucion de la PCR,
el control negativo no debe dar amplificacion o un valor del punto de cruce (Cp) (el analogo Lightcycler de Ct) igual o
mayor que 35, y el control positivo un valor Cp, para cada gen objetivo, que cae dentro de un intervalo
predeterminado. Los valores Cp se calculan automaticamente mediante el método Abs Quant/2nd Derivative Max
del software de analisis LightCycler 480. Los valores de expresion génica (Cp) se normalizaron mediante el método
delta Ct de acuerdo con la formula: deltaCp = Cprarget - Cprer. En €l caso presente, Cprer €s el valor Cp medio de 3
genes de referencia (RPLPO, NACA, TPT1).

Analisis estadistico.

Se usaron valores de expresion génica normalizada (deltaCp) para todos los analisis estadisticos, que se realizaron
con el software R (entorno de software libre R-CRAN para computacion estadistica y graficos). Todos los analisis de
laboratorio se realizaron de forma ciega. Una vez revisadas médicamente las muestras y bloqueados los datos de
acuerdo con el Diagnoplex Data Management Manual, el estadistico de la prueba quedd sin cegamiento para el
analisis.

Se agruparon 181 sujetos de acuerdo con el diagnéstico, el sexo y el pais de origen, y se asignaron aleatoriamente
a un conjunto de entrenamiento y validacién, con la proporcion de dos tercios (n = 120) y un tercio (n = 61),
respectivamente. La distribucion de muestra entre los tres grupos bajo investigacion se expone en la Tabla 3. Este
tamafio de muestra permitié un nivel de significaciéon a = 0,05 y una potencia 1 - 3 =0,90.

Tabla 3. Distribucion de las muestras en los grupos de control, adenoma y carcinoma del conjunto de Entrenamiento

y Validacion
Conjunto de entrenamiento Conjunto de validacion
Controles 50 25
Adenoma 21cm 40 21
Adenoma 1 cm-2cm 24 10
Adenoma =2 cm 16 11
CRC 30 15
Estadio | 3
Estadio Il 4 5
Estadio IlI 10 3
Estadio IV 7 4

Los sujetos en el conjunto de entrenamiento se usaron para ajustarse a modelos de regresion logistica penalizada
en relacion con la hipétesis de control frente al CRC y control frente a adenoma = 1 cm. El error de prediccion para
los modelos ajustados se estimé en el conjunto de validacion. Se seleccionaron clasificadores predictivos de
acuerdo con las actuaciones en el conjunto de entrenamiento y validacion.

Las predicciones del conjunto de entrenamiento y validacion se utilizaron para determinar los rendimientos de la
prueba, como la especificidad (negativo verdadero/control total) y la sensibilidad (positiva verdadera/enfermedad
total) para la deteccién de CCR y adenoma = 1 cm.

Resultados.
Analisis descriptivo.

La edad, el género, el sitio de recogida de muestra no tuvo influencia sobre el anadlisis de expresién génica. La
expresion génica normalizada de 29 biomarcadores se ha comparado entre muestras y los niveles de expresion eran
en general homogéneos.

El analisis de la distribucion de quintiles en cada biomarcador se realiz6 a través de la grafica quintil-quintil (grafica
Q-Q) frente a una distribucion normal tedrica. En general, los valores de expresién de biomarcadores se
distribuyeron normalmente y solo unos pocos biomarcadores muestran una desviacion de la distribucion de
referencia en las colas. Se realizaron analisis de correlacion (de Pearson) y agrupamiento jerarquico de 29
biomarcadores. Sélo unas cuantas variables parecian estar fuertemente correlacionadas (CXCL10 y CXCL11, IL1By
PTGS2, EGR1 y PTGS2: coeficiente de correlacién: 0,8; S110A8 y TNFSF13B, ITGB5 y ITGA2, JUN y coeficiente
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de correlacion IL8: 0,7); los genes restantes muestran solo una correlacion débil o no muestran correlacion.

Tabla 4. Caracteristicas demograficas de la cohorte de estudio

Controles Adenoma CRC Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio
21cm | 1 i v desconocido
N° total 124 100 74 20 15 21 18 8
Edad 60,7+7,7 67,4+8,1 69,5+9,8 70,7+9,1 70,3+8,06 68,0+12,5 69,3+7,3 70,4+11,1
(media
S.D.
Varones 45 % 64 % 62,2 % 65 % 60 % 57,1 % 66,6 % 87,5 %
(%)
Hembras 55 % 36 % 37,8 % 35% 40 % 42,9 % 34,4 % 12,5 %
(%)

Analisis y clasificacion de biomarcadores.

El conjunto de datos fue objeto de una serie de pruebas estadisticas para determinar la significacion estadistica de
cada uno de los 29 biomarcadores en la discriminacion de controles de muestras de carcinoma o adenoma. Al
dibujar con reemplazo a partir del conjunto de entrenamiento (método de bootstrap o arranque), se crearon
conjuntos de muestras del mismo tamafio que el conjunto original. Esto se repitié independientemente 1000 veces.
La prueba de la t de Student, la regresioén logistica univariada (Dobson, A. J. (2002) An introduction to generalized
linear models. 2nd ed., Chapman & Hall/CRC Texts in Statistical Science Series, McCullagh, P. y Nelder, J. A. (1983)
Generalized linear models, Monographs on Statistics and Applied Probability), y la prueba de clasificacion de
Wilcoxon se aplicaron al conjunto de entrenamiento (Tabla 5) y a cada uno de los conjuntos derivados del bootstrap.
Ademas, se calculo el incremento en veces (FC: fold change) de la expresion génica entre el control y el CRC o
adenomas grandes, para cada biomarcador en los 1000 conjuntos. Los resultados obtenidos se resumen para cada
biomarcador por la frecuencia de valores p significativos (< 0,01 o 0,05) de los 1000 resultados y por el incremento
en veces de la expresion génica medio. Todos los resultados de las pruebas se categorizaron por magnitud y se dio
una puntuacidon a cada categoria. Se obtuvo una puntuacion final por la suma de puntuaciones parciales que
resultan de la clasificacion de los 29 biomarcadores (Tabla 5).

Basandose en la puntuacion obtenida, seis biomarcadores, IL1B, CCR1, PTGS2, S100A8, PPARG y LTF, parecian
ser muy fuertes en el control discriminante de las muestras de carcinoma mediante analisis univariado. Todos esos

genes estaban regulados al alza en las PBMC de pacientes con cancer. Los tres mejores genes regulados a la baja
fueron: CACNB4, MMP11 y CXCL10.

Tabla 5. Los biomarcadores fueron clasificados de acuerdo con su capacidad para separar los sujetos de control del
grupo CRC: Esta capacidad se resume por una puntuacién derivada de una serie de analisis estadisticos descritos
anteriormente. Como ejemplo, se enumeran el valor p del test de la t y el incremento en veces (fold change: FC) de

la expresion génica

Funcion biolégica valor p de Frec. valor p FC Direccion
Wilcoxon <0,01/1000 CRC/Con
IL1B Respuesta inmunitaria / Inflamaciéon / 4,19 E-04 847 2,14 Arriba
Quimiotaxis
CCR1 Adhesion celular / Quimiotaxis 4,42 E-04 860 1,65 Arriba
PTGS2 Metabolismo de lipidos 7,68 E-04 804 2,11 Arriba
S100AB Respuesta inmunitaria / Inflamacién / 5,07 E-06 992 1,65 Arriba
Quimiotaxis
PPARG Transcripcién / Ciclo celular / Regulacion 3,59 E-03 656 1,41 Arriba
LTF Transporte de iones 2,14 E-02 419 2,36 Arriba
EGR1 Transcripcién / Ciclo celular / Regulacion 3,79 E-01 64 1,42 Arriba
MAPK6 Transcripcién / Ciclo celular / Regulacion 3,95 E-03 661 1,15 Arriba
CACNB4 Transporte de iones 1,31 E-02 452 1,30 Abajo
MMP11 Degradacién del colageno 1,66 E-02 442 1,30 Abajo
TNFSF13B Respuesta inmunitaria / Inflamacion / 1,03 E-02 524 1,21 Arriba
Quimiotaxis
CXCL10 Respuesta inmunitaria / Inflamacion / 7,13 E-02 220 1,29 Abajo
Quimiotaxis
CD63 Diferenciacion / Estructura 3,14 E-02 375 1,14 Arriba
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Funcion biolégica valor p de Frec. valor p FC Direccion
Wilcoxon <0,01/1000 CRC/Con
CES1 Respuesta inmunitaria / Inflamaciéon / 5,70 E-02 263 1,18 Arriba
Quimiotaxis
MMP9 Degradacién del colageno 1,21 E-01 140 1,35 Arriba
PTGES Metabolismo de lipidos 3,28 E-01 47 1,27 Abajo
BCL3 Transcripcién / Ciclo celular / Regulacion 1,67 E-01 110 1,12 Arriba
CXCR3 Respuesta inmunitaria / Inflamacion / 8,04 E-01 14 1,04 Abajo
Quimiotaxis
FXYD5 Adhesion celular / Quimiotaxis 9,48 E-01 7 1,00 Arriba
GATA2 Transcripcién / Ciclo celular / Regulacion 6,40 E-01 16 1,09 Abajo
IL8 Transcripcion / Ciclo celular / Regulacion 9,76 E-01 18 1,04 Arriba
ITGA2 Transcripcién / Ciclo celular / Regulacion 3,90 E-01 42 1,21 Arriba
ITGB5 Adhesioén celular / Quimiotaxis 7,85 E-01 17 1,12 Arriba
JUN Adhesioén celular / Quimiotaxis 5,61 E-01 23 1,10 Abajo
MAP2K3 Diferenciacion / Estructura 9,89 E-02 170 1,09 Arriba
MSL1 Diferenciacion / Estructura 9,60 E-01 8 1,01 Abajo
NME1 Respuesta inmunitaria / Inflamaciéon / 7,39 E-01 12 1,02 Arriba
Quimiotaxis
RHOC Transporte de iones 2,02 E-01 91 1,11 Abajo
CXCL11 Respuesta inmunitaria / Inflamacion / 3,20 E-01 48 1,23 Abajo
Quimiotaxis

Los niveles de expresion génica fueron analizados también a través de los siguientes subgrupos de muestras:
control, adenoma entre 1 y 2 cm, adenoma > 2cm y 4 estadios de carcinoma (estadio I, II, lll y IV).

Se observé una clara tendencia a la sobreexpresion durante la evolucion de la enfermedad para: IL1B, PTGS2, LTF,
MMP9, S100A8, CXCL10 y CCRH1, (figura 1), confirmando su potencial como biomarcadores capaces de discriminar
entre pacientes portadores de carcinoma y de adenoma y sujetos de control.

Como se esperaba, los genes de referencia no mostraron ninguna tendencia durante la evolucion de la enfermedad.
Estos analisis junto con los resultados del analisis de regresion logistica permitieron a los autores dar prioridad a los
29 biomarcadores (Tabla 6) y definir un grupo de biomarcadores nucleares "indispensables" compuestos por PTGS2
y IL1B, y un grupo de marcadores de alta prioridad compuesto por S100A8, LTF, CXCL10 y CACNBA4.

Tabla 6. Lista priorizada de los 29 biomarcadores CRC

Gen Nivel de importancia
IL1B 1

PTGS2
S100AB
LTF
CXcCL10
CACNB4
MMP9
CXCL11
EGR1

JUN
TNFSF13B
GATA2

W W W W W W N DNDNMNDND -
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Gen Nivel de importancia
MMP11 3

NME1
PTGES
CCR1
CXCR3
FXYD5
IL8
ITGA2
ITGB5
MAPK6
RHOC
BCL3
CD63
CES1
MAP2K3
MSL1
PPARG

A A DA DA DA DB O W W WWOWLWWWW

Clasificadores predictivos para la deteccion de tumores colorrectales.

El conjunto de entrenamiento que contiene datos derivados de los 29 biomarcadores se us6 para ajustar modelos de
regresion logistica penalizada independientemente para cada una de las siguientes hipotesis:

Controles frente a adenomas = 1 cm y CRC (subconjunto POLCRC)
Controles frente CRC (subconjunto CRC)

Controles frente a adenomas = 1 cm (subconjunto POL)

Controles frente a CRC (estadio I, 1) (subconjunto CRCI-II)

Los modelos de regresion logistica penalizada fueron validados directamente en el conjunto de entrenamiento o por
el método de arranque (bootstrap) no superpuesto: 1000 conjuntos de datos aleatorios fueron extraidos con
reemplazo del conjunto de entrenamiento; cada conjunto de datos tenia el mismo tamafio que el conjunto de
entrenamiento. EI modelo fue re-ajustado en cada arranque y validado con las muestras out-of-bag (oob). Los
valores promedio de la especificidad y la sensibilidad sobre 1000 arranques fueron calculados al valor de corte de la
puntuacion de la probabilidad indicada y se expone en la Tabla 7. Los modelos diferentes se definen por diferentes
combinaciones de biomarcadores.

Se calculd la especificidad y sensibilidad a diferentes valores de corte de la puntuacion de probabilidad y se
generaron curvas de Caracteristicas de Funcionamiento del Receptor (ROC) (Figura 2).
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Tabla 7. Tabla compendio de la especificidad y sensibilidad de diferentes modelos estadisticos obtenidos por
arranque (bootstrap) en el conjunto de entrenamiento. El modelado y los comportamientos se calcularon con el
subconjunto de datos indicado y al valor de corte de la puntuacion de probabilidad dada

Validacion del arranque (bootstrap)

e RS

Modelo ~ Subconjunto ~ Valorde corte Sens.  Esp.
GLMpath NF CRCHI 0.30 0.70 0.93
e ... (R 050 069 0.90
POLCRC 0.75 0.54 0.85
- _ _ _POL 0.65 051 084
GLMnet Alpha0.5 CRCI-I 0.30 0.76 0%
- e : CRC - 05 073 089
POLCRC ' 0.75 0.49 0.88

- . o POL .. 08 048 0.85

GLMnet Alpha0.6 CRCI-I 0.30 0.75 052
L e cee . 05 : 0.72 . 0.89
POLCRC 0.75 0.49 0.88
e . oL 05 048 0.85
GLMnet Alpha0.8 CRCI-Ii 030 074 092
e . e . 95 . 071 0.88
POLCRC 0.75 049 0.87
- _ _ POL : 0.6 : 047 0384
Penalizedl1 CRCI-II 0.30 0.73 0.91
: - - CRC 05 072 089
POLCRC 0.75 0.49 0.89
e . pPOL - 06 - 040 0.87
PenalizedL1L2 CRCI-Hl 0.30 072 0.92
..~ . (RC . 05 068 090
POLCRC 0.70 0.53 0.87

poL = ps 036 = 091 -

Los modelos de mejor comportamiento fueron seleccionados de acuerdo con los siguientes criterios:

1. Comportamiento. Los clasificadores fueron seleccionados de acuerdo con el mejor comportamiento en el
conjunto de entrenamiento y en el conjunto de validacion. Para evaluar el comportamiento del clasificador se utilizé
la suma de especificidad y sensibilidad como parametro de clasificacion.

2. Estabilidad. Se definieron clasificadores estables a través del conjunto de entrenamiento y del conjunto de
validacién como aquellos que muestran el minimo de distancia euclidiana de dos dimensiones calculada entre
sensibilidad y especificidad del conjunto de entrenamiento y el conjunto de validacion.

La distancia euclidiana en 2 dimensiones esta dada por:
p= (Xll Y1)

q = (x21 YZ)
Distancia euclidiana (p,q) = \/(Xl -X2)% + (y1— Yz)2

Los parametros x e y se sustituyen por la sensibilidad y especificidad del modelo en el conjunto de entrenamiento y
el conjunto de validacion.

p= (SENS|T3, SPEC|T3)
q= (SENS|V3, SENS|V3)

Basandose en el criterio expuesto anteriormente, se eligieron dos modelos de regresion logistica penalizada como

los de mejor comportamiento: uno para la deteccion del adenoma = 1cm y otro para la deteccion del carcinoma
colorrectal.
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La ecuacién del modelo predictivo de adenoma es:

log (;Zpeoms )= -0.668+0.07%BCL3+0.449x CACNBA4-0.274xCCR1+0.174xCXCLI0-

0.260<1L1B-0.115xITGA2-0.083x1TGB5-0.130xLTF-0.024xMAP2ZK3-
0.213xMAPK6+0.297MMP11+0.001xPTGES-0.140xPTGS2-0.145 %<5 100A8-
0.212xTNFSF13B

La ecuacién del modelo predictivo de carcinoma es:

log (—"-f-“’-ﬁi-): -8.544+0.707<CACNB4  +0.688x CXCL10-0.592x1L1B-

1-Pr(y;=1)

0.234xLTF+0.044xMMP11+0.105xPTGES-0.143xPT(GS2-1.605%S100A8

El modelo predictivo de CRC mostrd, para la deteccion de CRC, una especificidad del 92% vy la sensibilidad de 67%
cuando fue aplicado al propio conjunto de entrenamiento sin bootstrap y una especificidad del 84% y sensibilidad del
60% cuando se aplicé al conjunto de validacion independiente. Por otro lado, el modelo predictivo de adenoma
mostro, para la deteccion de adenoma = 1 cm, una especificidad del 88% y una sensibilidad del 50% cuando se
aplicé al propio conjunto de entrenamiento sin bootstrap, y una especificidad del 76% y una sensibilidad de 47%
cuando se aplicd al conjunto de validacion independiente.

Otros modelos predictivos, definidos por diferentes combinaciones de biomarcadores, junto con su precision
diagndstica, se exponen en la Tabla 8 y en la Tabla 9.

Tabla 8. Modelos de regresion logistica penalizada

Ecuacion n° 1 2 3 4 5

Intercept. B, -0.393 4353 2195 5722 4571

iLiB -0.068 -0.386 -0.238 -0.339 -0.379
PTGS2 0 -0.061 -0.224 -0.182 -0.080
$100A8 -0.668 0 <1.447 -1.445 -0.037
LTF 0.000 -0.120 © -0.292  -0.131

La tabla expone los coeficientes B correspondientes que definen las ecuaciones logisticas ajustadas. La ecuacion
logistica tiene la forma:

_Prive=1) 3. e _
lo (1~Pr(y5=1))_ Bo + ﬁixli toeet mem,t’

en donde xm, es un valor medido para el biomarcador my el sujeto i, y (Bo, B1,-.-, Bm) €S un vector de coeficientes.
Un coeficiente igual a 0 significa que el biomarcador no es considerado por el modelo.
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Tabla 9. Sensibilidad y especificidad para la deteccion de CRC y adenoma (POL) de los modelos predictivos

expuestos en la Tabla 8.

Conjunto de entrenamiento Conjuhto de validacion

Ecuacion Combinacionde Sp SnCRC  SnPOL Sp SnCRC SnPOL

n° biomarcadores

1 IL1B, S100A8 0.80 0.60 0.43 0.88 0.53 0.33

2 LB, PTGS2, LTF 094 047 0.35 0.80 0.27 0.33

3 IL1B, PTGS2, 0.88 057 0.33 092 047 0.29
$100A8

4 iL1B, PTGS2, 0.92 060 0.30 0.80 047 0.33
S100A8, LTF

5 IL1B, PTGS2, 0.94 047 0.40 0.80 0.27 0.33

$100A8, LTF
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<210> 2
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<220>
<223> Cebador

<400> 3
tccaagcaca gctatctcct t

<210> 4

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4
ccctctttca ccagccttc

<210>5

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5
agtgatttcc acagtgactc ca

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6
ggcagatgct ggctactgat

<210>7

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400>7
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<210> 8

<211>19

<212> DNA
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<223> Cebador
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<220>
<223> Cebador

<400> 9
caggagtttg gctggttgat 20

<210> 10

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
cagttgccct tcggagagt 19

<210> 11

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
aaaaggtatg caatcaaatc tgc 23

<210> 12

<211>18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
aagaatttgg gccccttg 18

<210> 13

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
ttgtgtgcta cagttgttca agg 23

<210> 14

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
tctgecactt tcactgcttt ta 22

<210> 15

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 15
accacaagca ccaaagcag

<210> 16

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
ggcgtcattt agcacttggt

<210> 17

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<400> 17
agcacctgac cgcagagt

<210> 18

<211>18

<212> DNA
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<223> Cebador

<400> 18
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<210> 19

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
accacgtcca gttcttcagc

<210> 20

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
gggctggagt tctgtgtaga ct

<210> 21

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 21
cacaagatga atgggcagaa

<210> 22

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
tgacaatttg cacaacaggt g

<210> 23

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<400> 23
agctgatggc cctaaacaga

<210> 24
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<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<223> Cebador
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<210> 25

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25
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<210> 26

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26
ctgtgaggta agatggtggc ta

<210> 27

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 27

aacatgagcc tcggcttg 18

<210> 28

<211>18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28
gcccacagag gaccacat
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<211>19

<212> DNA
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<212> DNA
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<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Cebador
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taaggtggaa cgcctgaaac

<210> 34
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<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador
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ccatttctcc caaatttage c

<210> 35

<211> 21

<212> DNA
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<220>
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<212> DNA
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<220>
<223> Cebador

<400> 39
aagaggttcg tgctttctgg 20

<210> 40
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<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
ccatgggaac cgaaggat 18

<210> 41

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41
atccggcacc tctatggte 19

<210> 42
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<220>
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<400> 42
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<400> 49
agaaggcctt tgccaacc 18

<210> 50

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 50
gatggtctcc atgtcgttce 20

<210> 51

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 51
cgctcagcca tacagcaa 18

<210> 52

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 52
tcatacatac acctcggttt tga 23

<210> 53

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 53
agcacaccag gagagagctg 20

<210> 54

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 54
gtagccaaag gcactgatcc 20

<210> 55

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 55
cagctgtctt tcagaagacc tg 22

<210> 56

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 56
ctttctccag ctcggtcaac 20

<210> 57

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 57
ctcaagactg cttgcaactg a 21

<210> 58

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 58
aagctgagaa gccatggaac 20

<210> 59

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 59
tgctacagag caggagttgc 20

<210> 60

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 60
tcctgttctt caagetetgg t 21

<210> 61

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 61
tcgacaatgg cagcatctac 20

<210> 62

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 62
gccaatctgc agacagacac 20

<210> 63

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 63
caatcaaagg gaaacttgaa gaa

<210> 64

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 64
gattcatgtt ttcaccaata aagaac

23

26
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la probabilidad de un tumor colorrectal en un sujeto, que comprende:

(a) medir en una muestra obtenida del sujeto la cantidad de cada biomarcador de un panel de biomarcadores que
comprende IL1B, PTGS2, y al menos un biomarcador nuclear que se elige entre el grupo que consiste en S100A8,
LTF y CACNB4;

(b) calcular una puntuacion de probabilidad basandose en la medicion de la etapa (a); y

(c) descartar un tumor colorrectal para el sujeto si la puntuacion en la etapa (b) es inferior a una puntuacion
predeterminada; o

(d) admitir la probabilidad de tumor colorrectal para el sujeto si la puntuaciéon en la etapa (b) es superior a una
puntuacién predeterminada.

2. Un método para clasificar a un sujeto como mas probable de tener un tumor colorrectal, que comprende:

(a) medir en una muestra obtenida del sujeto la cantidad de cada biomarcador de un panel de biomarcadores que
comprende IL-1B, PTGS2 y al menos un biomarcador nuclear que se elige entre el grupo que consiste en S100A8,
LTF y CACNB4;

(b) comparar la cantidad medida en la etapa (a) con un valor de referencia; y

(c) clasificar al sujeto como mas probable de tener tumor colorrectal cuando se detecta en la etapa (b) un aumento
0 una disminucion en la cantidad de cada biomarcador del panel de biomarcadores respecto al valor de referencia.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que al sujeto clasificado por la etapa (c) se le administra ademas una
cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente modulador colorrectal.

4. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho panel de biomarcadores ademas comprende al menos un
biomarcador que se elige entre el grupo que consiste en S100A8, LTF, CXCL10, CACNB4, MMP9, CXCL11, EGR1,
JUN, TNFSF13B, GATA2, MMP11, NME1, PTGES, CCR1, CXCR3, FXYD5, IL8, ITGA2, ITGB5, MAPK6, RHOC,
BCL3, CD63, CES1, MAP2K3, MSL1 y PPARg.

5. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho al menos un biomarcador nuclear es:
(a) S100A8;

)
(b) S100A8 y LTF;
(c)o

)

(d) S100A8, LTF y CACNB4.

6. El método segun la reivindicacion 1, en el que cuando se descarta el tumor colorrectal el sujeto no recibe un
protocolo de tratamiento.

7. El método segun la reivindicacion 1, en el que cuando se admite un tumor colorrectal el sujeto recibe un protocolo
de tratamiento.

8. El método segun las reivindicaciones 6 o 7, en el que dicho protocolo de tratamiento es una colonoscopia, una
biopsia, una cirugia, una quimioterapia, una radioterapia o cualquier combinacion de las mismas.

9. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicha puntuacion de probabilidad se calcula a partir de un modelo
de prediccion de regresion logistica aplicado a la medicion.

10. El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicha muestra se elige entre el grupo que consiste en
células mononucleares de sangre periférica, células sanguineas, sangre entera, suero, plasma, células endoteliales,
células tumorales circulantes, biopsias de tejido, fluido linfatico, liquido ascitico, fluido intersticial, médula 6sea,
liquido cefalorraquideo (CSF), saliva, mucosa, esputo, sudor y orina.

11. El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicho tumor colorrectal es adenoma o carcinoma.

12. El método segun la reivindicacién 1, en el que dicha probabilidad de tumor colorrectal se determina ademas por
la sensibilidad, especificidad, valor predictivo negativo (NPV) o valor predictivo positivo (PPV) asociado con la
puntuacion.

13. El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicho sujeto esta en riesgo de desarrollar un tumor
colorrectal.
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14. El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicho panel de biomarcadores comprende ademas
CXcCL10.

15. El método segun la reivindicacién 14, en el que dicho panel de biomarcadores comprende ademas al menos un
biomarcador que se elige entre el grupo que consiste en MMP9, CXCL10, EGR1, JUN, TNFSF13B, GATA2, MMP11,
NME1, PTGES, CCR1, CXCR3, FXYD5, IL8, ITGA2, ITGB5, MAPK6, RHOC, BCL3, CD63, CES1, MAP2K3, MSL1y
PPARg.

35



PTGS2 S100A8 MMP9 LTF CXCL10 CCR1

IL1B

ES 2647 154 T3

puoneneecomen ST o0 | AJOORIG
0 0  $OOsmm= \‘-:- O=Ommnd o o I"aﬁe‘s
e = T [abeis
om0 T P ~Om e - tjobels
Prmman OO-OMOn = =0 m"’):m On OO O wo -1
4 T .- - * wo%-l‘-q
* e ob joJJuo)
© ) < ™
. Alebeig
llebeis
|8bels
> ebers
woz-1
A
o oo o blONUOD
‘!.
. 2. - Alebels
[ TR 50~ S TR TR TR SR ) S IIIaBB‘S
: b= [lI0DEIS
robels
[ o —— e N Y L WD -"l
CLT IR Rl Y e’ De o Or = o Or = = = B e o o ® F UJO 't'
JomD0 o9 P OO VW= = OO0 == ~P =) 'IOJ‘UOO
< N o e ©
A At A
G555 o= -4 Nebeis
: lnebeys
+ tHiebeis
" [
o WO%'LQI
josjuon
o
~eeree [ A\JOBEYS
SIS oS R + Hiebels
A ~tiiebels
B + Fobes
#=-00-olgcntugfopdwe - 000 - 0= 0= 0 b L LWUD -_I
Po0 et -0000 m"‘z L 'wa _L-
0 0 e o ') o -|OJ],UOO
- o - o

- Alobels
lliebers
llebels
- tebers

o [ 0919

o o00 0 o

L josjioD

<

\sbels
rliebes

soml/ R puoe--e-vet -Wo¢-
$--0es Eo—oooo---oo o LD~ L- d
.a_%._mo. o oo - < flonuon
©®© © < «~N O o

36

FIG. 1



ES 2647 154 T3

Adenoma

95% Cl of AUC=[0.67, 0.79]

T T
o ©
(aw] O

1.0

Carcinoma

[0.82, 0.91]

95% Cl of AUC

soJapeplaA soAisod ap ese]

37

1.0

0.8

0.6

0.4
Tasa de positivos falsos

1.0

0.8

0.6

0.2 0.4

0.0

Tasa de positivos falsos

FIG. 2



ES 2647 154 T3

pepliiqisuss

6080209065010 €0¢010 0

e o e e e e e e e e

i
m |
]
I
0O O “
o ° “
i
t
o 8o !
o o
o°om |o
[¢]
Qo 0o © "w anbueuy o
9 "o | uoloepl|eA o
& o io
o ojusiweuanuy 4
0m ol o
[o) ﬁm
[« D] o
o |o oo 00
P 800
> fooo ooo
omm ©o o oo
.Y} oo

€ Old

~1'0
~¢0
€0
0
G0
90
RAY
80
60
"l

pepioyidadsy

ewouapy

l 60802409

pepijiqisuss

0G0v0€0C0L0 O

w Lo

w 10

M -2°0

| snbueny o| | €0

m uoleplEA o |0

m ojusiweuanuy o

m 50

o -9°0

! o] o

L o oo L0

io o ]

6 © o -8°0
2°8:° o006

wgs 205,8 0g0 T 60

pooee ®EORPS of o 800 ||

euwouldied

pepioyioadsy

38



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias 

	Reivindicaciones
	Dibujos


