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DESCRIPCION
Altos niveles de FT de TEM para el diagnostico del cancer, en particular de cancer colorrectal (CCR) y de pancreas (CP)
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de los marcadores moleculares para el diagndstico de enfermedades,
preferiblemente para el diagndstico del cancer. La presente invencion esta dirigida a detectar y medir los niveles de
ARNmM de genes involucrados en la transicion epitelial-mesenquimal en muestras bioldgicas, es decir, en muestras
de sangre periférica de pacientes con tumores, para determinar la presencia de la enfermedad, su progresion y
riesgo de recurrencia.

Antecedentes

Las células tumorales circulantes (CTC) son una poblacion heterogénea de células cancerosas que circulan en la
sangre periférica que se han desprendido de un tumor primario o su metastasis. Actualmente, el nimero aproximado
y el fenotipo correspondiente de CTC en la sangre completa de pacientes cancerosos tienen relevancia clinica con
respecto al diagndstico de los pacientes. El conjunto de CTC incluye células con caracteristicas de tipo epitelial,
mesenquimal y troncal. Se ha demostrado que la intravasacién del cancer en los seres humanos (Min Yu et al.,
Science, 2013, 339, 580) y los animales esta unida a la transicion epitelial-mesenquimal (TEM), un proceso
impulsado por factores de transcripcion (FT; similares, pero que no se limitan a TWIST1, ZEB2, SLUG, SNAIL, etc.)
y susceptible de reversion (transicion mesenquimal-epitelial, TME) en nichos metastasicos. Por lo tanto, se espera
que la deteccioén de células TEM en la sangre humana proporcione pistas para efectuar diagndsticos y prondsticos.

Celesti et al. (Gastroenterology 2013, 145, 647) demostraron que los niveles de ARNm de TWIST1 tenian mayor
significacion estadistica (valor de la mediana) en muestras de sangre de pacientes con cancer colorrectal (CCR) que
en las de los controles. Desafortunadamente, la distribucion de niveles de TWIST1 en pacientes y controles se
superpone parcialmente, haciendo que la medicion de ARNm de TWIST1 solamente no sea confiable ni adecuada
para el diagndstico.

M. J. Larriba et al. (Carcinogenesis, vol. 30, Nro. 8, 2009) se refiere a la sobreexpresiéon de SLUG en cancer
colorrectal, pero nada dice acerca de los niveles de expresion en sangre de TWIST1, SLUG y ZEB?2.

Kenoki Ohuchida et al. (International Journal of Cancer, vol. 120, Nro. 8, 2007) se refiere a la sobreexpresion de
ARNm de TWIST1 en cancer de pancreas, pero nada dice acerca de los niveles de expresion en sangre de TWISTT,
SLUG y ZEB2.

Hung Pham et al. (Pancreas, vol. 39, Nro. 3, 2010) se refiere a la sobreexpresion de ARNm de SLUG en cancer de
pancreas, pero nada dice acerca de los niveles de expresion en sangre de TWIST1, SLUG y ZEB2.

Y. Imamichi et al., (Oncogene, vol. 26, Nro. 16, 2006) se refiere a la sobreexpresion de ARNm de ZEB2 en cancer de
pancreas, pero nada dice acerca de los niveles de expresion en sangre de TWIST1, SLUG y ZEB2.

El documento W0O2012/103025 se refiere a un método para evaluar la progresion del cancer en un paciente que
sufre de cancer, que comprende determinar el nivel de expresion de ARN de un gen especifico de cancer en una
muestra enriquecida en células tumorales circulantes (CTC), donde el marcador de TEM se selecciona del grupo que
consiste en: N-cadherina, vimentina, B-catenina (localizacion nuclear), Snail-1, Snail-2 (Slug), Twist, EF1/ZEB1,
SIP1/ZEB2 y E47.

Descripcion de la invenciéon

Los métodos convencionales, aprobados por la FDA (por sus siglas en inglés: Food and Drug Administration -
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU.) (es decir, "Cell Search" (Veridex), "Adna Test Breast
Cancer Select" y "Adna Test Breast Cancer Detect" (AdnaGen AG), "Biocept Onco CEE" (Biocept Laboratories),
detectan antigenos epiteliales expresados, entre otros, por las CTC. Por tanto, el valor de diagndstico y prondstico
de estos ensayos es limitado.

Los autores muestran un ensayo de RCP-TR (reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo real) cuantitativa
especifico para genes de transicion epitelial-mesenquimal (TEM) presentes en las células circulantes de pacientes
con tumores. A diferencia de lo descrito en la técnica anterior, no es necesaria la separacion previa de poblaciones
de células circulantes antes de la extraccion del ARNm. Esta estrategia permite detectar niveles aumentados de
transcritos circulantes de FT de TEM, prescindiendo de cualquier caracteristica celular antigénica o fenotipica.

Los autores hallaron que en las células sanguineas de pacientes CCR estan presentes altos niveles de ARNm de
TWIST1 y SLUG, mientras que en células sanguineas de pacientes con cancer de pancreas (CP) estan presentes
altos niveles de ARNm de TWIST1, SLUG y ZEB?2, lo que permite un diagnostico mas robusto y confiable.

Por lo tanto, un objeto de la presente invenciéon es un método para determinar si un sujeto esta afectado por un
cancer que comprende el paso de someter a ensayo una muestra biolégica de dicho sujeto para detectar la
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presencia de un panel de ARNm que codifican los factores de transcripcion implicados en la transicion epitelial
mesenquimal, en donde:

a) dicho panel comprende al menos los ARNm de TWIST1, SLUG y ZEB?2,

b) el aumento de los niveles de ARNm, tanto de genes TWIST1 como SLUG, pero no del gen ZEB2 con respecto a
las muestras de control es indicativo de un cancer colorrectal,

c) el aumento de los niveles de ARNm de todos los genes TWIST1, SLUG y ZEB2 con respecto a las muestras de
control es indicativo de un cancer de pancreas, donde dicha muestra biolégica es una muestra de células
sanguineas.

En una realizacion preferida de la invencién al sujeto no se le administra un tratamiento antitumoral (p. €j., terapia
neoadyuvante).

De modo conveniente, la muestra de células sanguineas es una muestra enriquecida de células tumorales
circulantes (CTC), mas preferiblemente una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus
siglas en inglés).

Los autores seleccionaron grados de admisién apropiados como sigue:

- ARNm de TWIST1: 9,30E-09 si el sujeto esta afectado por un cancer colorrectal, o 2,57E-8 si el sujeto esta
afectado por un cancer de pancreas;

- ARNm de SLUG: 1,83E-10 si el sujeto esta afectado por un cancer colorrectal, o 5,70E-9 si el sujeto esta afectado
por un cancer de pancreas;

- ZEB2 : 4,08E-05 si el sujeto esta afectado por un cancer colorrectal, como indicacién luego del tratamiento contra
el cancer de remision parcial o total de cancer colorrectal, y/o una variacion en la etapa de cancer colorrectal y/o
respuesta al tratamiento, o 26,84E-6 si el sujeto esta afectado por cancer de pancreas.

En una realizacion preferida, los niveles de ARNm se obtienen mediante RCP-TR. Cualquier otro método para
detectar ARNm especifico en una muestra biolégica conocido por el experto en la técnica se encuentra dentro del
alcance de la presente invencion. Los ejemplos ilustrativos son: Métodos de amplificacion de RCP (sistema de RCP
Droplet Digital™ QX200™, sondas TagMan), otros métodos de amplificacion; hasta el analisis de expresion génica
unicelular (MiRGE-nCounter®).

El método de la invencion es capaz de detectar transcritos de TEM en muestras de sangre de seres humanos o
animales; en un aspecto particular el método comprende los siguientes pasos:

a) separar por gradiente de densidad Ficoll las células mononucleares de sangre periférica (PBMC),
b) detectar los niveles de expresion de genes TEM usando RCP-TR,
c) comparar el nivel de los genes TEM del paciente con niveles normales de control,

d) diagnosticar que el paciente tiene un tumor especifico si los niveles detectados de los genes TEM difieren con
significacion estadistica (son superiores o inferiores a un valor de grado de admisién predeterminado segun el gen
seleccionado) del nivel de control.

Un objeto adicional de la invencion es el uso de un kit de RCP-TR cuantitativa para llevar a cabo el método descrito
anteriormente, que incluye:

- elementos de retrotranscripcién para obtener ADNc especificos;
- sondas especificas de amplificacion para amplificar ADNc especificos;
- elementos de deteccion para detectar y medir el nivel de ADNc especificos amplificados.

En una realizacién preferida del uso del kit para RCP-TR cuantitativa de la invencion, las sondas de amplificacion
son capaces de amplificar:

- laregion nt. 781-835 de TWIST1, nro. de entrada: NM_000474.3, (SEQ ID No. 1);
- laregion nt. 711-819 de SLUG, nro. de entrada: NM_003068.3, (SEQ ID No. 2);
- laregion nt. 1262-1352 de ZEB2, nro. de entrada: NM_014795.3, (SEQ ID No. 3);

- laregion nt. 174-244 de SNAIL, nro. de entrada: NM_005985.3, (SEQ ID No. 4).
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En una realizacion preferida adicional del uso del kit para RCP-TR cuantitativa de la invencion, las sondas de
amplificaciéon esencialmente tienen las secuencias:

TWIST1 directo AGCAAGATTCAGACCCTCAAGCT (SEQ ID No. 8);
TWIST1 inverso CCTGGTAGAGGAAGTCGATGTACCT (SEQ ID No. 9);
SLUG directo TGTTTGCAAGATCTGCGGC (SEQ ID No. 10);

SLUG inverso TGCAGTCAGGGCAAGAAAAA (SEQ ID No. 11);

ZEB2 directo GCTACACGTTTGCCTACCGC (SEQ ID No. 12);

ZEB2 inverso CGATTACCTGCTCCTTGGGTT (SEQ ID No. 13).
Descripcion detallada de la invencién

Se describira la invencién con referencia a ejemplos no limitativos.
Leyendas de las Figuras

Figura 1. Niveles de ARNm de TWIST1 (A), SLUG (B), ZEB2 (C) y SNAIL (D) en sangre de 26 pacientes CCR
comparados con 5 pacientes miscelaneos y con 16 controles sanos.

Figura 2. Curva ROC (caracteristica operativa del receptor, por sus siglas en inglés) para niveles de ARNm de
TWIST1 (A), SLUG (B) en 26 pacientes CCR en comparacion con 16 controles sanos.

Figura 3. Curva ROC para niveles de ARNm de ZEB2 en 26 pacientes CCR en comparacién con 5 pacientes
miscelaneos.

Figura 4. Niveles de ARNm de TWIST1 (A), SLUG (B), ZEB2 (C) y SNAIL (D) en sangre de 10 pacientes CP
comparados con 16 controles sanos.

Figura 5. Curva ROC para niveles de ARNm de TWIST1 (A), SLUG (B) y ZEB2 (C) en 10 pacientes CP en
comparacion con 16 controles sanos.

Figura 6. Comparacion de niveles en sangre de ARNm de ZEB2 en CCR y CP (A). Curva ROC para niveles de
ARNmM de ZEB2 (B) en 26 pacientes con cancer colorrectal en comparacion con 10 pacientes con CP.

Materiales y métodos
Cuantificacion de transcritos génicos en muestras sanguineas no seleccionadas

Se recogio sangre periférica (6mL) en vacutainer revestido con anticoagulantes (EDTA, citrato de sodio, heparina) y
se almaceno a 4°C. La sangre periférica se procesé dentro de las 4 horas de recogida y se separé por gradientes de
densidad con Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Life Science) segun las instrucciones del fabricante. En sintesis, se
agregaron 15 ml de Ficoll-Paque a un tubo centrifugo y se extendié PBS diluido (6 mI+29 ml de solucién salina
equilibrada) cuidadosamente en capas sobre la placa de Ficoll. Se centrifugd la solucién sin mezclar (400 g durante
40 minutos a 20°C). Se eliminé la capa superior utilizando una pipeta Pasteur limpia dejando intacta la capa de
linfocitos en la interfase. A continuacion, con el uso de una nueva pipeta Pasteur se transfirié la capa de PBMC que
contenia las células tumorales circulantes a un tubo centrifugo limpio y se lavé con al menos 3 volumenes (18 ml) de
solucion salina equilibrada. Una vez resuspendidas, las células se centrifugaron (300 g durante 20 minutos a 20°C),
y luego se eliminé el sobrenadante. Después de agregar 50 mL de solucion salina equilibrada, los sedimentos
celulares finalmente se centrifugaron (200 g durante 20 minutos a 20°C). El sobrenadante fue nuevamente eliminado
y las células se lisaron con tampén de lisis Qiagen mas B-Mercaptoetanol (1:100). Luego se aislé el ARN total
usando el mini kit Qiagen Rneasy segun las instrucciones del fabricante. A continuacion, el ARN total resuspendido
en 60 yL de agua tratada con dietilpirocarbonato (agua DEPC) se traté con ADNasa (Ambion, Life Science) para
minimizar la contaminacion por ADN gendmico.

Todos los pasos de preparacion y manipulacion de ARN tuvieron lugar en una campana de flujo laminar, en
condiciones libres de ARN. Las concentraciones de ARN se determinaron por lectura de absorbancia a 260 nm
usando nanogotas.

Dos pg de ARN tratado se sometieron a transcripcion inversa a ADNc usando el kit de transcripcion inversa de ADNc
de alta capacidad (Applied Biosystem, Life Science).

El ADNCc sintetizado se sometiéo a RCP-TR para detectar y cuantificar los niveles de ARNm del factor de transcripcion
de TEM.

TWIST1: Nro. de entrada del NCBI (por sus siglas en inglés: National Center for Biotechnology Information — Centro
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Nacional para la Informacién Biotecnolodgica de los EE.UU.) NM_000474.3 (SEQ ID No.1),
SLUG o SNAI2: Nro. de entrada del NCBI NM_003068.3 (SEQ ID No.2),

ZEB2 o SIP1: Nro. de entrada del NCBI NM_014795.3 (SEQ ID No.3),

SNAIL: Nro. de entrada del NCBI NM_005985.3 (SEQ ID No.4).

En sintesis, se colocd 1 yl de ADNc (40ng) en 20 uL de volumen de reaccion que contenia 12 ul de Fast SyberGreen
Master Mix, 3 ul de cebadores constitutivos y diana directos e inversos mezclados en 5 uM y 4 ul de agua DEPC.

Las secuencias de los cebadores especificos fueron:

18s directo CGC CGC TAG AGG TGA AAT TCT (SEQ ID No. 6),

18s inverso CTT TCG CTC TGG TCC GTC TT (SEQ ID No. 7);

para amplificar la region nt. 1049-1100 de 18s, nro. de entrada: M10098.1, NCBI, (SEQ ID No. 5), como control;
TWIST1 directo AGC AAG ATT CAG ACC CTC AAG CT (SEQ ID No. 8);

TWIST1 inverso CCT GGT AGA GGA AGT CGA TGT ACC T (SEQ ID No. 9);

para amplificar la region nt. 781-835 de TWIST1, nro. de entrada: NM_000474.3, (SEQ ID No. 1);
SLUG directo TGT TTG CAA GAT CTG CGG C (SEQ ID No. 10);

SLUG inverso TGC AGT CAG GGC AAG AAA AA (SEQ ID No. 11);

para amplificar la region nt. 711-819 de SLUG, nro. de entrada: NM_003068.3, (SEQ ID No. 2);
ZEB2 directo GCT ACA CGT TTG CCT ACC GC (SEQ ID No. 12);

ZEB2 inverso CGA TTA CCT GCT CCT TGG GTT (SEQ ID No. 13);

para amplificar la region nt. 1262-1352 de ZEB2, nro. de entrada: NM_014795.3, (SEQ ID No. 3);
SNAIL directo CTT CCA GCA GCC CTA CGA C, (SEQ ID No. 14);

SNAIL inverso CGG TGG GGT TGA GGA TCT (SEQ ID No. 15);

para amplificar la region nt. 174-244 de SNAIL, nro. de entrada: NM_005985.3, (SEQ ID No. 4).

La amplificacion se realizé en un sistema de RCP en tiempo real ABI 7900 HT (Applied Biosystem) y se utilizé el
programa: 95°C durante 10 minutes; 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 60 segundos. Todas las
muestras se analizaron por triplicado. La cuantificacion de los genes diana y los genes de referencia interna 18s se
realizd usando la emision de fluorescencia de SyberGreen. La apropiada contaminacién de ADN se evalu6é mediante
la realizacion de PCR sobre la porcidon no inversamente transcrita de cada muestra. Se detect6 la fluorescencia de
todas las muestras luego de 0-40 ciclos para los genes de control y marcadores en una sola reaccion, lo que permite
la deduccion de los ciclos en el valor umbral (CT, por sus siglas en inglés) para cada producto. Se consider6 al valor
CT como el ciclo de RCP en el que se detecta un aumento significativo en la fluorescencia debido a la acumulacion
exponencial de productos de RCP bicatenarios. La expresion de Ioscgrenes diana se normalizé sobre la expresion
del gen constitutivo, 18s para obtener la cuantificacion absoluta (2"), mientras que la cuantificacion relativa se
calculé mediante el método 2447 para comparar los niveles de transcritos de los controles frente a los pacientes
(Livak Kj, Methods, 2001; 25(4):402-8).

Analisis estadistico

Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para evaluar las diferencias con significacion estadistica en los niveles de
expresion de los ARNm circulantes de los FT de TEM entre pacientes con cancer y controles. Para los FT de TEM
con niveles significativamente altos en pacientes CCR y CP, se estim6 la sensibilidad y especificidad usando los
puntos 6ptimos del grado de admisién determinados mediante el analisis de las curvas ROC. Se consider6é que un
valor p <0,05 tenia significacion estadistica. Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el programa
informatico StatDirect (StatsDirect Ltd, Altrincham CHESHIRE, R.U.).

Pacientes y métodos

El estudio piloto incluyé 31 pacientes con neoplasia colorrectal. De estos, 26 pacientes tenian cancer colorrectal, 4
pacientes tenian cancer rectal y se sometieron a radioquimioterapia neoadyuvante antes de la cirugia (lo que resultd
en la remision patoldgica completa, etapa ypTONO, segun el sistema de etapas del AJCC (por sus siglas en inglés:
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American Joint Committee on Cancer - Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer), mas un paciente con un
adenoma avanzado (que mostraba alto grado de displasia). Otros 10 pacientes tenian cancer de pancreas, y se
usaron 16 sujetos sanos como controles. Todas las muestras se procesaron como se describio anteriormente luego
de obtener el consentimiento informado de los pacientes.

Resultados
1. En las células sanguineas de pacientes CCR se encuentran presentes altos niveles de ARNm de TWIST1y SLUG

En 16 controles sanos se detectd6 ARNm de TWIST1, ZEB2 y SNAIL (16/16, 100%), mientras que se detecté ARNm
de SLUG en 3 de 16 casos (18,75%). En las muestras de sangre de 31 pacientes con neoplasia colorrectal, los
autores detectaron TWIST1, ZEB2 y SNAIL en todos los casos (31/31, 100%), y SLUG en 30 de 31 casos (96,15%).
Como se muestra en la Figura 1, los pacientes CCR tuvieron niveles mas altos de TWIST1 (Fig. 1A, cuantificacion
absoluta, mediana, controles 9,8E-9 frente a CCR 3,22E-8; p<0,01) y SLUG (Fig. 1B, controles 9,09E-13 frente a
CCR, 1,76E-08; p<0,001), pero no de ZEB2 (Fig. 1C, controles 1,35E-06 frente a CRC 7,45E-06; p=0,26) y de
SNAIL (Fig. 1D, controles 7,61E-08 frente a CCR 5,74E-08; p=0,20). Por consiguiente, los niveles de ARNm de
TWIST1y SLUG en células sanguineas de pacientes con cancer fueron en promedio 3 y 4.000 veces mas elevados,
respectivamente, que en los controles (cuantificacion relativa).

El estudio también incluyé un conjunto de muestras de sangre (Miscelaneo) de 4 pacientes con cancer de recto que
se sometieron a radioquimioterapia neoadyuvante antes de la cirugia, lo que resulté en la remision histolégica
completa de la enfermedad (ypTONO), y de un paciente con un adenoma avanzado (que mostraba alto grado de
displasia). En el conjunto Miscelaneo los autores detectaron una expresion significativamente mas alta de ARNm de
TWIST1, SLUG y ZEB2 que en controles sanos. Sin embargo, en este conjunto los niveles de ZEB2 también fueron
significativamente mas altos que en pacientes con cancer (5,13E-05 frente a 7,45E-06 de pacientes CCR, p=0,01,
Figura 1C), lo que probablemente proporciona un método para discriminar entre pacientes que estan
experimentando remision y aquellos que son proclives a la progresion luego de la radioquimioterapia neoadyuvante.

Valores umbral de TWIST1y SLUG en células sanguineas que identifican pacientes CCR.

Luego, los autores determinaron el punto optimo del grado de admision para altos niveles de transcritos
discriminando pacientes CCR mediante el analisis de la curva ROC (Fig. 2). Mediante esta estrategia, los niveles
altos de TWIST1 (por encima del valor de admision, 9,30E-09) tuvieron 100% de sensibilidad y 50% de especificidad
(Fig. 2A), y los de SLUG (por encima del grado de admision, 1,83E-10) tuvieron 96% de sensibilidad y 81% de
especificidad en la discriminacion de pacientes con cancer entre los controles sanos (Fig. 2B). Asimismo, en el
conjunto Miscelaneo, los niveles de ARNm de ZEB2 superiores al valor 6ptimo del valor de admision de 4,08E-05
permitieron discriminar antes de la cirugia entre pacientes con CCR y aquellos con cancer rectal que tuvieron
respuesta histolégica completa después de la terapia neoadyuvante (96% de sensibilidad y 100% de especificidad;
Figura 3 y Tabla 2).

Altos niveles combinados de ARNm de TWIST1 y SLUG mejoran la especificidad en la identificacion de pacientes
con cancer.

Al discriminar pacientes CCR de individuos sanos mediante la combinacién de altos valores de TWIST1 y SLUG
(segun se determind por las curvas ROC), no se afect6 la sensibilidad (96%), ya que todos los pacientes menos uno
tuvieron altos niveles de ambos transcritos, mientras que la especificidad se aumenté hasta 93,3%, ya que
solamente en un control estaban presentes altos niveles de ambos transcritos (Tabla1).

Tabla 1. Sensibilidad y especificidad para cancer colorrectal de niveles circulantes de ARNm de TWIST1y SLUG por
encima de los valores 6ptimos del grado de admision determinados por el analisis de la curva ROC.

FT de TEM

TWIST1 SLUG Combinados*

Pacientes CCR
TP 26 25 25
FN 0 1 1
Sensibilidad 100% 96% 96%
Controles
TN 8 13 15
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FP 8 3 1

Especificidad 50% 81% 93,3%

*Pacientes que presentan niveles simultaneos por encima de los valores 6ptimos del grado de admision de TWIST1
y SLUG. TP = Verdadero positivo FN = Falso negativo

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad de niveles circulantes* de ARNm de ZEB2 para discriminar pacientes con
cancer colorrectal de aquellos con cancer de recto que experimentaron remision patoldégica completa luego de
quimioterapia y radioterapia neoadyuvantes.

FT de TEM
ZEB2
Pacientes CCR
TP 25
FP 1
Sensibilidad 96%
Cancer de recto, remisién completa*
TN 4
FN 0
Especificidad 100%

*Pacientes con cancer de recto tratados con terapia neoadyuvante y respuesta histoldgica completa. TP = Verdadero
positivo FN = Falso negativo

2. En las células sanguineas de pacientes con cancer de pancreas (CP) se encuentran altos niveles de ARNm de
TWIST1, SLUG y ZEB2.

Los niveles de ARNm de FT de TEM difieren entre pacientes CP e individuos sanos.

Como se muestra en la Figura 4, en comparacion con controles sanos, 10 pacientes CP tuvieron niveles mas altos
de TWIST1 (Fig. 4A, cuantificacion absoluta, mediana, controles 9,8E-9 frente a CP 4,10E-8; p<0,001) y de SLUG
(Fig. 4B, controles 9,09E-13 frente a CP, 17,00E-08; p<0,0001 ), como asi también de ZEB2 (Fig. 4C, controles
1,35E-06 frente a CP 36,96E-06; p<0,001), pero no asi de SNAIL (Fig. 4D, controles 7,61 E-08 frente a CP 12,00E-
08; p=0,12). Por consiguiente, los niveles circulantes de ARNm de TWIST1, SLUG y ZEB2 en sangre de pacientes
CP fueron en promedio 4, 4.000 y 22 veces mas elevados, respectivamente, que en los controles (cuantificacion
relativa).

Valores umbral de FT de TEM en sangre que identifica pacientes CP.

Mediante el analisis de la curva ROC, los niveles altos de TWIST1 (por encima del grado de admision, 2,57E-8)
tuvieron 90% de sensibilidad y 75% de especificidad (Fig. 5A), y los de SLUG (por encima del grado de admision,
5,70E-9) tuvieron 100% de sensibilidad y 87,5% de especificidad en la discriminacion de pacientes con cancer entre
controles sanos (Fig. 5B y Tabla 3). Ademas, altos niveles de ZEB2 (por encima del valor del grado de admision,
26,84E-6) discriminaron entre pacientes con CP y controles con 80% de sensibilidad y 93% de especificidad (Fig. 5C
y Tabla 3).

Los niveles de ARNm de ZEB2 son mas elevados en las células sanguineas de pacientes CP que en las de
pacientes CCR. Ademas, al comparar los niveles en sangre de FT de TEM entre pacientes CP y CCR, hallamos que
los niveles de ZEB2 eran significativamente superiores (p<0,001) en CP que en pacientes CCR. Mediante
cuantificacion relativa, la diferencia en el nivel de transcritos fue de 8 veces (Fig. 6A). Solo los pacientes con cancer
de recto en remisidon después de terapia neoadyuvante (grupo Miscelaneo) tuvieron niveles de ARNm de ZEB2
similares a los de pacientes con CP.

Altos niveles concomitantes de ARNm de TWIST1, SLUG y ZEB2 aumentan la especificidad en la identificacion de
pacientes CP, y en la discriminacion de pacientes CP de pacientes CCR. Al discriminar pacientes CP de individuos
sanos mediante la combinacién de altos valores de TWIST1, SLUG y ZEB2 (segun se determindé mediante las
curvas ROC), la sensibilidad fue 80%, ya que todos los pacientes menos dos tuvieron altos niveles de los tres
transcritos, mientras que la especificidad aumentd hasta 100%, ya que los altos niveles concomitantes de estos tres
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transcritos nunca fueron detectados en controles (Tabla 3). Asimismo, la especificidad de la marca distintiva del alto
nivel de TWIST1-SLUG-ZEB2 en la discriminacion de pacientes con CP de aquellos con CCR fue 88%, ya que solo
3 pacientes CCR tuvieron niveles de ZEB2 por encima del valor del grado de admision para CP (Figura 6B).

Tabla 3. Sensibilidad y especificidad para cancer de pancreas de niveles circulantes de ARNm de TWIST1, SLUG y
ZEB?2 por encima de los valores de los grados de admision éptimos determinadas segun el analisis de curvas ROC.

FT de TEM

TWIST1 SLUG ZEB2 Concomitante*

Pacientes CP

TP 9 10 8 8
FN 1 - 2 2
Sensibilidad 90% 100%  80% 80%
Controles
TN 12 14 15 16
FP 4 2 1 -
Especificidad 75% 87,56% 93,7% 100%

*Pacientes que presentan niveles simultaneos por encima de los valores de los grados de admisién 6ptimos de
TWIST1, SLUG y ZEB2. TP = Verdadero positivo FN = Falso negativo

Lista de secuencias
<110> Humanitas Mirasole S.p.A.

<120> Altos niveles de FT de TEM para el diagnéstico del cancer, en particular de cancer colorrectal (CCR) y de
pancreas (CP)

<130> BE 121564

<160> 15

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 1669

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1



10

gaggtataag
tgcagcaccg
ttctttttgg
ctocccogeg
cgggcecgceat
gctoctteotcee
gacgtgtcca
ccagacegge
cgcagcgegy
gacgagccgg
ggcggcggceg
gaggagctge
ctgaacgagg
agcaagattc
cagagcgacg
agctacgcct
caggcggage
aaggagaaaa
ccaaagattt
gcgeactttt
ggcaccatce
tttttttttt
gaggtcgtge
aatggtaaca
ctggectgea
caaaaaaaaa
aaatgcaaat

ctttgtatat

<210> 2
<211> 2101
<212> ADN

agcctccaayg
gcaccgtttc
acctcggggce
cageecteoece
agecegggac
tetgeceegg
gctcgccagt
ageagecegaec
geggeggege
gcagecccgge
cgggcggegy
agacgcageqg
cgttcgecge
agaccctcaa
agctggactc
tcteggtetyg
ccecccaccecco
tggacagtct
tottggaaat
aaaagagaaa
tcacacctcet
tttgacgaag
caatcagcca
atcagaggaa
aaaccatagt
cttaaaatac
agatccggtg

ttttotgeaa

<213> Homo sapiens

<400> 2

tectgeagete
caggaggect
catccacacc
goggaggtee
ggcgecgege
gccegegagyg
ctcgecggec
gageggcaag
ggggeccgge
ccagggcaag
cggeggcage
ggtcatggec
gctgeggaag
gctggcggece
caagatggca
gaggatggag
ctcagcaggqg
agagactctg
tagaagagca
gegagacagyg
gcattetgat
aatgttttta
ctgaaaggaa
ctataagaac
cagttaatte
aaaaaacaac
tctaaatgca

taaataaata
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tcgeccaact
ggcggggtgt
gtceccctece
ctocagtecyg
gecgggggaag
ccacgcgteg
gacgacagcc
cgcgggggac
ggagccgegg
cgcggcaaga
agcagcggceqg
aacgtgcggy
atcatceccca
aggtacatcg
agctgcagct
ggggcctggt
ccggagacct
gagctggata
aaatccaaat
cccgtggaca
agaagtctga
tttttatttt
aggcatecact
acctttagaa
ttttttteat
attctattta
ttcatatttt

taaaaaattt

cccagacacc
gcocgteccagec
cctcecegect
toctoctget
ctggeggget
ccgctcgaga
tgagcaacag
goaagcggeyg
gtgggggegt
agtectgcggg
gcgggagtec
agogocageyg
cgctgecoctce
acttcctcta
atgtggctca
ccatgtcege
agatgtcatt
actaaaaata
tcaaagaaac
gtgattceeca
acagttgttt
tttecatgeat
atggactttc
ataaaaatac
cettaetetg
tttattgagg
tatgattgtt

agagaaaaa

tegegggetce
gttgggeget
ccctecccege
ctetoctecyg
gaggegaecaa
gatgatgcag
cgaggaagag
cagcagoagyg
cggaggcgge
ctgtggcgge
gcagtcttac
caccecagteg
ggacaagctg
ccaggtcctce
cgagcggctc
gtcecactag
gtttccagag
aaaatatatg
agggcgtggy
gacgggcagce
gtgttttttt
gcattctcaa
tectattttaa
tgggatcaaa
aggggaaaaa
acccatggta

ttgtaaatat
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agttcgtaaa
cacggcccct
cggaccgtta
tggtcaagaa
cagtgattat
agatcctcag
acgcccagct
tgagtcccce
ttagtgatga
aaaagtttca
ataagcagct
aggaatatgt
tttgcaagat
ctcacacggg
caaatctgag
gctccaaaac
tagcacactg
gccaaatgac
tatagacaca
agcatggaat
atttgctgat
tgaaaagcac
tcattteaac
aggaagagat
ttacatgteg
tgctttaaag
tgtattaaaa
gaggagggaa
aaacatttta
ttacaaattc
atacccctte
tatttttata
ataaacaace
ttttttacaa
acttgettea

a

ggagcogggt
gcccgagect
tcecgocgeegg
gcatttecaac
tteccegtat
ctcaggagca
acccaatggc
tceteoeatet
agaggaaaga
gtgcaattta
gcactgegat
gagccotggge
ctgcggecaag
ggagaagcct
ggctcatctg
cttetccaga
agtgacgcaa
aaataaagtc
cacacatatg
tcatgtgttt
ggctagattg
attgcatett
tgaaaagaac
ctgccagacyg
gttgtctggt
tatattttta
gtatttttgt
agattagett
ataatttttg
attaatgtac
caagtgcectt
tgattgaatg
tgaagacttg
taaacagttt

tgattagtac

gacttcagag
ggccagecgco
gcgeocgeeca
gecteocaaaa
ctcotatgaga
tacagcccca
ctctctecte
gacaccteet
ctacagtcca
tgcaataaga
gocccagteta
gecctgaaga
gegttttcca
ttttcttgee
cagacccatt
atgtctetee
tcaatgttta
caaaggcatt
cacacacaca
aaagataatc
agagaataaa
ttcttectaa
agtattgett
cgaactcagg
tgccattgtt
aaagggagga
tttgttttgt
tgaacattce
aaaattaatt
ttaaactatt
tttaaattgt
agttctgtat
tgaaatcaat
tgatttaaaa

caaaccactg
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gcgecggece
gatgctgtag
gacccgcetgg
agccaaacta
gttactcocat
tcactgtgtg
tttceggata
ccaaggacca
agetttcaga
cctattcaac
gaaaatcttt
tgcatatteg
gaccctggtt
ctcactgcaa
ctgatgtaaa
tgcacaaaca
ctcgaacaga
ttcteectgtyg
cacacacacc
ctttcecatgt
agacagtaac
aaaaatgcaa
tgtaatagag
tgccttaaaa
gaactaaagc
aaaaaataac
ttttgeccaat
tggcgcatge
aaagatggga
tcaaatgcat
atagttgatg
gaaactgaga
gtttettttt
tctegtttgt

tacaaagaat

gtcegtctge
ggaccgeegt
caagatgccg
cagegaactg
gactgtcata
gactaccget
ctcctcatet
cagtggcteca
cocccatgee
tttttectggg
cagctgtaaa
gacccacaca
gcttcaagga
cagagcattt
gaaataccag
tgaggaatct
atgcatttct
ctgaccaacc
cacagagaga
gaagtttaaa
ctttetette
agatttacat
tctgtaatag
agtattccaa
ctttttttga
aagaacaaaa
taacagtatg
tccattgtet
ataagtgcaa
accacaaatg
agtcaatgta
tgttgtctat
taaaaaacaa
atactatttt

tgtttgttaa
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cgcacctgag
gtcctececge
cgctccttce
gacacacata
ccacaaccag
gctecattee
ttggggcgag
gaaagcccca
attgaagetyg
ctggccaaac
tactgtgaca
ttacettgtyg
cacattagaa
gcagacaggt
tgcaaaaact
ggctgctgtg
tcactccgaa
aaataatatg
gagctgeoaag
attactatat
aaagataaaa
tgctgecaaa
gatttceceat
gtttactcca
ttacctgtag
cacaggagaa
tgecttgggyg
tactatttta
aagaggattc
caataataca
aatttgtgtt
agctatgtct
ttttcaagtt
cagagacttt

caagaaaaaa
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1980
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<210> 3
<211> 9243
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

atttcatttce
tttececcagag
aattatccct
cagaaaagaa
gtttgtgttt
gtectgecte
togettecac
tttctggeca
gaegeegagte
geggatggoe
aactatgaca
gctgaggatg
aaccatgagt

gaaataaggg

ttccactaaa
agaaacttgg
ccccacaaag
aaagaaaaaa
cotggagtgy
cagacactet
ctttttctce
aaactacaaa
catgogaact
cocggtgecaa
atgtagtgga
acggtattge
cctococaca

agggtggagt

gegtttgegy
cgatcacgtt
ataggtggeg
atgtcattag
ccgaaagaga
tggegaggtt
cccacactte
caagactteg
gocatetgat
gaggcgcaaa
cacaggttcet
caaccctctg
cgtgagccaa

ggaacaccec
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agacttcaag
ttcacatgat
cgtgtttecag
aagaggcgta
tcagttctaa
tttgtacagt
goggettett
cagatcgage
cogetettat
caagccaata
gaaacagatg
gaccaggaga
getetgttge

tggcacaaca

gtataatcta
gctcacgete
ggtctetegt
acacgtcagt
cotgetatge
ttgeteoeggy
catgecttttt
ctgegtgetg
caatgaagca
ccaggaggaa
aggaagacaa
cgagtccage
caagagagga

acgagattet
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teccecagatce
agggcegette
ctcteteocta
ccgtccccag
aggaataacg
agotgtttet
cttctcacca
ccgaageagg
geegateatyg
aaacgtggtg
gctteatatt
tagtgtgecce
agaggaagat

acaagcctcet
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840



gtagatggtc
cagaccgcaa
tactttgcca
cttecagegea
ggcacgccag
tttgcccaac
aaggagcaca
agctacacgt
acagatcagc
tgtggcaagyg
gaaaaacctt
tcgcacatca
aatatcaaga
acccagttaa
ttacttaaaa
cacgggttta
ggagtteatc
ttacttgggt
gtggacaata
aaaggttatc
aatattccge
gactatacgt
tcaaggagac
actgatgaca
aaagaaagtt
aatgaagaga
gtttttgttg
agccccatca
atggageccca
tttgtgaagg
tecctggaaa

ttattaccca

cagaagaaat
ttaacaatgyg
aaagaaaact
gtgacacage
aggccaatgg
tgetgacctyg
tcaagtaccy
ttgectaceg
accaaatgct
cottcaaata
acgagtgoce
gcagcaagaa
cgggttctte
gaaacaagtt
ttaaaacaga
gtggcactag
catctgctea
ttecccaccat
ctgtttccag
acatgaagga
ctgtcggtct
tggaaaaagt
agatcagtaa
aaatgattga
ttcectggecec
tcaaggcggt
ataataaage
acccatacaa
actccgatga
aatggtttga
gaagctecaa

ggteteetgt

gaaggaagac
tacagtgaag
ggaggaacgc
cattatttac
gcaagaagaa
cecctactge
ccacgagaag
cacccagete
aacccaagga
taaacaccat
aaactgeaag
atgtattggt
ccctaattct
ggagaatgga
accactagac
tccctttatg
gagtccaatg
gaatagtaat
gcaaaaaatg
tecatgetet
tocoggtagtag
caatgaagecc
tataaagaaa
gaaccacaac
catccctttg
cctgcagect
cotoctettg
ggaccacatg
actgctgaaa
acaacgaaaa
gecgttaget

aaaacctatg
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tatgacacta
aatgcaaatt
gatggtcatg
ccagaagcec
aatgacctge
gaceggggcet
aatgaagaga
gageggeata
gcaggtaatc
ctgaaagaac
aaacgtttet
ttaatctctg
gtttcttett
aaaccactta
ttcaatgact
aatggtggge
cagcacttag
ttaagtgagg
gactgcaagg
caacctgagg
agtcataatg
aaagettgec
gagaagctac
atateccactc
catcagcatg
catgaaaaca
tecatetgtac
tctgtacteca
atttccattg
gtctaccagt
cccaacagta

gactccataa

tggggccaga
gcacatcaga
cagtecagcat
ctgaggaget
cacctggaac
acaagegett
acttttcctg
tggtgacaca
gcaagttcaa
acctgegaat
cacattotgg
taaatggceg
ctcctactaa
gtatgtctga
ataaagttct
ttggagccac
gtgtagggat
tacaaaaggt
ctgaagaaat
aacaaggagt
gtgccactaa
teocagagekt
gtactttaat
cattttecatg
aacgttacct
tagtccccaa
tttotgagaa
aagcatacta
ctgtgggect
actcaaattc
acceotoccac

catcaccatec
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agccacgate
ttttgaggaa
cgaggagtac
gteotegectt
tccagatget
gacatcactg
ccctetetgt
caagccaggy
atgcacagag
tecacagtggt
ttectacagt
aatgagaaac
ttcagccatt
acagacaggc
tatggctaca
cagccettta
ggaagcccct
tctacagatt
ttcaaagttg
tacttetecct
aagtattatt
gactactgac
agatttggtc
ccagttetgt
ttgtaagatg
caaagccgga
aggaatgaca
tgetatgaac
tecctcaggaa
caggtcccea
aaaagactct

tatagcagaa

$00

860
1020
1080
1140
1200
1260
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1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1220
1980
2040
2100
2160
2220
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2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



cteccacaaca
accaatatta
aatctttcct
tetbetgagg
cccaaaagta
aacagtgttt
aaggaatttt
aacccattta
gctactttca
gatcagatga
gctgatatge
gatggagcac
tctecgcaaaa
acattccaga
catcagtgtce
aggctteact
tegggetegt
gagcgggaag
ctgatgaacc
agggagagta
ggctacggga
agtgaaaata
gatcactcca
gaagacaata
ttecagtagt
ctgacgcettce
agacggagtt
taaggcctaa
taagcacaac
aaaactatgt

gtatttttat

gtgttacgaa
aaccagttga
ccacatcttc
agctccagge
ttatageccac
cttecteate
caaattcaaa
gtgccaaacce
tgccaccagt
gcttcctacc
agcaaaggayg
aagactacat
agatcaagaa
aaagcagttce
agatttgtaa
cgggcgagaa
actecgoagea
<ggcggagceg
gggcttactt
tgcecgaggga
agctgggcag
aaagtatgga
tggacgatag
tggaagatgg
attgttacct
caggaagctyg
ggagctgggt
aaactgtgtg
tagaaaattg
ctaatttata

tattattatt

ttgtgatect
aaaattggac
taaaaactcc
tgagecttta
aaagaacaaa
tgaaaactca
taatctggac
tttatacaca
ccagaccagt
acatatggcc
aaagtaccag
gtcaggeccta
gacagagagt
coettetgega
gaaagegttt
geccctatcag
catgaatcac
cgaggcgcgc
gcagagcatt
tggcgagage
acaggatgge
tacggatcce
ttcggaggat
catgtaataa
gecttgaaaac
tagagaggga
attgttaaaa
gttcagagac
taagaattge
ttaatacatt

gttattectt
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cetetecagge
cactccagga
cacagtagtt
gacttgtcat
acaaaagcta
gatgagccte
aacaaaagca
getetteecace
attectggge
tacacctacc
cggaaacaaqg
gatgatatga
ggcatgtatg
cataaatacg
aaacacaagc
tgtgataaat
aggtattect
gagaaagggc
acccctcagg
gagaaggagce
gacgaggagt
gaaacgatac
gggaaaatgg
actactgcat
actgetgtgt
cagaagggygc
actgcattat
taattcctgt
actctactta
ttaaaaaggt

tttaatttaa

taacaaaacc
gtaatactce
catacactcc
taccaaaaca
gtagcatecag
tgaacttgac
ctaacccagt
ctcaaagege
tacgaccata
caactggagc
gatttcaggyg
cagactcega
catgtgactt
aacacacagg
accaccttat
gtggcaageg
actgcaageg
acttggaacc
ggtactctga
acgagaaaga
tegaggagga
gagatgaaga
azaccaaatce
tttaagctte
taagetgtte
ggttcagcca
gcaaaaattt
gtttaatage
tgtatcacta
gecegeacta

tgtgetegea

13

ttoccatttt
ttcteecctta
aaacagcttc
aatgaaagaa
tttagatcat
ttttatcaag
gttcagcatyg
attteocceoct
cecaggactg
agctactttt
agaattgectt
ctecetgtetg
atgtgacaag
aaaaagacca
cgagecactca
cttcteacac
ggaggcggag
caccgagctg
ctcggaggag
aggcgaggat
agaggaagaa
agagactgga
agaccacgag
ctattttttt
atgcacgtge
agacagatgt
tgtacagtgt
atttatactt
caaactttaa
ccatacatca

ctacaatgca

2820

2880

2949

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



tcagtattat
tcagcttaag
tgaagtgatg
aaaaagtaag
aaacctttta
gggttacctt
agtattagaa
tacttttttyg
tttttttgea
atttcctaat
gatatatttt
gaagagcatt
ttttattttt
cttgtgaaaa
aaaaagaggg
ctttgtzaaa
aataaaaatg
ccttcaatga
tttcatataa
tccataccta
tatttttatg
ttttgecatta
ctttgtgatt
ttataatatg
acagtagttt
caaatgctaa
ccctaatatt
ctagattectg
ttatcazatt
tttetacttt
gagtatgata

ccactttect

gattcctetg
taaccacaca
catgtgtgaa
atgagaaata
atctgtgttt
tgecaccaget
gaataggcag
tteattaatt
ttcatttaat
tttatttatt
agtaaaaaag
tattgtgttt
gtttttttce
cactgtattt
actgttaaat
gtattattga
tagccaaact
ccattaacat
ttttagttta
tgtacagcaa
tgaggttata
cgagtattta
tattcaaaaa
taaccttttt
accgtttatc
caaaaataac
cagaatatga
cttettaaat
tacagctctt
agaatcaaag
tttecagttg

aaatttcaca

tactttectt
attttagygcc
tttaagatac
aagaaagect
ctgcaagtgc
tcagtgttaa
cagttcctta
ttgteagtat
tttaggtcaa
tcatactgta
gaacatgacyg
tggaacatta
aattactgga
tcgactgaaa
acaatgtatg
attttcaatt
aagaatgtag
gtaacatgct
gcaataattt
ttttacaget
ttattcaaat
gagattatgt
aaagtctaat
taaaggattg
tgaaactaga
cgtgattttc
atgtattegt
ctaattgcca
gaatatacag
aagaaaagea
gcaagaacaa

aaagtcattc
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tegetattea
tcaatttttt
cgaagtctta
ttgtaaggtg
catccttgta
gcetcaccoctyg
gtttacatat
tacaccaaac
ataacatttt
gtgtacagta
ttgateattt
attgtgagat
aattccaaat
attccacttt
ataccatgac
tgtaatttct
ttaatgagtt
ttatgettat
tgactggtac
tttetcaact
ttagtctatt
gttaaaaatt
ttcaaaaaga
ggatagttta
aggcgtgggt
taagacagtt
aggttttaca
agtgaagaat
aactataata
teattttget
catatttata

tttgcaactt

tcaattteece
tttttttctyg
aagtgacctg
gttttaaaag
cagtgttaag
ttetttgaag
gtttgtgcaa
tgtttttgea
atttatgtgg
ttatagttct
gggceaaattt
gggatttttc
ttgggaactt
cttcatcttg
aaaaatcttt
tttgaaaatg
ctgtactttt
aataatgcta
caataactgt
gatcctgatt
tactttacag
cacttetetg
cagctattat
totcactttt
gggagaggaa
tttcagtttt
taatgacttt
aacagaaaaa
tagtagectgt
attaaatttg
tttattecett

gaaactcaat

14

atttttettt
tgaaggaact
gacgtgaagg
cottatatge
agggtaacat
cacccatgte
ttattttctg
acaaaaaaat
ctcattttat
tcaatatata
tacgtaaaga
aattttatta
ttgatacgat
ttttttaget
cctgaattgt
accatgectcg
agagagtttt
attatgtttt
tttttaaaat
ccagattgtg
acatttctac
tccaaggggt
tcagtgttat
tgaaatgcag
aagctaaaag
tacaagatga
tatcaagaaa
acagattace
ccatgtattt
ctaaaatttt

agccataata

agaaagtgtg

4680
4740
4800
4860
4520
4580
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
€000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480

6540



tatgtgtgtg
aatgaagata
ttcaaacttt
tgeotectgt
tagttteteo
aggctctagg
cgggtagaat
gcatatetgt
ctetttetee
cttgccecctce
ctcagaatac
aatgtceccat
ttagggectge
ttettcteca
taacatcaga
aaatctaacc
ctgaacaccce
ttttcttttt
gcgtatcaga
gactggggge
aatatgaata
ttatctttct
ctgoccaata
caagatgtgt
tgtatatetg
cccatgtaca
ggggcaatta
atcaatcata
aatatatata
cttettaact

gttcactcac

tgtgtatata
cagtaatagt
ctggcagagyg
tatccacagc
ttctttgaat
cgataacttt
aaatcocctgt
gtecccaatece
ttggaaagaa
ctgttacccc
ctgagtctga
atctgaggag
ataatcctct
aggtcegeaaa
tgtgttctte
tttecccecect
ctgeccattt
tcttcacatg
atttctceccge
ggagtgggag
aatgtattag
aataatgtaa
ataagtttac
gaggccatte
gagccccaca
tgtaaaaaca
ttcaaataaa
gcactaaaaa
tgaaaaccac
gtaactcaac

ttgatcatat

tatatatata
tgagcagacc
gg9tgggggy
ctagagtttt
ggcacaaata
attaattcaa
ggcctetttt
acaagagata
gaaagtgtge
cttctctgtce
aaatatcagyg
ttttttttaa
aactctaggg
caagaaatte
tgttttatca
cgaatagggg
totocaagag
acactgtaag
aagagctaaa
ggettggagyg
atactttteca
gccttaataa
atgtatttga
aggggctgta
cattgtaata
ttcaaacaaa
catgctcaat
aagaggggga
cttattatag
tattctgtat

aatagcaaac

ES 2651522713

tacacacaca
tttttagaaa
ggcaggggga
tatatttgga
aatacactac
cctgaaaata
aaagcaatgt
ggaccaacaa
acgaagtaga
atttgttcct
ataacacttg
tgctatttat
aaaaataaaa
ccctecacaa
actacttact
gcaggggagg
cettttgtat
cttaggcctg
caaaacatac
aaaggggaaa
caatcagata
aagcaaatct
actgaaaaat
gggeectgga
aacacagctg
cacactcagce
gcaattattt
aaaaacacca
attttatagg
tcaatgacat

tttataaacce

cacatacaca
aacatgtttt
ggagtggcat
aagtttagaa
ataaattttt
tcaagececatt
aggtctetgt
acaatgaatg
g92gggtagg
aactccattt
tgaattgtga
cogectggaca
acttttgatt
ccaagagaty
cttcccacac
atgaggaaac
tetageoatat
aaataactgg
atcttcetta
gaagggacta
acttttaaaa
tagtcacaaa
tgttaaccat
tatacacaca
catttatttg
ggatttattt
gaatctcaca
aagaattcac
geagctgagg
ttgtttectaa

tgtattgtgt

15

gaaaggatgt
tagctctatc
caaaatgcta
aattctatce
ctggtttgaa
aaattttgte
tgoeccatggyg
tgocaacctaa
cagacectge
cataggcagg
caatcactac
cgattgcaca
tgtcttaaga
tgcattttag
gcttagttct
actggaacaa
ctgtgeaate
gaagagagat
gcatgaattg
tatttgaata
aggtcatttt
tttgaggaga
gettttgete
aacaagtgtg
actatgtgat
attgtgcaat
ttgecatgtte
atggggaaaa
ttatggctcec
tgattaattg

agagatgtga

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

70890

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400



10

aatctectata
gtccaattat
acaaaacatt
ctatatatta
caagaggcaa
gaaggggctt
ttgtgeocecat
ttgttaaact
ttaaatettt
caaaacaaac
aaaaaaaaaa
taaaggaatg
acatgttctt
cctetgttte
aac
<210>4

<211>1722
<212> ADN

tttecaagagc
tatcgettat
cctacatttyg
ataaatatta
tttatgectce
ttagtcactyg
cataaaaaaa
gtgcacagtg
gttacctteg
tttttagaca
aagacctcct
attgcttcct
tttgggctag

agggttgaag

<213> Homo sapiens

<400> 4

attcattgeg
ggcgacccca
cccaategga
cagccctacg
accegectege
gactgggect
gatgaggaca
ttctectceta
ggccaagtge
gcetteaact
atccgaagcc
tggcetgetac

tgcagcegtg

ccgeggeacg
gtgcctcgac
agcctaacta
accaggccca
tgecaatget
cacttegget
gtgggaaagy
cttcagtctc
ccaagcagct
gcaaatactyg
acacgctgcc
aaggccatgt

ccttogetga

agaagagtte
ataagcactc
aagacattaa
tgacatatat
tcttaagtat
aaatatgeat
gattcagact
attttttttt
ctgtgaattg
atatttttat
ttcccaaaat
ttagagcaaa
taggectgtgt

atgatatatt

gocctagegag
cactatgccg
cagcgagetg
cetgetggea
catctgggac
ccaggagagt
cteeocageee
ttcecttggag
ggcccagete
caacaaggaa
ctgcgtctge
ccggacceac

ccgetocaac

ES 2651522713

tttectagaca
ctataaattc
gaaaaatcac
gtgaacacat
gtactgacat
cgtgtaacaa
gaaggcttag
agaacttgag
aaattgtaca
tggagagttt
aaaaatgtca
atatttaaat
ccaatttttt

aatctcggaa

tggttcttcet
cgctctttco
caggactecta
gccatcecac
tectgtectgg
cocagggtygy
cccageacac
gececgaggect
tctgaggeca
tacctcagece
ggaacctgcg
actggcgaga

ctgegggece

ccttacateca
tgaaaaattt
aggtgactea
cacaaatcat
aacctaatat
agatgaagaa
ctttggtttt
acatttgtga
tatttagtaa
tettttectyg
atactaaatt
aaacatggag

gggtctgatg

ttaaacaaat

gcgetactge
tcgtcaggaa
atcecagagtt
cteoceggagat
cgocccaage
cagagctgac
catcacagge
atgctgeett
aggatctcca
tgggtgcect
ggaaggcctt
agceccttete

accteocagac

16

agggacactg
tatacatgeca
tatgatcatt
attggtgtac
actaaaatgg
aatacatgge
ttcaattaaa
tgttggectgt
atcatgcaga
tatcecatgtt
taaagaagta
ataattggca
tttcagaggg

gctattaaat

tgcgcgaatc
gccctececgac
taccttecag
cctecaacecce
ccagecaatt
cteoceoctgtea
taecttegtee
cccaggettg
ggctcgaaag
caagatgcac
ctctaggccc
ctgtccccac

ccactcagat

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9243

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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15

gtcaagaagt
aagcaccaag
ctecataccet
ttetecactge
gactttgatg
tcccatggee
ctggectgte
caggacaaag
cctcacacac
atgcaataat
tctgagatge
ttteceggge
ggggcccaag
cgacaggtgg
tcaaacattt

aataaagcag

<210>5
<211> 1969
<212> ADN

accagtgeca
agtecggetyg
geccetgect
catggaattce
aagaccattt
atttctgtgg
tgcgtgggtt
gctgacagac
acccccccac
ccacccccag
ccecgagecca
aatttaacaa
tggggtgctce
gcctgggagg
tgtatcaagg

ttaatttata

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (57)..(61)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 5

cogtoegtee
ncegtoogge
gtagcatatg
gtgaaactgc
tacttggata
gcggggggga
cgyccyggggy
gccccecgtg

gcegtgecta

gtcgteotee
cgcgtecgggg
cttgtctcaa
gaatggctca
actgtggtaa
tgegtgeatt
gegggecgceg
gcggogacga

ccatggtgac

ggcgtgtgct
ctcaggatgt
gacagcette
cctectgagt
totggttetyg
agggagggca
tttgtatcca
tecactgggaa
aaggaaccct
gtgecagccecee
ggcagctatt
tgtctgaaaa
tggtctgace
aagatgttta
aaacgttttg

tattaaaaaa

tegettgegg
cctegeogeg
agattaagcc
ttaaatcagt
ttctagagct
tatcagatca
geggetttgyg
cccattcgaa

cacgggtgac
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cggaccttet
cccegetgac
cccageteca
gececactte
tgtectetge
gctggeocee
gagctgtttg
gectoccacee
caggccaccc
agggcctgeg
tcagecctect
gggactgtga
gatgtgtctc
catttttaaa
tatagttata

aaaaaaaaaa

ggcgeeggge
ctectacctac
atgcatgtct
tatggttcct
aatacatgcc
aaaccaaccc
tgactcetaga
cgtctgecct

ggggaatcag

cccgaatgte
cctecgagget
gcaggaagga
tggecacate
ctgggetetyg
ageccctgggg
gatacagectg
cactcagggyg
tccacgaggt
gaggaggtgg
gtttagtggy
gtaatggetg
ccagaactat
ggtacactgg
tgtacagttt

aa

ccgbtectega
ctacctggtt
aagtacgcac
ttggtecgetc
gacgggcgct
ggtcagoeeg
taaccteggyg
atcaacttte

ggttecgatte

17

cctgocteecac
ccctettect
ccccacatece
agcccocacag
gaagaggect
gattcctgag
ctttgagcta
accccactce
gtgactaact
cagactagag
gtggcacctyg
tecacttgteg
tetgggggece
tatttatatt

attgatattc

geeceennnn
gatcctgeca
ggccggtaca
gctcectetee
gacccectte
tctecggece
ccgategeac
gatggtagtc

cggagaggga

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1722

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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15

20

gcectgagaaa
acceggggayg
aatgagtcca
gccgeggtaa
gttggatctt
ccttgeoctcet
ttactttgaa
gaataatgga
agagggacgg
aagacggacc
ggaggttcga
atgcggcggce
ttcegggggg
aggagtggag
ggacaggatt
tcttagttgg
taactagtta
cgttcagcca
gcacgcgcgco
acccgttgaa
aattcccagt
ccgeecegteg
gteggoccac

taaaagtcgt

<210>6
<211> 21
<212> ADN

cggctaccac
gtagtgacga
ctttaaatcc
ttccagectce
gggagcggge
cggegcccoc
aaaattagag
ataggaccgc
ccgggggeat
agagcgaaag
agacgatcag
gttattccca
agtatggttg
cctgeggett
gacagattga
tggagcgatt
cgcgaccccee
cccgagattg
tacactgact
cccecattegt
aagtgcgggt
ctactaccga
ggectggegy

aacaaggttt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 6

cgccgctaga ggtgaaattc t

<210>7
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 7

atccaaggaa
aaaataacaa
tttaacgagg
aatagcgtat
gggcggtocg
tcgatgctet
tgttcaaagc
ggttctattt
tegtattgeg
catttgccaa
ataccgtcgt
tgacccgeccg
caaagctgaa
aatttgactec
tagctcttte
tgtctggtta
gageggtegy
agcaataaca
ggctcagcgt
gatggggatc
cataagcttg
ttggatggtt
agcgetgaga

cegtaggtga

21
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ggcagcagygc
tacaggactc
atccattgga
attaaagttg
cecgocgaggeg
tagctgagtyg
aggcccgagc
tgttggtttt
ccgctagagg
gaatgttttc
agttccgacce
ggcagcttcc
acttaaagga
aacacgggaa
tcgattecgt
attccgataa
cgtcccccaa
ggtctgtgat
gtgcctacce
ggggattgea
cgttgattaa
tagtgaggcc
agacggtcga

acctgoggaa

gcgcaaatta
tttcgaggee
gggcaagtct
ctgcagttaa
agccaccgcec
tcecegegggy
cgcctggata
cggaactgag
tgaaattctt
attaatcaag
ataasacgatg
gggaaaccaa
attgacggaa
acctcacceg
gggtggtggt
cgaacgagac
cttcttagag
gcccttagat
tacgccggea
attattccce
gtccctgeoo
ctcggatcgg
acttgactat

ggatcatta

18

cccacteccg
ctgtaattgg
ggtgccagca
aaagctcgta
cgtcecegee
cccgaagegt
ccgcagcetag
gccatgatta
ggaccggcgc
aacgaaagtc
ccgaccggeg
agtctttggg
gggcaccacc
gcccggacac
gecatggecgt
tetggeatge
ggacaagtgg
gtccggggcet
ggcgegggta
atgaacgagg
tttgtacaca
coccecgeccggg

ctagaggaag

600

660

720

780

840

S00

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1269
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ctttcgcetct ggtecgtett 20

<210> 8

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 8

agcaagattc agaccctcaa gct
<210>9

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 9

cctggtagag gaagtcgatg tacct
<210>10

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 10

tgtttgcaag atctgcgge 19

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 11

tgcagtcagg gcaagaaaaa
<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 12
gctacacgtt tgcctaccgce
<210> 13
<211> 21

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

20
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25
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<220>
<223> cebador sintético

<400> 13

cgattacctg ctccttgggt t 21
<210> 14

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 14

cttccagcag ccctacgac 19
<210> 15

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 15

cggtggggtt gaggatct 18

20
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar si un sujeto esta afectado por un cancer que comprende el paso de someter a ensayo
un muestra biolégica de dicho sujeto para determinar la presencia de un panel de ARNm que codifican para factores
de transcripcién involucrados en la transicién epitelial mesenquimal, en donde:

a) dicho panel comprende al menos los ARNm de TWIST1, SLUG y ZEB?2,

b) el aumento de los niveles de ARNm, tanto de genes TWIST1 como SLUG, pero no del gen ZEB2 con respecto a
las muestras de control es indicativo de un cancer colorrectal,

c) el aumento de los niveles de ARNm de todos los genes TWIST1, SLUG y ZEB2 con respecto a las muestras de
control es indicativo de un cancer de pancreas,

donde dicha muestra bioldgica es una muestra de células sanguineas.

2. El método para determinar si un sujeto esta afectado por un cancer segun la reivindicacion 1, en donde al sujeto
no se le administra un tratamiento antitumoral.

3. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 donde dicha muestra de células sanguineas es una
muestra enriquecida de células tumorales circulantes (CTC).

4. El método segun la reivindicacion 3, en donde dicha muestra enriquecida de células tumorales circulantes (CTC)
es una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde los grados de admision pertinentes
son los siguientes:

- ARNm de TWIST1: 9,30E-09 si el sujeto esta afectado por un cancer colorrectal, o 2,57E-8 si el sujeto esta
afectado por un cancer de pancreas;

- ARNm de SLUG: 1,83E-10 si el sujeto esta afectado por un cancer colorrectal, o 5,70E-9 si el sujeto esta afectado
por un cancer de pancreas;

- ZEB2: 4,08E-05 si el sujeto esta afectado por un cancer colorrectal, como indicacion, luego del tratamiento contra
el cancer, de remision parcial o total de cancer colorrectal, y/o una variacion de la etapa de cancer colorrectal y/o
respuesta al tratamiento, o 26,84E-6 si el sujeto esta afectado por cancer de pancreas.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde los niveles de ARNm se obtienen
mediante RCP-TR.

7. El uso de un kit de RCP-TR cuantitativa para llevar a cabo el método segun cualquiera de las reivindicaciones
precedentes que incluye:

- elementos de retrotranscripcion para obtener ADNc especificos;
- sondas especificas de amplificacion para amplificar ADNc especificos;
- elementos de deteccion para detectar y medir el nivel de ADNc especificos amplificados.

8. El uso del kit de RCP-TR cuantitativa segun la reivindicacion 7, en donde dichas sondas de amplificacion son
capaces de amplificar:

- la regién nt. 781-835 de TWIST1, nro. de entrada: NM_000474.3, (SEQ ID No. 1);
- la region nt. 711-819 de SLUG, nro. de entrada: NM_003068.3, (SEQ ID No. 2);
- la region nt. 1262-1352 de ZEB2, nro. de entrada: NM_014795.3, (SEQ ID No. 3);
- la region nt. 174-244 de SNAIL, nro. de entrada: NM_005985.3, (SEQ ID No. 4).

9. El uso del kit de RCP-TR cuantitativa segun la reivindicacion 7 u 8, en donde dichas sondas de amplificacion
tienen esencialmente las secuencias:

TWIST1 directo AGCAAGATTCAGACCCTCAAGCT (SEQ ID No. 8);
TWIST1 inverso CCTGGTAGAGGAAGTCGATGTACCT (SEQ ID No. 9);
SLUG directo TGTTTGCAAGATCTGCGGC (SEQ ID No. 10);

SLUG inverso TGCAGTCAGGGCAAGAAAAA (SEQ ID No. 11);

21
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ZEB2 directo GCTACACGTTTGCCTACCGC (SEQ ID No. 12);
ZEB2 inverso CGATTACCTGCTCCTTGGGTT (SEQ ID No. 13).

22
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A TWIST1

Sensibilidad
1,00 O

e CCR (+), Controles (<) 1

00

Especificidad 1

B

Sensibilidad
1,00

© CCR (+), Controles (<) 1

o,00f~—+—+—r—-—"p-—r-—r——r—r—r-rr—r—"—T7T—""7"
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Especificidad 1
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ZEB2

Sensibilidad
1,00

O

o CCR(+), Misceldneo(-)

0,75

0,50

0,25

F

Lol

oo0¥+—+———F—+——"r—"r—+1rr—rr71"—"1-7
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Especificidad 1

Fig. 3
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