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DESCRIPCION
Biomarcadores de cancer de pulmén y usos de los mismos
Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere en general a la deteccién de biomarcadores y al diagndstico de cancer en un
individuo y, mas particularmente, cancer de pulmoén, en un individuo.

Antecedentes

La siguiente descripcion proporciona un sumario de informacién relevante para la presente solicitud y no es una
admision de que cualquier informacién proporcionada o publicaciones a las que se hace referencia en el presente
documento sean técnica anterior de la presente divulgacion.

Mas personas mueren de cancer de pulmoén que de cualquier otro tipo de cancer. Esto es cierto tanto para hombres
como para mujeres. El cancer de pulmén representa mas muertes que el cancer de mama, cancer de préstata y
cancer de colon combinados. El cancer de pulmén representé una estimacion de 157.300 muertes, o 28 % de todas
las muertes por cancer en los Estados Unidos en 2010. Se estima que en 2010, se diagnosticara canceres de
pulmén a 116.750 hombres y 105.770 mujeres, y 86.220 hombres y 71.080 mujeres moriran de canceres de pulmén
(Jemal, CA Cancer J Clin 2010;60:277). Entre los hombres en los Estados Unidos, en cancer de pulmén es el
segundo cancer mas comun entre hombres blancos, negros, asiaticos/islefios del Pacifico, indios americanos/nativos
de Alaska e hispanos. Entre las mujeres en los Estados Unidos, el cancer de pulmén es el segundo cancer mas
comun entre mujeres blancas, negras e indias americanas/nativas de Alaska, y el tercer cancer mas comun entre
mujeres asiaticas/islefias del Pacifico e hispanicas. Para las personas que no dejan de fumar, la probabilidad de
muerte por cancer de pulmoén es del 15 % y permanece por encima del 5 % incluso para los que dejan de fumar a
una edad de 50-59. El coste anual de cuidados sanitarios del cancer de pulmén solo en los Estados Unidos es de 95
mil millones de ddlares.

Noventa y uno por ciento del cancer de pulmén provocado por tabaquismo es cancer de pulmén no microcitico
(CPNM), que representa aproximadamente el 85 % de todos los canceres de pulmon. El 15 % restante de todos los
canceres de pulmoén son canceres de pulmdn microciticos, aunque si se producen canceres de pulmén de células
mixtas. Debido a que el cancer de pulmén microcitico es poco habitual y rdpidamente letal, la oportunidad para
deteccién temprana es pequefia.

Hay tres tipos principales de CPNM: carcinoma de células escamosas, carcinoma macrocitico y adenocarcinoma. El
adenocarcinoma es la forma mas comun de cancer de pulmoén (30 %-65 %) y es el cancer de pulmén mas
frecuentemente hallado tanto en fumadores como en no fumadores. El carcinoma de células escamosas representa
25-30 % de todos los canceres de pulmon y se encuentra en general en un bronquio proximal. EIl CPNM de estadio
temprano tiende a estar localizado y, si se detecta pronto, puede tratarse con frecuencia por cirugia con un resultado
favorable y supervivencia mejorada. Otras opciones de tratamiento incluyen radioterapia, terapia farmacoldgica y
una combinacion de estos métodos.

El CPNM se estadifica por el tamafio del tumor y su presencia en otros tejidos incluyendo ganglios linfaticos. En el
estadio oculto, pueden encontrarse células cancerosas en muestras de esputo o muestras de lavado y ningun tumor
es detectable en los pulmones. En el estadio 0, solamente el revestimiento interno de los pulmones muestra células
cancerosas y el tumor no ha crecido a través del revestimiento. En el estadio A, el cancer se considera localmente
invasivo y ha crecido en profundidad en el tejido pulmonar pero el tumor es de menos de 3 cm de anchura. En este
estadio, el tumor no se encuentra en el bronquio principal o los ganglios linfaticos. En el estadio 1B, el tumor es de
mas de 3 cm de anchura o ha crecido en el bronquio o la pleura, pero no ha crecido en los ganglios linfaticos. En el
estadio lIA, el tumor es de menos de 7 cm de anchura y puede haber crecido en los ganglios linfaticos. En el estadio
[IB, el tumor se ha encontrado en los ganglios linfaticos y es de mas de 5 cm de anchura o crecen en el bronquio o la
pleura; o el cancer no esta en los ganglios linfaticos pero se encuentra en la pared toracica, el diafragma, la pleura,
el bronquio o el tejido que rodea el corazén, o estan presentes nédulos tumorales separados en el mismo I6bulo del
pulmén. En el estadio IlIA, se encuentran células cancerosas en los ganglios linfaticos cerca del pulmén y los
bronquios y en los que estan entre los pulmones pero en el lateral del pecho donde se localiza el tumor. Estadio IIIB,
se localizan células cancerosas en el lado opuesto del térax al tumor o en el cuello. Otros 6rganos cerca de los
pulmones también pueden tener células cancerosas y pueden encontrarse multiples tumores en un I6bulo de los
pulmones. En el estadio IV, se encuentran tumores en mas de un l6bulo del mismo pulmén o ambos pulmones y se
encuentran células cancerosas en otras partes del cuerpo.

Los métodos actuales de diagndstico para canceres de pulmén incluyen ensayar el esputo con respecto a células
cancerosas, radiografia de térax, evaluacion de fibra éptica y biopsia de las vias respiratorias y tomografia
computarizada (TC) espiral de dosis baja. La citologia de esputo tiene una sensibilidad muy baja. La radiografia de
térax también es relativamente insensible, requiriendo que las lesiones sean de mas de 1 cm de tamafo para que
sean visibles. La broncoscopia requiere que el tumor sea visible dentro de las vias respiratorias accesibles al
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broncoscopio. El método de diagndstico mas ampliamente reconocido es la TC toracica de dosis baja, pero, en
comun con la radiografia, el uso de TC implica radiacion ionizante, que en si misma puede provocar cancer. La TC
también tiene limitaciones significativas: las exploraciones requieren un alto nivel de habilidad técnica para
interpretarlas y muchas de las anomalias observadas no son de hecho cancer de pulmon y se incurre en costes de
cuidados sanitarios sustanciales en el seguimiento de hallazgos de TC. El hallazgo incidental mas comudn es un
nédulo pulmonar benigno.

Los ndédulos pulmonares son lesiones relativamente redondeadas, o areas de tejido andmalo, localizadas en el
pulmén y su tamaio puede variar. Los nédulos pulmonares pueden ser benignos o cancerosos, pero la mayoria son
benignos. Si un nédulo es de menos de 4 mm la prevalencia es de solamente 1,5 %, si es de 4-8 mm la prevalencia
es de aproximadamente 6 %, y si es de mas de 20 mm la incidencia es de aproximadamente 20 %. Para nédulos de
tamafo pequefio y mediano, se recomienda al paciente que se someta a una exploracion repetida en un periodo de
tres meses a un afio. Para muchos nddulos grandes, el paciente recibe una biopsia (que es invasiva y puede
conducir a complicaciones) incluso aunque la mayoria de estos son benignos.

Por lo tanto, son necesarios métodos de diagnostico que puedan reemplazar o complementar la TC para reducir el
numero de procedimientos quirdrgicos realizados y minimizar el riesgo de complicaciones quirurgicas. Ademas,
incluso cuando los nédulos pulmonares estan ausentes o desconocidos, son necesarios métodos para detectar
cancer de pulmoén en sus estadios tempranos para mejorar los resultados de pacientes. Solamente el 16 % de los
casos de cancer de pulmén se diagnostican como cancer de estadio temprano, localizado, en los que la tasa de
supervivencia a los 5 afios es del 46 %, en comparacion con el 84 % de los diagnosticados en estadio tardio, en los
que la tasa de supervivencia a los 5 afios es solamente del 13 %. Esto demuestra que basarse en sintomas para el
diagnéstico no es util porque muchos de ellos son comunes con otras enfermedades pulmonares y con frecuencia se
presentan solo en los estadios tardios del cancer de pulmon. Estos sintomas incluyen una tos persistente, sangre en
el esputo, dolor en el térax y bronquitis 0 neumonia recurrente.

Cuando existen métodos de diagndstico temprano en cancer, los beneficios son aceptados en general por la
comunidad médica. Los canceres que han utilizado ampliamente protocolos de exploracion tienen las mayores tasas
de supervivencia a los 5 afios, tales como cancer de mama (88 %) y cancer de colon (65 %) frente a 16 % para
cancer de pulmoén. Sin embargo, hasta el 88 % de enfermos de cancer de pulmon sobreviven diez afios o mas si el
cancer se diagnostica en el Estadio | mediante exploracion. Esto demuestra la clara necesidad de métodos de
diagnostico que puedan detectar de forma fiable CPNM de estadio temprano.

La seleccion de biomarcadores para una patologia especifica implica en primer lugar la identificacion de marcadores
que tienen una diferencia medible y estadisticamente significativa en una poblacién enferma en comparaciéon con
una poblacién de control para una aplicaciéon médica especifica. Los biomarcadores pueden incluir moléculas
secretadas o desprendidas que son analogas al desarrollo o progresiéon de enfermedad y se difunden faciimente al
torrente sanguineo desde tejido pulmonar o desde tejidos distantes en respuesta a una lesion. También pueden
incluir proteinas realizadas por células en respuesta al tumor. El biomarcador o el conjunto de biomarcadores
identificados estan en general clinicamente validados o se ha mostrado que son un indicador fiable para el uso
pretendido original para el que se seleccionaron. Los biomarcadores pueden incluir moléculas pequefias,
metabolitos, péptidos, proteinas y acidos nucleicos. Algunos de los problemas clave que afectan a la identificacion
de biomarcadores incluyen el sobreajuste de los datos disponibles y sesgo en los datos.

Se ha utilizado diversos métodos en un intento de identificar biomarcadores y diagnosticar la enfermedad. Para
marcadores basados en proteinas, estos incluyen electroforesis bidimensional, espectrometria de masas y métodos
de inmunoensayo. Para marcadores de acido nucleico, estos incluyen perfiles de expresion de ARNm, perfiles de
microARN, FISH, andlisis en serie de la expresion génica (SAGE) y matrices de expresion génica a gran escala.

La utilidad de electroforesis bidimensional esta limitada por la sensibilidad de deteccién baja; problemas con la
solubilidad de proteinas, carga e hidrofobia; reproducibilidad en gel; y la posibilidad de que un Unico punto
represente multiples proteinas. Para espectrometria de masas, dependiendo del formato utilizado, las limitaciones
dependen del procesamiento y la separacion de muestras, la sensibilidad a proteinas de baja abundancia, las
consideraciones de sefial con respecto a ruido, y la incapacidad para identificar inmediatamente la proteina
detectada. Las limitaciones en enfoques de inmunoensayo para el descubrimiento de biomarcadores se centran en
la incapacidad de ensayos multiples basados en anticuerpos para medir un gran nimero de analitos. Se podria
simplemente imprimir una matriz de anticuerpos de alta calidad vy, sin intercalados, medir los analitos unidos a esos
anticuerpos. (Esto seria el equivalente formal al uso de un genoma completo de secuencias de acido nucleico para
medir por hibridacion todas las secuencias de ADN o ARN en un organismo o una célula. El experimento de
hibridacién funciona porque la hibridacién puede ser un ensayo riguroso para identidad. Incluso anticuerpos muy
buenos no son suficientemente rigurosos para la seleccion de sus compafieros de union para actuar en el contexto
de sangre o incluso extractos celulares debido a que el conjunto proteico en esas matrices tiene abundancias
extremadamente diferentes.) Por lo tanto, se debe usar un enfoque diferente con enfoques basados en
inmunoensayo para el descubrimiento de biomarcadores, seria necesario usar ensayos ELISA multiples (es decir, de
tipo sandwich) para obtener suficiente rigurosidad para medir muchos analitos simultaneamente para decidir qué
analitos son de hecho biomarcadores. Los inmunoensayos de tipo sandwich no pueden cambiarse de escala a alto
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contenido, y por lo tanto el descubrimiento de biomarcadores usando inmunoensayos de tipo sandwich rigurosos no
es posible usando ningun formato de matriz convencional. Por ultimo, los reactivos de anticuerpos estan sometidos a
variabilidad sustancial entre lotes e inestabilidad de reactivos. La presente plataforma para descubrimiento de
biomarcadores proteicos supera este problema.

Muchos de estos métodos se basan en o requieren algun tipo de fraccionamiento de muestras antes del analisis. Por
lo tanto la preparacion de muestras requerida para realizar un estudio suficientemente potente disefiado para
identificar/descubrir biomarcadores estadisticamente relevantes en una serie de poblaciones de muestras bien
definidas es extremadamente dificil, costosa y requiere mucho tiempo. Durante el fraccionamiento, se puede
introducir en las diversas muestras una amplia gama de moléculas. Por ejemplo, un marcador potencial podria ser
inestable para el proceso, la concentracién del marcador podria cambiarse, podria producirse agregacion o
disgregacién inapropiadas, y podria producirse contaminacion de muestras involuntaria y de este modo ocultar los
cambios sutiles anticipados en enfermedad temprana.

Se ha aceptado ampliamente que los métodos de descubrimiento y deteccion de biomarcadores que usan estas
tecnologias tienen graves limitaciones para la identificacion de biomarcadores de diagndstico. Estas limitaciones
incluyen una incapacidad para detectar biomarcadores de baja abundancia, una incapacidad para abarcar
uniformemente el rango dinamico completo del proteoma, la irreproducibilidad en el procesamiento y fraccionamiento
de muestras y la irreproducibilidad general y falta de robustez del método. Ademas, estos estudios han introducido
sesgos en los datos y no han abordado de forma adecuada la complejidad de las poblaciones de muestras,
incluyendo controles apropiados, con respecto a la distribucion y seleccion aleatoria requeridas para identificar y
validar biomarcadores en una poblacién enferma diana.

Aunque se han realizado esfuerzos dirigidos al descubrimiento de biomarcadores nuevos y eficaces durante varias
décadas, estos esfuerzos en su mayoria no han tenido éxito. Se han identificado biomarcadores para diversas
enfermedades normalmente en laboratorios académicos, habitualmente mediante un descubrimiento accidental
mientras se realizaba investigacion basica sobre algun proceso de enfermedad. Basandose en el descubrimiento y
con cantidades pequefias de datos clinicos, se han publicado articulos que sugerian la identificacién de un nuevo
biomarcador. La mayoria de estos biomarcadores propuestos, sin embargo, no se han confirmado como
biomarcadores reales o Utiles, principalmente porque el numero pequefio de muestras clinicas ensayadas
proporciona solamente un prueba estadistica débil de que se ha descubierto de hecho un biomarcador eficaz. Es
decir, la identificacion inicial no era rigurosa con respecto a los elementos basicos de la estadistica. En cada afio de
1994 a 2003, una busqueda de la bibliografia cientifica muestra que se publicaron miles de referencias dirigidas a
biomarcadores. Durante ese mismo periodo de tiempo, sin embargo, la FDA aprobd para su uso diagnéstico, como
maximo, tres nuevos biomarcadores proteicos al afio y en varios afios no se aprobd ningun biomarcador proteico
nuevo.

Basandose en el historial de intentos de descubrimiento de biomarcadores fallidos, se han propuesto teorias
matematicas que promueven adicionalmente el entendimiento general de que los biomarcadores de enfermedad son
poco habituales y dificiles de encontrar. La investigacion de biomarcadores basada en geles bidimensionales o
espectrometria de masas apoya estas ideas. Se han identificado muy pocos biomarcadores Utiles mediante estos
enfoques. Sin embargo, se pasa por alto habitualmente que el gel bidimensional y la espectrometria de masas miden
proteinas que estan presentes en la sangre a concentraciones de aproximadamente 1 nM y mayores, y que este
conjunto de proteinas puede ser el que tenga menor probabilidad de cambiar con la enfermedad. Aparte de la
presente plataforma de descubrimiento de biomarcadores, no existen plataformas de descubrimiento de
biomarcadores que sean capaces de medir con precision los niveles de expresién de proteinas a concentraciones
mucho menores.

Se sabe mucho acerca de las rutas bioquimicas para biologia humana compleja. Muchas rutas bioquimicas culminan
en o se inician por proteinas secretadas que acttan localmente en la patologia, por ejemplo se secretan factores de
crecimiento para estimular la replicacion de otras células en la patologia, y se secretan otros factores para proteger
el sistema inmunitario y asi sucesivamente. Aunque muchas de estas proteinas secretadas actuan de una manera
paracrina, algunas actuan distalmente en el cuerpo. Un experto en la materia con un entendimiento basico de las
rutas bioquimicas entenderia que deben existir muchas proteinas especificas de patologia en sangre a
concentraciones por debajo (incluso muy por debajo) de los limites de deteccion de geles bidimensionales y
espectrometria de masas. Lo que debe preceder a la identificacion de este nimero relativamente abundante de
biomarcadores de enfermedad es una plataforma protedmica que puede analizar proteinas a concentraciones por
debajo de las detectables por geles bidimensionales o espectrometria de masas.

El documento US2003/0215895 describe el desarrollo del anticuerpo monoclonal murino DS6. Este anticuerpo
reacciona inmunohistoquimicamente con un antigeno, CA6, que se expresa en carcinomas ovaricos Serosos
humanos pero no se expresa en epitelio superficial o0 mesotelio ovarico normal.

En consecuencia, existe la necesidad de biomarcadores, métodos, dispositivos, reactivos, sistemas y kits que
permitan (a) explorar a fumadores de alto riesgo con respecto a cancer de pulmén (b) la diferenciacion de nédulos
pulmonares benignos de nédulos pulmonares malignos; (c) la deteccion de biomarcadores de cancer de pulmon; y
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(d) el diagnéstico de cancer de pulmon.
Sumario
La presente invencion se define en su sentido mas amplio en las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgacion incluye biomarcadores, métodos, reactivos, dispositivos, sistemas y kits para la deteccion y
el diagnostico de cancer y, mas particularmente, CPNM. Los biomarcadores de la presente divulgaciéon se
identificaron usando un ensayo basado en aptameros mlltiple que se describe en detalle en el Ejemplo 1. Usando el
método de identificacion de biomarcadores basado en aptameros descrito en el presente documento, la presente
divulgacién describe un ndmero sorprendentemente grande de biomarcadores de CPNM que son Utiles para la
deteccion y el diagndstico de CPNM asi como un gran nimero de biomarcadores de cancer que son Utiles para la
deteccion y el diagnéstico de cancer de forma mas general. Para identificar estos biomarcadores, se midieron mas
de 1000 proteinas de cientos de muestras individuales, algunas de las cuales estaban a concentraciones en el
intervalo femtomolar bajo. Esto es aproximadamente cuatro érdenes de magnitud menor que los experimentos de
descubrimiento de biomarcadores realizados con geles bidimensionales y/o espectrometria de masas.

Aunque determinados biomarcadores de CPNM descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar CPNM, se
describen en el presente documento métodos para el agrupamiento de multiples subconjuntos de los biomarcadores
de CPNM que son utiles como un panel de biomarcadores. Una vez que se ha identificado un biomarcador individual
o un subconjunto de biomarcadores, puede conseguirse la deteccién o el diagnéstico de CPNM en un individuo
usando cualquier plataforma o formato de ensayo que sea capaz de medir diferencias en los niveles del biomarcador
o los biomarcadores seleccionados en una muestra biolégica.

Sin embargo, solamente usando el método de identificacion de biomarcadores basado en aptameros descrito en el
presente documento, en donde se exploraron individualmente mas de 1000 valores de biomarcadores potenciales
separados de un gran numero de individuos a los que se habia diagnosticado previamente que tenian o no CPNM
fue posible identificar los biomarcadores de CPNM desvelados en el presente documento. Este enfoque de
descubrimiento esta en claro contraste con el descubrimiento de biomarcadores de medio acondicionado o células
lisadas ya que consulta un sistema mas pertinente para el paciente que no requiere traduccion a la patologia
humana.

Por lo tanto, en un aspecto de la presente divulgacién se proporcionan uno o mas biomarcadores para su uso solos
o en diversas combinaciones para diagnosticar CPNM o permitir el diagndstico diferencial de CPNM de afecciones
benignas tales como las halladas en individuos con nédulos pulmonares indeterminados identificados con una
exploracion de TC u otro método de captura de imagenes, exploracion de fumadores de alto riesgo para CPNM y
diagnoéstico de un individuo con CPNM. Las realizaciones a modo de ejemplo incluyen los biomarcadores
proporcionados en la Tabla 1, que, como se ha indicado anteriormente, se identificaron usando un ensayo basado
en aptameros multiple, como se describe en general en el Ejemplo 1 y mas especificamente en el Ejemplo 2y 5. Los
marcadores proporcionados en la Tabla 1 son Utiles en el diagnéstico de CPNM en una poblacion de alto riesgo y
para distinguir enfermedades pulmonares benignas en individuos que noédulos pulmonares indeterminados de
CPNM.

Aunque determinados biomarcadores de CPNM descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar CPNM,
también se describen en el presente documento métodos para el agrupamiento de multiples subconjuntos de los
biomarcadores de CPNM que son cada uno Utiles como un panel de dos o mas biomarcadores. Por lo tanto,
diversas realizaciones de la presente solicitud proporcionan combinaciones que comprenden N biomarcadores, en
donde N es al menos dos biomarcadores. En otras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de
2-59 biomarcadores.

En otros aspectos mas, N se selecciona para que sea cualquier numero de 2-5, 2-10, 2-15, 2-20, 2-25, 2-30, 2-35, 2-
40, 2-45, 2-50, 2-55 o 2-59. En ofras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 3-5, 3-10, 3-
15, 3-20, 3-25, 3-30, 3-35, 3-40, 3-45, 3-50, 3-55 o 3-59. En otras realizaciones, N se selecciona para que sea
cualquier numero de 4-5, 4-10, 4-15, 4-20, 4-25, 4-30, 4-35, 4-40, 4-45, 4-50, 4-55 o0 4-59. En otras realizaciones, N
se selecciona para que sea cualquier numero de 5-10, 5-15, 5-20, 5-25, 5-30, 5-35, 5-40, 5-45, 5-50, 5-55 0 5-59. En
otras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 6-10, 6-15, 6-20, 6-25, 6-30, 6-35, 6-40, 6-45,
6-50, 6-55 0 6-59. En ofras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 7-10, 7-15, 7-20, 7-25,
7-30, 7-35, 7-40, 7-45, 7-50, 7-55 o 7-59. En otras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de
8-10, 8-15, 8-20, 8-25, 8-30, 8-35, 8-40, 8-45, 8-50, 8-55 o 8-59. En ofras realizaciones, N se selecciona para que
sea cualquier numero de 9-10, 9-15, 9-20, 9-25, 9-30, 9-35, 9-40, 9-45, 9-50, 9-55 0 9-59. En otras realizaciones, N
se selecciona para que sea cualquier numero de 10-15, 10-20, 10-25, 10-30, 10-35, 10-40, 10-45, 10-50, 10-55 o 10-
59. Se apreciara que N puede seleccionarse para abarcar intervalos similares, pero de mayor orden.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar CPNM en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, al menos un valor de biomarcador correspondiente a al menos un
biomarcador seleccionado del grupo de biomarcadores proporcionados en la Tabla 1, en donde el individuo se
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clasifica como aquejado de CPNM basandose en al menos un valor de biomarcador.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar CPNM en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos
N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en donde la probabilidad de
que el individuo tenga CPNM se determina basandose en los valores de biomarcadores.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar CPNM en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos
N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en donde el individuo se
clasifica como aquejado de CPNM basandose en los valores de biomarcadores y en donde N = 2-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar CPNM en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos
N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en donde la probabilidad de
que el individuo tenga CPNM se determina basandose en los valores de biomarcadores y en donde N = 2-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar que un individuo no tiene CPNM, incluyendo el método
detectar, en una muestra biolégica de un individuo, al menos un valor de biomarcador correspondiente a al menos
un biomarcador seleccionado del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en donde el individuo se clasifica
como no aquejado de CPNM basandose en al menos un valor de biomarcador.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar que un individuo no tiene CPNM, incluyendo el método
detectar, en una muestra bioldgica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de
al menos N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en donde el individuo
se clasifica como no aquejado de CPNM basandose en los valores de biomarcadores y en donde N = 2-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar CPNM, incluyendo el método detectar, en una muestra
biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un biomarcador en un panel de N
biomarcadores, en donde los biomarcadores se seleccionan del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en
donde una clasificacién de los valores de biomarcadores indica que el individuo tiene CPNM y en donde N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar CPNM, incluyendo el método detectar, en una muestra
biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un biomarcador en un panel de
biomarcadores seleccionado del grupo de paneles expuesto en las tablas 2 -11, en donde una clasificacion de los
valores de biomarcadores indica que el individuo tiene CPNM.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar una ausencia de CPNM, incluyendo el método
detectar, en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un
biomarcador en un panel de N biomarcadores, en donde los biomarcadores se seleccionan del grupo de
biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en donde una clasificacion de los valores de biomarcadores indica una
ausencia de CPNM en el individuo y en donde N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar una ausencia de CPNM, incluyendo el método
detectar, en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un
biomarcador en un panel de N biomarcadores, en donde los biomarcadores se seleccionan del grupo de
biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en donde una clasificacion de los valores de biomarcadores indica una
ausencia de CPNM en el individuo y en donde N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar una ausencia de CPNM, incluyendo el método
detectar, en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un
biomarcador en un panel de biomarcadores seleccionado del grupo de paneles proporcionado en las tablas 2 -11, en
donde una clasificacién de los valores de biomarcadores indica una ausencia de CPNM en el individuo.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar CPNM en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden a uno de al menos N
biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en donde el individuo se clasifica
como aquejado de CPNM basandose en una puntuacion de clasificacion que se desvia de un umbral
predeterminado y en donde N = 2-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar una ausencia de CPNM en un individuo, incluyendo el
método detectar, en una muestra bioldgica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden a uno de al
menos N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1, en donde dicho
individuo se clasifica como no aquejado de CPNM basandose en una puntuacion de clasificacion que se desvia de
un umbral predeterminado y en donde N = 2-10.
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En otro aspecto, se proporciona un método implementado por ordenador para indicar una probabilidad de CPNM. El
método comprende: recuperar en un ordenador informacién de biomarcadores para un individuo, en donde la
informacion de biomarcadores comprende valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos
N biomarcadores, en donde N es como se ha definido anteriormente, seleccionados del grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 1; realizar con el ordenador una clasificacion de cada uno de los valores de biomarcadores; e
indicar una probabilidad de que el individuo tenga CPNM basandose en una pluralidad de clasificaciones.

En otro aspecto, se proporciona un método implementado por ordenador para clasificar a un individuo como
aquejado o no aquejado de CPNM. El método comprende: recuperar en un ordenador informacion de biomarcadores
para un individuo, en donde la informacion de biomarcadores comprende valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores
proporcionado en la Tabla 1; realizar con el ordenador una clasificacion de cada uno de los valores de
biomarcadores; e indicar si el individuo tiene CPNM basandose en una pluralidad de clasificaciones.

En otro aspecto, se proporciona un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de CPNM. El
producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de programa
ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cdédigo de programa: codigo
que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en donde los datos comprenden valores de
biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores, en donde N es como se ha
definido anteriormente, en la muestra biolégica seleccionada del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1; y
coédigo que ejecuta un método de clasificacion que indica una probabilidad de que el individuo tenga CPNM en
funcion de los valores de biomarcadores.

En otro aspecto, se proporciona un producto de programa informatico para indicar un estado de CPNM de un
individuo. El producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de
programa ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el coédigo de
programa: codigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en donde los datos
comprenden valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores en la
muestra bioldgica seleccionados del grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 1; y cédigo que ejecuta un
método de clasificacion que indica un estado de CPNM del individuo en funcién de los valores de biomarcadores.

En otro aspecto, se proporciona un método implementado por ordenador para indicar una probabilidad de CPNM. El
método comprende recuperar en un ordenador informacion de biomarcadores para un individuo, en donde la
informacion de biomarcadores comprende un valor de biomarcador que corresponde a un biomarcador seleccionado
del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1; realizar con el ordenador una clasificacion del valor de
biomarcador; e indicar una probabilidad de que el individuo tenga CPNM basandose en la clasificacion.

En otro aspecto, se proporciona un método implementado por ordenador para clasificar a un individuo como
aquejado o no aquejado de CPNM. El método comprende recuperar de un ordenador informacién de biomarcadores
para un individuo, en donde la informacién de biomarcadores comprende un valor de biomarcador que corresponde
a un biomarcador seleccionado del grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 1; realizar con el ordenador
una clasificacion del valor de biomarcador; e indicar si el individuo tiene CPNM basandose en la clasificacion.

En otro aspecto mas, se proporciona un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de CPNM.
El producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de programa
ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cdédigo de programa: codigo
que recupera datos atribuidos a una muestra bioldgica de un individuo, en donde los datos comprenden un valor de
biomarcador que corresponde a un biomarcador en la muestra bioldgica seleccionado del grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 1; y cddigo que ejecuta un método de clasificacion que indica una probabilidad de que el
individuo tenga CPNM en funcién del valor de biomarcador.

En otro aspecto mas, se proporciona un producto de programa informatico para indicar un estado de CPNM de un
individuo. El producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de
programa ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el coédigo de
programa: coédigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en donde los datos
comprenden un valor de biomarcador que corresponde a un biomarcador en la muestra bioldgica seleccionado del
grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 1; y cédigo que ejecuta un método de clasificacion que indica un
estado de CPNM del individuo en funcion del valor de biomarcador.

Aunque determinados biomarcadores descritos también son utiles solos para detectar y diagnosticar cancer general,
se describen en el presente documento métodos para el agrupamiento de multiples subconjuntos de los
biomarcadores que son utiles como un panel de biomarcadores para detectar y diagnosticar cancer en general. Una
vez que se ha identificado un biomarcador individual o un subconjunto de biomarcadores, puede conseguirse la
deteccion o el diagnéstico de cancer en un individuo usando cualquier plataforma o formato de ensayo que sea
capaz de medir diferencias en los niveles del biomarcador o los biomarcadores seleccionados en una muestra
biolégica.
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Sin embargo, solamente usando el método de identificacion de biomarcadores basado en aptameros descrito en el
presente documento, en donde se exploraron individualmente mas de 1000 valores de biomarcadores potenciales
separados de un gran numero de individuos a los que se habia diagnosticado previamente que tenian o no cancer
fue posible identificar los biomarcadores de cancer desvelados en el presente documento. Este enfoque de
descubrimiento esta en claro contraste con el descubrimiento de biomarcadores de medio acondicionado o células
lisadas ya que consulta un sistema mas pertinente para el paciente que no requiere traduccion a la patologia
humana.

Por lo tanto, en un aspecto de la presente solicitud, se proporcionan uno o mas biomarcadores para su uso solos o
en diversas combinaciones para diagnosticar cancer. Las realizaciones a modo de ejemplo incluyen los
biomarcadores proporcionados en la Tabla 19, que se identificaron usando un ensayo basado en aptameros
multiple, como se describe en general en el Ejemplo 1 y mas especificamente en el Ejemplo 6. Los marcadores
proporcionados en la Tabla 19 son utiles para distinguir individuos que tienen céncer de los que no tienen cancer.

Aunque determinados biomarcadores de cancer descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar cancer,
también se describen en el presente documento métodos para el agrupamiento de multiples subconjuntos de los
biomarcadores de cancer que son cada uno Utiles como un panel de tres o mas biomarcadores. Por lo tanto,
diversas realizaciones de la presente solicitud proporcionan combinaciones que comprenden N biomarcadores, en
donde N es al menos tres biomarcadores. En otras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de
3-23 biomarcadores.

En otras realizaciones mas, N se selecciona para que sea cualquier numero de 2-5, 2-10, 2-15, 2-20 o 2-23. En otras
realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 3-5, 3-10, 3-15, 3-20 o 3-23. En otras
realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 4-5, 4-10, 4-15, 4-20 o 4-23. En otras
realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 5-10, 5-15, 5-20 o 5-23. En otras realizaciones, N
se selecciona para que sea cualquier numero de 6-10, 6-15, 6-20 o 6-23. En otras realizaciones, N se selecciona
para que sea cualquier numero de 7-10, 7-15, 7-20 o 7-23. En otras realizaciones, N se selecciona para que sea
cualquier numero de 8-10, 8-15, 8-20 o 8-23. En otras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero
de 9-10, 9-15, 9-20 o0 9-23. En ofras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 10-15, 10-20 o
10-23. Se apreciara que N puede seleccionarse para abarcar intervalos similares, pero de mayor orden.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar cancer en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, al menos un valor de biomarcador correspondiente a al menos un
biomarcador seleccionado del grupo de biomarcadores proporcionados en la Tabla 19, en donde el individuo se
clasifica como aquejado de cancer basandose en al menos un valor de biomarcador.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar cancer en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos
N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19, en donde la probabilidad de
que el individuo tenga cancer se determina basandose en los valores de biomarcadores.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar cancer en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos
N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19, en donde el individuo se
clasifica como aquejado de cancer basandose en los valores de biomarcadores y en donde N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar cancer en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos
N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19, en donde la probabilidad de
que el individuo tenga cancer se determina basandose en los valores de biomarcadores y en donde N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar que un individuo no tiene cancer, incluyendo el método
detectar, en una muestra biolégica de un individuo, al menos un valor de biomarcador correspondiente a al menos
un biomarcador seleccionado del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19, en donde el individuo se clasifica
como no aquejado de cancer basandose en al menos un valor de biomarcador.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar que un individuo no tiene cancer, incluyendo el método
detectar, en una muestra bioldgica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de
al menos N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19, en donde el
individuo se clasifica como no aquejado de cancer basandose en los valores de biomarcadores y en donde N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar cancer, incluyendo el método detectar, en una muestra
biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un biomarcador en un panel de N
biomarcadores, en donde los biomarcadores se seleccionan del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19,
en donde una clasificaciéon de los valores de biomarcadores indica que el individuo tiene cancer y en donde N = 3-
10.
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En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar cancer, incluyendo el método detectar, en una muestra
biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un biomarcador en un panel de
biomarcadores seleccionado del grupo de paneles expuesto en las tablas 20 -29 en donde una clasificacion de los
valores de biomarcadores indica que el individuo tiene céncer.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar una ausencia de cancer, incluyendo el método
detectar, en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un
biomarcador en un panel de N biomarcadores, en donde los biomarcadores se seleccionan del grupo de
biomarcadores expuesto en la Tabla 19, en donde una clasificacion de los valores de biomarcadores indica una
ausencia de cancer en el individuo y en donde N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar una ausencia de cancer, incluyendo el método
detectar, en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un
biomarcador en un panel de biomarcadores seleccionado del grupo de paneles proporcionado en las tablas 20 -29,
en donde una clasificacion de los valores de biomarcadores indica una ausencia de cancer en el individuo.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar cancer en un individuo, incluyendo el método detectar,
en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden a uno de al menos N
biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19, en donde el individuo se
clasifica como aquejado de cancer basandose en una puntuacion de clasificacion que se desvia de un umbral
predeterminado y en donde N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar una ausencia de cancer en un individuo, incluyendo el
método detectar, en una muestra bioldgica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden a uno de al
menos N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19, en donde dicho
individuo se clasifica como no aquejado de cancer basandose en una puntuacion de clasificacion que se desvia de
un umbral predeterminado y en donde N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un método implementado por ordenador para indicar una probabilidad de cancer. El
método comprende: recuperar en un ordenador informacién de biomarcadores para un individuo, en donde la
informacion de biomarcadores comprende valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos
N biomarcadores, en donde N es como se ha definido anteriormente, seleccionados del grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 19; realizar con el ordenador una clasificacién de cada uno de los valores de biomarcadores; e
indicar una probabilidad de que el individuo tenga cancer basandose en una pluralidad de clasificaciones.

En otro aspecto, se proporciona un método implementado por ordenador para clasificar a un individuo como
aquejado o no aquejado de cancer. El método comprende: recuperar en un ordenador informacién de biomarcadores
para un individuo, en donde la informacion de biomarcadores comprende valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores
proporcionado en la Tabla 19; realizar con el ordenador una clasificacion de cada uno de los valores de
biomarcadores; e indicar si el individuo tiene cancer basandose en una pluralidad de clasificaciones.

En otro aspecto, se proporciona un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de cancer. El
producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de programa
ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cdédigo de programa: codigo
que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en donde los datos comprenden valores de
biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores, en donde N es como se ha
definido anteriormente, en la muestra bioldgica seleccionada del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19; y
codigo que ejecuta un método de clasificacion que indica una probabilidad de que el individuo tenga cancer en
funcion de los valores de biomarcadores.

En otro aspecto, se proporciona un producto de programa informatico para indicar un estado de cancer de un
individuo. El producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de
programa ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el coédigo de
programa: coédigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en donde los datos
comprenden valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores en la
muestra biolégica seleccionados del grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 19; y cédigo que ejecuta un
método de clasificacion que indica un estado de cancer del individuo en funcion de los valores de biomarcadores.

En otro aspecto, se proporciona un método implementado por ordenador para indicar una probabilidad de cancer. El
método comprende recuperar en un ordenador informacion de biomarcadores para un individuo, en donde la
informacion de biomarcadores comprende un valor de biomarcador que corresponde a un biomarcador seleccionado
del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19; realizar con el ordenador una clasificacion del valor de
biomarcador; e indicar una probabilidad de que el individuo tenga cancer basandose en la clasificacion.

En otro aspecto, se proporciona un método implementado por ordenador para clasificar a un individuo como
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aquejado o no aquejado de cancer. El método comprende recuperar de un ordenador informacion de biomarcadores
para un individuo, en donde la informacién de biomarcadores comprende un valor de biomarcador que corresponde
a un biomarcador seleccionado del grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 19; realizar con el ordenador
una clasificacion del valor de biomarcador; e indicar si el individuo tiene cancer basandose en la clasificacion.

En otro aspecto mas, se proporciona un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de cancer.
El producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de programa
ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cdédigo de programa: codigo
que recupera datos atribuidos a una muestra bioldgica de un individuo, en donde los datos comprenden un valor de
biomarcador que corresponde a un biomarcador en la muestra bioldgica seleccionado del grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 19; y cédigo que ejecuta un método de clasificacion que indica una probabilidad de que el
individuo tenga cancer en funcién del valor de biomarcador.

En otro aspecto mas, se proporciona un producto de programa informatico para indicar un estado de cancer de un
individuo. El producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de
programa ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el coédigo de
programa: codigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en donde los datos
comprenden un valor de biomarcador que corresponde a un biomarcador en la muestra bioldgica seleccionado del
grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 19; y cddigo que ejecuta un método de clasificacién que indica
un estado de cancer del individuo en funcion del valor de biomarcador.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A es un diagrama de flujo para un método a modo de ejemplo para detectar CPNM en una muestra
biolégica.

La Figura 1B es un diagrama de flujo para un método a modo de ejemplo para detectar CPNM en una muestra
biolégica usando un método de clasificacion bayesiana simple.

La Figura 2 muestra una curva de ROC para un Unico biomarcador, MMP7, usando un clasificador bayesiano
simple para un ensayo que detecta CPNM.

La Figura 3 muestra curvas de ROC para paneles de biomarcadores de dos a diez biomarcadores usando
clasificadores bayesianos simples para un ensayo que detecta CPNM.

La Figura 4 ilustra el aumento de la puntuacion de clasificacion (ABC) a medida que aumenta el numero de
biomarcadores de uno a diez usando clasificacién bayesiana simple para un panel de CPNM.

La Figura 5 muestra las distribuciones de biomarcadores medidas para MMP7 como una funcién de distribucion
acumulada (fda) en UFR transformadas por log para los fumadores y controles de nédulos pulmonares benignos
combinados (linea continua) y el grupo de enfermedad CPNM (linea de puntos) junto con sus ajustes de curva a
una fda (lineas discontinuas) usado para entrenar los clasificadores bayesianos simples.

La Figura 6 ilustra un sistema informatico a modo de ejemplo para su uso con diversos métodos implementados
por ordenador descritos en el presente documento.

La Figura 7 es un diagrama de flujo para un método para indicar la probabilidad de que un individuo tenga CPNM
de acuerdo con una realizacion.

La Figura 8 es un diagrama de flujo para un método para indicar la probabilidad de que un individuo tenga CPNM
de acuerdo con una realizacion.

La Figura 9 ilustra un ensayo de aptdmeros a modo de ejemplo que puede usarse para detectar uno o mas
biomarcadores de CPNM en una muestra bioldgica.

La Figura 10 muestra un histograma de frecuencias para el que se usaron biomarcadores para construir
clasificadores para distinguir entre CPNM y los fumadores y el grupo de control de nédulos pulmonares benignos
de un conjunto agregado de biomarcadores potenciales.

La Figura 11A muestra un par de histogramas que resumen todas las puntuaciones posibles de clasificadores
bayesianos simples (ABC) de una unica proteina usando los biomarcadores expuestos en la Tabla 1 (negro) y un
conjunto de marcadores aleatorios (gris).

La Figura 11B muestra un par de histogramas que resumen todas las puntuaciones posibles de clasificadores
bayesianos simples (ABC) de dos proteinas usando los biomarcadores expuestos en la Tabla 1 (negro) y un
conjunto de marcadores aleatorios (gris).

La Figura 11C muestra un par de histogramas que resumen todas las puntuaciones posibles de clasificadores
bayesianos simples de tres proteinas (ABC) usando los biomarcadores expuestos en la Tabla 1 (negro) y un
conjunto de marcadores aleatorios (gris).

La Figura 12 muestra la ABC para clasificadores bayesianos simples usando de 2 a 10 marcadores
seleccionados del panel completo y las puntuaciones obtenidas descartando los mejores 5, 10 y 15 marcadores
durante la generacion de clasificadores.

La Figura 13A muestra un conjunto de curvas de ROC modeladas a partir de los datos en la Tabla 14 para
paneles de dos a cinco marcadores.

La Figura 13B muestra un conjunto de curvas de ROC calculadas a partir de los datos de entrenamiento para
paneles de dos a cinco marcadores como en la Figura 12A.

La Figura 14 muestra una curva de ROC calculada a partir del panel de biomarcadores clinicos descrito en el
Ejemplo 5.
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Las Figuras 15A y 15B muestran una comparacion de rendimiento entre diez biomarcadores de cancer
seleccionados por un procedimiento de seleccién avido descrito en el Ejemplo 6 (Tabla 19) y 1000 conjuntos de
diez biomarcadores «no marcadores» muestreados aleatoriamente. La ABC media para los diez biomarcadores
de cancer en la Tabla 19 se muestra como una linea vertical de puntos. En la Figura 15A, se seleccionaron
aleatoriamente conjuntos de diez «no marcadores» que no se seleccionaron por el procedimiento avido descrito
en el Ejemplo 6. En la Figura 15B, se usé el mismo procedimiento que 15A; sin embargo, la toma de muestras se
restringio a los 49 biomarcadores de CPNM restantes de la Tabla 1 que no se seleccionaron por el procedimiento
avido descrito en el Ejemplo 6.

La Figura 16 muestra curvas de caracteristicas operativas receptoras (ROC) para los 3 clasificadores bayesianos
simples expuestos en la Tabla 31. Para cada estudio, el area bajo la curva (ABC) también se presenta junto a la
leyenda.

Descripcion detallada

Ahora se hara referencia en detalle a aspectos representativos de la divulgacion. La invencion se describe por las
reivindicaciones adjuntas.

El experto en la materia reconocera muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento, que podrian utilizarse en y estan en el dmbito de la practica de la presente invencion. La
presente invencién no esté limitada en modo alguno por los métodos y materiales descritos.

Salvo que definan de otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado que entiende habitualmente un experto en la materia a la que pertenece la presente invencion.
Aunque algunos métodos, dispositivos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento se pueden utilizar en la practica o el ensayo de la invencién, los métodos, dispositivos y materiales
preferidos se describen a continuacion.

Todas las publicaciones, los documentos de patente publicados y solicitudes de patente citados en la presente
divulgacién son indicativos del nivel de experiencia en la técnica o las técnicas a las que pertenece la solicitud.

Como se usa en la presente solicitud, incluidas las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares «un», «uno/una,
y «el/la» incluyen referencias plurales, a menos que el contenido imponga claramente otra cosa, y se usan
indistintamente con «al menos uno» y «uno o masy». Por lo tanto, la referencia a «un aptamero» incluye mezclas de
aptameros, la referencia a «una sonday incluye mezclas de sondas, y similares.

Como se usa en el presente documento, el término «aproximadamente» representa una modificacion o variacion
insignificante del valor numérico de modo que la funcién basica del elemento con el que se relaciona el valor
numeérico no cambia.

Como se usa en el presente documento, las expresiones «comprende», «que comprende», «incluye», «que
incluye», «contiene», «que contiene», y cualquier variacion de las mismas, estan destinados a cubrir una inclusion
no exclusiva, de modo que un proceso, método, producto por proceso o composicion de la materia que comprende,
incluye o contiene un elemento o lista de elementos no incluye solo esos elementos, sino que puede incluir otros
elementos no enumerados expresamente o inherentes a dicho proceso, método, producto por proceso o
composicion de la materia.

La presente divulgacion incluye biomarcadores, métodos, dispositivos, reactivos, sistemas y kits para la deteccion y
el diagndstico de CPNM y cancer mas en general.

En un aspecto, se proporcionan uno o mas biomarcadores para su uso solos o en diversas combinaciones para
diagnosticar CPNM, permitir el diagndstico diferencial de CPNM de afecciones no malignas halladas en individuos
con nédulos pulmonares indeterminados identificados con una exploracion de TC u otro método de captura de
imagenes, exploraciéon de fumadores de alto riesgo para CPNM y diagndstico de un individuo con CPNM, supervisar
la reaparicion de CPNM o abordar otras indicaciones clinicas. Como se describe en detalle posteriormente, las
realizaciones a modo de ejemplo incluyen los biomarcadores proporcionados en la Tabla 1, que se identificaron
usando un ensayo basado en aptameros multiple que se describe en general en el Ejemplo 1 y mas especificamente
en el Ejemplo 2.

La Tabla 1 expone los hallazgos obtenidos del analisis de cientos de muestras de sangre individuales de casos de
CPNM vy cientos de muestras de sangre de control individuales equivalentes de fumadores de alto riesgo y nédulos
pulmonares benignos. El grupo de control de nédulos pulmonares benignos y fumadores se disefié para ajustarse a
las poblaciones con las que un ensayo de diagndstico de CPNM puede tener el mayor beneficio, incluyendo
individuos asintomaticos e individuos sintoméaticos. Estos casos y controles se obtuvieron de multiples sitios clinicos
para imitar la gama de condiciones del mundo real en las que puede aplicarse dicho ensayo. Los biomarcadores
potenciales se midieron en muestras individuales en lugar de agrupando la sangre de enfermedad y de control; esto
permiti6 un mejor entendimiento de las variaciones individuales y de grupo en los fenotipos asociados con la
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presencia y ausencia de enfermedad (en este caso CPNM). Ya que se realizaron mas de 1000 mediciones de
proteinas en cada muestra y se midieron individualmente varios cientos de muestras de cada una de las poblaciones
de enfermedad y de control, la Tabla 1, resulté de un analisis de un conjunto de datos inusualmente grande. Las
mediciones se analizaron usando los métodos descritos en la seccion, «Clasificacion de biomarcadores y calculo de
puntuaciones de enfermedad» en el presente documento. La Tabla 1 enumera los 59 biomarcadores que se ha
descubierto que son Utiles para distinguir muestras obtenidas de individuos con CPNM de muestras «de control»
obtenidas de fumadores y ndédulos pulmonares benignos.

Aunque determinados biomarcadores de CPNM descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar CPNM,
también se describen en el presente documento métodos para el agrupamiento de multiples subconjuntos de los
biomarcadores de CPNM, en los que cada agrupamiento o seleccion de subconjunto es util como un panel de tres o
mas biomarcadores, denominado indistintamente en el presente documento «panel de biomarcadores» y un panel.
Por lo tanto, diversas realizaciones de la presente solicitud proporcionan combinaciones que comprenden N
biomarcadores, en donde N es al menos dos biomarcadores. En otras realizaciones, N se selecciona de 2-59
biomarcadores.

En otras realizaciones mas, N se selecciona para que sea cualquier numero de 2-5, 2-10, 2-15, 2-20, 2-25, 2-30, 2-
35, 2-40, 2-45, 2-50, 2-55 o 2-59. En otras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier niumero de 3-5, 3-
10, 3-15, 3-20, 3-25, 3-30, 3-35, 3-40, 3-45, 3-50, 3-55 o0 3-59. En otras realizaciones, N se selecciona para que sea
cualquier numero de 4-5, 4-10, 4-15, 4-20, 4-25, 4-30, 4-35, 4-40, 4-45, 4-50, 4-55 o 4-59. En otras realizaciones, N
se selecciona para que sea cualquier numero de 5-10, 5-15, 5-20, 5-25, 5-30, 5-35, 5-40, 5-45, 5-50, 5-55 0 5-59. En
otras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 6-10, 6-15, 6-20, 6-25, 6-30, 6-35, 6-40, 6-45,
6-50, 6-55 0 6-59. En ofras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 7-10, 7-15, 7-20, 7-25,
7-30, 7-35, 7-40, 7-45, 7-50, 7-55 o 7-59. En otras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de
8-10, 8-15, 8-20, 8-25, 8-30, 8-35, 8-40, 8-45, 8-50, 8-55 o 8-59. En ofras realizaciones, N se selecciona para que
sea cualquier numero de 9-10, 9-15, 9-20, 9-25, 9-30, 9-35, 9-40, 9-45, 9-50, 9-55 0 9-59. En otras realizaciones, N
se selecciona para que sea cualquier numero de 10-15, 10-20, 10-25, 10-30, 10-35, 10-40, 10-45, 10-50, 10-55 o 10-
59. Se apreciara que N puede seleccionarse para abarcar intervalos similares, pero de mayor orden.

En una realizacion, el numero de biomarcadores Utiles para un subconjunto o panel de biomarcadores se basa en el
valor de sensibilidad y especificidad para la combinacion particular de valores de biomarcadores. Los términos
«sensibilidad» y «especificidad» se usan en el presente documento con respecto a la capacidad para clasificar
correctamente a un individuo, basandose en uno o mas valores de biomarcadores detectados en su muestra
biolégica, como aquejados de CPNM o no aquejados de CPNM. La «sensibilidad» indica el rendimiento del
biomarcador o los biomarcadores con respecto a la clasificacion correcta de individuos que tienen CPNM. La
«especificidad» indica el rendimiento del biomarcador o los biomarcadores con respecto a la clasificacion correcta de
individuos que no tienen CPNM. Por ejemplo, una especificidad del 85 % y sensibilidad del 90 % para un panel de
marcadores usado para ensayar un conjunto de muestras de control y muestras de CPNM indica que el 85 % de las
muestras de control se clasificaron correctamente como muestras de control por el panel, y el 90 % de las muestras
de CPNM se clasificaron correctamente como muestras de CPNM por el panel. El valor minimo deseado o preferido
puede determinarse como se describe en el Ejemplo 3. Se exponen paneles representativos en las tablas 4-11, que
exponen una serie de 100 paneles diferentes de 3-10 biomarcadores, que tienen los niveles indicados de
especificidad y sensibilidad para cada panel. El numero total de apariciones de cada marcador en cada uno de estos
paneles se indica en la Tabla 12.

En un aspecto, se detecta o diagnostica CPNM en un individuo realizando un ensayo en una muestra bioldgica del
individuo y detectando valores de biomarcadores que corresponden cada uno a al menos uno de los biomarcadores
MMP7, CLIC1 o STX1A y al menos N biomarcadores adicionales seleccionados de la lista de biomarcadores en la
Tabla 1, en la que N esigual a 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9. En un aspecto adicional, se detecta o diagnostica CPNM en un
individuo realizando un ensayo en una muestra bioldgica del individuo y detectando valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a los biomarcadores MMP7, CLIC1 o STX1A y uno de al menos N biomarcadores
adicionales seleccionados de la lista de biomarcadores en la Tabla 1, en la que Nesiguala 1, 2, 3,4, 5,6 07. Enun
aspecto adicional, se detecta o diagnostica CPNM en un individuo realizando un ensayo en una muestra biolégica
del individuo y detectando valores de biomarcadores que corresponden cada uno al biomarcador MMP7 y uno de al
menos N biomarcadores adicionales seleccionados de la lista de biomarcadores en la Tabla 1, en la que N es igual a
2,3,4,5,6,7,809. En un aspecto adicional, se detecta o diagnostica CPNM en un individuo realizando un ensayo
en una muestra bioldgica del individuo y detectando valores de biomarcadores que corresponden cada uno al
biomarcador CLIC1 y uno de al menos N biomarcadores adicionales seleccionados de la lista de biomarcadores en
la Tabla 1, enla que N es igual a 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9. En un aspecto adicional, se detecta o diagnostica CPNM en
un individuo realizando un ensayo en una muestra biolégica del individuo y detectando valores de biomarcadores
que corresponden cada uno al biomarcador STX1A y uno de al menos N biomarcadores adicionales seleccionados
de la lista de biomarcadores en la Tabla 1, enla que N esigual a 2, 3,4, 5,6,7,809.

Los biomarcadores de CPNM identificados en el presente documento representan un ndmero relativamente grande

de opciones para subconjuntos o paneles de biomarcadores que pueden usarse para detectar o diagnosticar
eficazmente CPNM. La seleccion del numero deseado de dichos biomarcadores depende de la combinacién
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especifica de biomarcadores elegidos. Es importante recordar que los paneles de biomarcadores para detectar o
diagnosticar CPNM también pueden incluir biomarcadores no hallados en la Tabla 1 y que la inclusion de
biomarcadores adicionales no hallados en la Tabla 1 puede reducir el nimero de biomarcadores en el subconjunto o
panel particular que se selecciona de la Tabla 1. El numero de biomarcadores de la Tabla 1 usados en un
subconjunto o panel también puede reducirse junto con los valores de biomarcadores para establecer valores de
sensibilidad y especificidad para un ensayo dado.

Otro factor que puede afectar al nimero de biomarcadores puede usarse en un subconjunto o panel de
biomarcadores es los procedimientos usados para obtener muestras bioldgicas de individuos que se diagnostican
con respecto a CPNM. En un ambiente de adquisicion de muestras cuidadosamente controlado, el nimero de
biomarcadores necesario para alcanzar los valores de sensibilidad y especificidad deseados sera menor que en una
situacion en la que puede haber mas variacién en la recogida, la manipulacion y el almacenamiento de muestras. En
el desarrollo de la lista de biomarcadores expuesta en la Tabla 1, se utilizaron multiples sitios de recogida de
muestras para recoger datos para entrenamiento de clasificadores. Esto proporciona biomarcadores mas robustos
que son menos sensibles a variaciones en la recogida, la manipulacién y el almacenamiento de muestras, pero
también puede requerir que el nimero de biomarcadores en un subconjunto o panel sea mayor que si los datos de
entrenamiento se obtuvieron todos en condiciones muy similares.

Un aspecto de la presente solicitud puede describirse en general en referencia a las Figuras 1A'y 1B. Se obtiene una
muestra bioldgica de un individuo o individuos de interés. La muestra biologica se ensaya después para detectar la
presencia de uno o mas (N) biomarcadores de interés y para determinar un valor de biomarcador para cada uno de
dichos N biomarcadores (indicado en la Figura 1B como UFR de marcador). Una vez que se ha detectado un
biomarcador y se ha asignado un valor de biomarcador cada marcador se puntia o clasifica como se describe en
detalle en el presente documento. Las puntuaciones de marcadores se combinan después para proporcionar una
puntuacion de diagndstico total, que indica la probabilidad de que el individuo de quien se obtuvo la muestra tenga
CPNM.

Como se usa en el presente documento, «de pulmén» puede denominarse indistintamente «pulmonar».

Como se usa en el presente documento, «fumador» se refiere a un individuo que tiene un historial de inhalacion de
humo de tabaco.

«Muestra biolégica», «muestra» y «muestra de ensayo» se usan indistintamente en el presente documento para
referirse a cualquier material, fluido biolégico, tejido o célula obtenido o derivado de otro modo de un individuo. Esto
incluye sangre (incluyendo sangre completa, leucocitos, células mononucleares de sangre periférica, capa
leucocitica, plasma y suero), esputo, lagrimas, moco, lavados nasales, aspirado nasal, aliento, orina, semen, saliva,
lavados peritoneales, liquido quistico, liquido meningeo, liquido amnidtico, liquido glandular, liquido linfatico, liquido
citolégico, liquido ascitico, liquido pleural, aspirado del pezdn, aspirado bronquial, cepillado bronquial, liquido
sinovial, aspirado de la articulacion, secreciones de érganos, células, un extracto celular y liquido cefalorraquideo.
Esto incluye también fracciones separadas experimentalmente de todo lo anterior. Por ejemplo, una muestra de
sangre puede fraccionarse en suero, plasma o en fracciones que contienen tipos particulares de células sanguineas,
tales como glébulos rojos o globulos blancos (leucocitos). Si se desea, una muestra puede ser una combinacion de
muestras de un individuo, tal como una combinacion de una muestra tisular y liquida. La expresién «muestra
biolégica» también incluye materiales que contienen material sélido homogeneizado, tal como de una muestra de
heces, una muestra tisular o una biopsia tisular, por ejemplo. La expresion «muestra biolégica» también incluye
materiales obtenidos de un cultivo tisular o un cultivo celular. Puede emplearse cualquier método adecuado para
obtener una muestra bioldgica; los métodos a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, flebotomia, hisopo (por
ejemplo, hisopo bucal) y un procedimiento de biopsia de aspiracién con aguja fina. Los tejidos a modo de ejemplo
susceptibles de aspiracion con aguja fina incluyen ganglio linfatico, pulmon, lavados pulmonares, LBA (lavado
broncoalveolar), pleura, tiroides, mama, pancreas e higado. También pueden recogerse muestras, por ejemplo, por
microdiseccion (por ejemplo, microdiseccion de captura por laser (MCL) o microdiseccion por laser (MDL)), lavado
de vejiga, frotis (por ejemplo, un frotis de PAP) o lavado ductal. Una «muestra bioldgica» obtenida o derivada de un
individuo incluye cualquiera de dichas muestras que se haya procesado de cualquier manera adecuada después de
obtenerse del individuo.

Ademas, se deberia tener en cuenta que puede obtenerse una muestra biolégica tomando muestras bioldgicas de
varios individuos y agrupandolas o agrupando una alicuota de una muestra bioldgica de cada individuo. La muestra
agrupada puede tratarse como una muestra de un unico individuo y si se establece la presencia de cancer en la
muestra agrupada, entonces cada muestra biologica individual puede volver a ensayarse para determinar qué
individuo o individuos tienen CPNM.

Para los fines de la presente memoria descriptiva, se entiende que la expresion «datos atribuidos a una muestra
biolégica de un individuo» significa que los datos de alguna forma se obtuvieron de, o se generaron usando, la
muestra bioldgica del individuo. Los datos pueden haberse reformateado, revisado o alterado matematicamente en
algun grado después de haberse generado, tal como por conversion de unidades en un sistema de medicién a
unidades en otro sistema de medicion; pero, se entiende que los datos se han obtenido de, o se generaron usando,
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la muestra biolégica.

«Diana», «molécula diana» y «analito» se usan indistintamente en el presente documento para referirse a cualquier
molécula de interés que pueda estar presente en una muestra biolégica. Una «molécula de interés» incluye cualquier
variacion menor de una molécula particular, tal como, en el caso de una proteina, por ejemplo, variaciones menores
en la secuencia de aminoacidos, formacion de enlaces disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o
cualquier otra manipulacion o modificacion, tal como conjugaciéon con un componente de marcaje, que no altera
sustancialmente la identidad de la molécula. Una «molécula diana», «diana» o «analito» es un conjunto de copias de
un tipo o especie de molécula o estructura multimolecular. «Moléculas diana», «dianas» y «analitos» se refieren a
mas de uno de dichos conjuntos de moléculas. Las moléculas diana a modo de ejemplo incluyen proteinas,
polipéptidos, acidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos, polisacaridos, glucoproteinas, hormonas, receptores,
antigenos, anticuerpos, aficuerpos, autoanticuerpos, miméticos de anticuerpos, virus, patdégenos, sustancias toxicas,
sustratos, metabolitos, analogos de estado de transicidn, cofactores, inhibidores, farmacos, colorantes, nutrientes,
factores de crecimiento, células, tejidos y cualquier fragmento o parte de cualquiera de los anteriores.

Como se usa en el presente documento, «polipéptido», «péptido», y «proteina» se usan indistintamente en el
presente documento para referirse a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o
ramificado, puede comprender aminoacidos modificados y puede estar interrumpido por compuestos distintos de
aminoacidos. Los términos también abarcan un polimero de aminoacidos que se ha modificado de manera natural o
por intervencion; por ejemplo, formacion de enlaces disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o
cualquier otra manipulacion o modificacién, tal como conjugaciéon con un componente de marcaje. También se
incluyen en la definicién, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (incluyendo,
por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica. Los
polipéptidos pueden ser monocatenarios o cadenas asociadas. También se incluyen en la definicion preproteinas y
proteinas maduras intactas; péptidos o polipéptidos derivados de una proteina madura; fragmentos de una proteina;
variantes de corte y empalme; formas recombinantes de una proteina; variantes proteicas con maodificaciones,
supresiones o sustituciones de aminoacidos; productos de digestion; y modificaciones postraduccionales, tales como
glucosilacion, acetilacion, fosforilacion y similares.

Como se usa en el presente documento, «marcador» y «biomarcador» se usan indistintamente para referirse a una
molécula diana que indica o es una sefial de un proceso normal o anémalo en un individuo o de una enfermedad u
otra afeccion en un individuo. Mas especificamente, un «marcador» o «biomarcador» es un parametro anatémico,
fisiolégico, bioquimico o molecular asociado con la presencia de un estado o proceso fisiolégico especifico, bien
normal o bien anémalo vy, si es anémalo, bien crénico o agudo. Los biomarcadores son detectables y medibles por
diversos métodos incluyendo ensayos de laboratorio y captura de imagenes médica. Cuando un biomarcador es una
proteina, también es posible usar la expresion del gen correspondiente como una medida afin de la cantidad o
presencia o ausencia del biomarcador proteico correspondiente en una muestra biolégica o estado de metilacion del
gen que codifica el biomarcador o proteinas que controlan la expresion del biomarcador.

Como se usa en el presente documento, «valor de biomarcador», «valor», «nivel de biomarcador» y «nivel» se usan
indistintamente para referirse a una medicion que se realiza usando cualquier método analitico para detectar el
biomarcador en una muestra biolégica y que indica la presencia, ausencia, cantidad absoluta o concentracion,
cantidad relativa o concentracién, titulo, un nivel, un nivel de expresion, una relacion de niveles medidos, o similares,
de, para o correspondientes al biomarcador en la muestra bioldgica. La naturaleza exacta del «valor» o «nivel»
depende del disefio especifico y componentes del método analitico particular empleado para detectar el
biomarcador.

Cuando un biomarcador indica o es una sefial de un proceso anémalo o una enfermedad u otra afecciéon en un
individuo, el biomarcador se describe en general como sobreexpresado o infraexpresado en comparaciéon con un
nivel de expresion o valor del biomarcador que indica o es una sefial de un proceso normal o una ausencia de una
enfermedad u otra afeccién en un individuo. «Regulacion positiva», «regulado positivamente», «sobreexpresiony,
«sobreexpresado» y cualquier variacion de las mismas se usan indistintamente para referirse a un valor o nivel de un
biomarcador en una muestra biolégica que es mayor que un valor o nivel (o intervalo de valores o niveles) del
biomarcador que se detecta normalmente en muestras bioldgicas similares de individuos sanos o normales. Las
expresiones también pueden referirse a un valor o nivel de un biomarcador en una muestra biolégica que es mayor
que un valor o nivel (o intervalo de valores o niveles) del biomarcador que puede detectarse en un estadio diferente
de una enfermedad particular.

«Regulaciéon negativa", «regulado negativamente», «infraexpresion», «infraexpresado» y cualquier variacion de las
mismas se usan indistintamente para referirse a un valor o nivel de un biomarcador en una muestra biolégica que es
menor que un valor o nivel (o intervalo de valores o niveles) del biomarcador que se detecta normalmente en
muestras bioldgicas similares de individuos sanos o normales. Las expresiones también pueden referirse a un valor
o nivel de un biomarcador en una muestra biolégica que es menor que un valor o nivel (o intervalo de valores o
niveles) del biomarcador que puede detectarse en un estadio diferente de una enfermedad particular.

Ademas, un biomarcador que se sobreexpresa o infraexpresa puede indicarse también como «expresado
diferencialmente» o que tiene un «nivel diferencial» o «valor diferencial» en comparaciéon con un nivel o valor de
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expresion «normal» del biomarcador que indica o es una sefial de un proceso normal o una ausencia de una
enfermedad u otra afeccion en un individuo. Por lo tanto, la «expresién diferencial» de un biomarcador también
puede indicarse como una variacion con respecto a un nivel de expresion «normal» del biomarcador.

La expresion «expresion génica diferencial» y «expresion diferencial» se usan indistintamente para referirse a un
gen (o su producto de expresion proteico correspondiente) cuya expresion se activa hasta un nivel mayor o menor
en un sujeto que padece una enfermedad especifica, en relacidon con su expresion en un sujeto normal o de control.
Las expresiones también incluyen genes (o los productos de expresion proteicos correspondientes) cuya expresion
se activa hasta un nivel mayor o menor en diferentes estadios de la misma enfermedad. También se entiende que un
gen expresado diferencialmente puede activarse o inhibirse en los acidos nucleicos o proteinas, o puede someterse
a corte y empalme alternativo para dar como resultado un producto polipeptidico diferente. Dichas diferencias
pueden demostrarse por diversos cambios incluyendo niveles de ARNm, expresion en superficie, secrecion u otra
division de un polipéptido. La expresion génica diferencial puede incluir una comparacién de expresion entre dos o
mas genes o sus productos génicos; o una comparacion de las relaciones de la expresion entre dos 0 mas genes o
sus productos génicos; o incluso una comparacion de dos productos procesados de forma diferente del mismo gen,
que difieren entre sujetos normales y sujetos que padecen una enfermedad; o entre diversos estadios de la misma
enfermedad. La expresion diferencial incluye diferencias tanto cuantitativas, como cualitativas, en el patron de
expresion temporal o celular en un gen su sus productos de expresién entre, por ejemplo, células normales y
enfermas o entre células que han experimentado diferentes acontecimientos de enfermedad o estadios de
enfermedad.

Como se usa en el presente documento, «individuo» se refiere a un sujeto o paciente de ensayo. El individuo puede
ser un mamifero o uno distinto de un mamifero. En diversas realizaciones, el individuo es un mamifero. Un individuo
mamifero puede ser un ser humano o uno distinto de ser humano. En diversas realizaciones, el individuo es un ser
humano. Un individuo sano o normal es un individuo en que la enfermedad o afeccién de interés (incluyendo, por
ejemplo, enfermedades de pulmoén, enfermedades asociadas a pulmén u otras afecciones pulmonares) no es
detectable por métodos de diagndstico convencionales.

«Diagnosticar», «diagnosticando», «diagnostico» y variaciones de los mismos se refieren a la deteccion, la
determinacién o el reconocimiento de un estado de salud o condicion de un individuo basandose en una o mas
sefales, sintomas, datos u otra informacién relacionados con ese individuo. El estado de salud de un individuo
puede diagnosticarse como sano / normal (es decir, un diagnostico de ausencia de una enfermedad o afeccién) o
diagnosticarse como enfermo / andémalo (es decir, un diagnostico de la presencia, o una evaluacién de las
caracteristicas, de una enfermedad o afeccién). Los términos «diagnosticar», «diagnosticando», «diagndstico», etc.,
abarcan, con respecto a una enfermedad o afeccidon particular, la deteccidon inicial de la enfermedad; la
caracterizacion o clasificacion de la enfermedad; la deteccion de la progresion, remision o reaparicion de la
enfermedad; y la deteccién de una respuesta a enfermedad después de la administracién de un tratamiento o una
terapia al individuo. El diagndstico de CPNM incluye distinguir individuos que tienen cancer de individuos que no.
Incluye ademas distinguir fumadores y ndédulos pulmonares benignos de CPNM.

«Pronosticar», «pronosticando», «pronéstico» y variaciones de los mismos se refieren a la prediccién de un ciclo
futuro de una enfermedad o afeccién en un individuo que tiene la enfermedad o afeccion (por ejemplo, prediccion de
la supervivencia de un paciente), y dichos términos abarcan la evaluacion de respuesta a enfermedad después de la
administracién de un tratamiento o terapia al individuo.

«Evaluar», «evaluando», «evaluacién» y variaciones de los mismos abarcan tanto «diagnosticar» como
«pronosticar» y también abarcan determinaciones o predicciones acerca de la evolucién futura de una enfermedad o
afeccién en un individuo que no tiene la enfermedad asi como determinaciones o predicciones con respecto a la
probabilidad de que una enfermedad o afeccion reaparecera en un individuo que aparentemente se ha curado de la
enfermedad. El término «evaluar» también abarca evaluar una respuesta del individuo a una terapia, tal como, por
ejemplo, predecir si un individuo probablemente responda de forma favorable a un agente terapéutico o es poco
probable que responda a un agente terapéutico (o experimentara efectos secundarios téxicos u otros indeseables,
por ejemplo), seleccionar un agente terapéutico para administracion a un individuo o supervisar o determinar la
respuesta de un individuo a una terapia que se ha administrado al individuo. Por lo tanto, «evaluar» CPNM puede
incluir, por ejemplo, cualquiera de los siguientes: pronosticar la evolucion futura de CPNM en un individuo; predecir
la reaparicion de CPNM en un individuo que aparentemente se ha curado de CPNM; o determinar o predecir la
respuesta de un individuo a un tratamiento de CPNM o seleccionar un tratamiento de CPNM para administrar a un
individuo basandose en una determinacion de los valores de biomarcadores derivados de la muestra biolégica del
individuo.

Puede indicarse que cualquiera de los ejemplos siguientes «diagnostica» o «evalia» CPNM: detectar inicialmente la
presencia o ausencia de CPNM; determinar un estadio especifico, tipo o subtipo, u otra clasificacion o caracteristica
de CPNM; determinar si un ndédulo o una masa de pulmén sospechoso es CPNM benigno o maligno; o
detectar/supervisar la progresién de CPNM (por ejemplo, supervisar el crecimiento tumoral o la propagacién
metastasica), remision o reaparicion.
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Como se usa en el presente documento, «informacion biomédica adicional» se refiere a una o mas evaluaciones de
un individuo, distinta del uso de cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento, que se
asocian con el riesgo de cancer o, mas especificamente, riesgo de CPNM. «Informacion biomédica adicional»
incluye cualquiera de los siguientes: descriptores fisicos de un individuo, descriptores fisicos de un nédulo pulmonar
observado por captura de imagenes de TC, la altura y/o el peso de un individuo, el sexo de un individuo, la etnia de
un individuo, historial de tabaquismo, historial ocupacional, exposicién a carcinégenos conocidos (por ejemplo,
exposicién a cualquiera de amianto, gas raddn, sustancias quimicas, humo de fuegos y contaminacion del aire, que
pueden incluir emisiones de fuentes estacionarias o moviles tales como emisiones industriales/de fabricas o de
automoviles/barcos/aviones), exposicion a humo ajeno, historial familiar de CPNM (u otro cancer), la presencia de
nédulos pulmonares, el tamafio de nédulos, la localizacién de nédulos, la morfologia de nédulos (por ejemplo, como
se observa mediante captura de imagenes de TC, opacidad de vidrio deslustrado (OVD), sélido, no sodlido),
caracteristicas del borde del nédulo (por ejemplo, liso, lobulado, agudo y liso, espiculado, infiltrante) y similares. El
historial de tabaquismo se cuantifica habitualmente con respecto a «paquete afios», que se refiere al nimero de
afios que una persona ha fumado multiplicado por el nimero promedio de paquetes fumados al dia. Por ejemplo, se
indica que una persona que ha fumado, en promedio, un paquete de cigarrillos al dia durante 35 afios tiene 35
paquetes afios de historial de tabaquismo. Puede obtenerse informacion biomédica adicional de un individuo usando
técnicas rutinarias conocidas en este campo, tal como de los individuos en si mismos mediante el uso de un
cuestionario de pacientes rutinario o cuestionario de historial de salud, etc., o de un practicante médico, etc. Como
alternativa, puede obtenerse informacion biomédica adicional de técnicas de captura de imagenes rutinarias,
incluyendo captura de imagenes de TC (por ejemplo, captura de imagenes de TC de dosis baja) y radiografia. El
ensayo de niveles de biomarcadores en combinacidon con una evaluacion de cualquier informacion biomédica
adicional puede, por ejemplo, mejorar la sensibilidad, especificidad y/o ABC para detectar CPNM (u otros usos
relacionados con CPNM) en comparacion con ensayo de biomarcadores solo o evaluacién de cualquier elemento
particular de informacion biomédica adicional sola (por ejemplo, captura de imagenes de TC sola).

La expresion «area bajo la curva» o «ABC» se refiere al area bajo la curva de una curva de caracteristica operativa
receptora (ROC), ambas bien conocidas en la materia. Las medidas de ABC son Utiles para comparar la precision de
un clasificador a través del intervalo de datos completo. Los clasificadores con una ABC tienen una mayor capacidad
para clasificar desconocidos correctamente entre dos grupos de interés (por ejemplo, muestras de CPNM y muestras
normales o de control). Las curvas de ROC son Utiles para representar el rendimiento de un elemento particular (por
ejemplo, cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento y/o cualquier elemento de informacion
biomédica adicional) en la distincion entre dos poblaciones (por ejemplo, casos que tienen CPNM y controles sin
CPNM). Normalmente, los datos de elementos a lo largo de la poblacién completa (por ejemplo, los casos y
controles) se clasifican en orden ascendente basandose en el valor de un Unico elemento. Después, para cada valor
para ese elemento, se calculan las tasas de verdadero positivo y falso positivo para los datos. La tasa de verdaderos
positivos se determina contando el nimero de casos por encima del valor para ese elemento y dividiendo después
por el nimero total de casos. La tasa de falsos positivos se determina contando el nimero de controles por encima
del valor para ese elemento y dividiendo después por el nimero total de controles. Aunque esta definicion se refiere
a escenarios en los que un elemento esta elevado en casos comparados con controles, esta definicion también se
aplica a escenarios en los que un elemento es mas bajo en casos comparados con los controles (en dicho escenario
se contarian muestras por debajo del valor para ese elemento). Pueden generarse curvas de ROC para un unico
elemento asi como para otros resultados individuales, por ejemplo, una combinacién de dos o0 mas elementos puede
combinarse matematicamente (por ejemplo, sumarse, restarse, multiplicarse, etc.) para proporcionar un unico valor
de suma, y este Unico valor de suma puede representarse en una curva de ROC. Adicionalmente, cualquier
combinacion de multiples elementos, en los que la combinacién deriva un Unico valor de resultado, puede
representarse en una curva de ROC. Estas combinaciones de elementos pueden comprender un ensayo. La curva
de ROC es la representacion de la tasa de verdadero positivo (sensibilidad) de un ensayo frente a la tasa de falso
positivo (1-especificidad) del ensayo.

Como se usa en el presente documento, «detectar» o «determinar» con respecto a un valor de biomarcador incluye
el uso tanto del instrumento requerido para observar y registrar una sefial correspondiente a un valor de biomarcador
como del material o los materiales requeridos para generar esa sefial. En diversas realizaciones, el valor de
biomarcador se detecta usando cualquier método adecuado, incluyendo fluorescencia, quimioluminiscencia,
resonancia de plasmoén superficial, ondas acusticas de superficie, espectrometria de masas, espectroscopia
infrarroja, espectroscopia de Raman, microscopia de fuerza atdmica, microscopia de efecto tunel, métodos de
deteccién electroquimica, resonancia magnética nuclear, puntos cuanticos y similares.

«Soporte soélido» se refiere en el presente documento a cualquier sustrato que tenga una superficie a la que puedan
unirse moléculas, directa o indirectamente, mediante enlaces covalentes o no covalentes. Un «soporte sélido» puede
tener diversos formatos fisicos, que pueden incluir, por ejemplo, una membrana; un chip (por ejemplo, un chip de
proteinas); un portaobjetos (por ejemplo, un portaobjetos o cubreobjetos de vidrio); una columna; una particula
hueca, sodlida, semisolida, que contiene poros o cavidades, tal como, por ejemplo, una perla; un gel; una fibra,
incluyendo un material de fibra 6ptica; una matriz; y un receptaculo de muestras. Los receptaculos de muestras a
modo de ejemplo incluyen pocillos de muestras, tubos, capilares, viales y cualquier otro vaso, surco o hendidura
capaz de contener una muestra. Un receptaculo de muestra puede estar contenido en una plataforma multimuestra,
tal como una placa de microtitulacién, un portaobjetos, un dispositivo de microfluidos y similares. Un soporte puede
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estar compuesto de un material natural o sintético, un material organico o inorganico. La composicion del soporte
soélido en el que se unen los reactivos de captura generalmente depende del método de unién (por ejemplo, unién
covalente). Otros receptaculos a modo de ejemplo incluyen microgotas y emulsiones de aceite/acuosas controladas
por microfluidos o a granel en las que pueden realizarse ensayos y manipulaciones relacionadas. Los soportes
sélidos adecuados incluyen, por ejemplo, plasticos, resinas, polisacaridos, silice o materiales basados en silice,
vidrio funcionalizado, silicio modificado, carbono, metales, vidrios inorganicos, membranas, nailon, fibras naturales
(tales como, por ejemplo, seda, lana y algodon), polimeros y similares. El material que comprende el soporte sélido
puede incluir grupos reactivos tales como, por ejemplo, grupos carboxi, amino o hidroxilo, que se usan para unién de
los reactivos de captura. Los soportes solidos poliméricos pueden incluir, por ejemplo, poliestireno, tetraftalato de
polietilenglicol, acetato de polivinilo, cloruro de polivinilo, polivinilpirrolidona, poliacrilonitrilo, metacrilato de polimetilo,
politetrafluoroetileno, caucho de butilo, caucho de estirenbutadieno, caucho natural, polietileno, polipropileno,
(poli)tetrafluoroetileno, (poli)vinilidenfluoruro, policarbonato y polimetilpenteno. Las particulas de soporte sélido
adecuadas que pueden usarse incluyen, por ejemplo, particulas codificadas, tales como particulas codificadas de
tipo Luminex, particulas magnéticas y particulas de vidrio.

Usos de biomarcadores a modo de ejemplo

En diversas realizaciones a modo de ejemplo, se proporcionan métodos para diagnosticar CPNM en un individuo
detectando uno o mas valores de biomarcadores correspondientes a uno o mas biomarcadores que estan presentes
en la circulacion de un individuo, tal como en suero o plasma, por cualquiera de varios métodos analiticos,
incluyendo cualquiera de los métodos analiticos descritos en el presente documento. Estos biomarcadores, por
ejemplo, se expresan diferencialmente en individuos con CPNM en comparacion con individuos sin CPNM. Puede
usarse deteccion de la expresion diferencial de un biomarcador en un individuo, por ejemplo, para permitir el
diagnostico temprano de CPNM, para distinguir entre un ndédulo pulmonar benigno y maligno (tal como, por ejemplo,
un nodulo observado en una exploracion de tomografia computarizada (TC)), para supervisar la reaparicion de
CPNM o para otras indicaciones clinicas.

Cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento puede usarse en diversas indicaciones clinicas
para CPNM, incluyendo cualquiera de los siguientes: deteccion de CPNM (tal como en un individuo o poblacién de
alto riesgo); caracterizacion de CPNM (por ejemplo, determinar el tipo, subtipo o estadio de CPNM), tal como
distinguiendo entre cancer de pulmén no microcitico (CPNM) y cancer de pulmén microcitico (CPM) y/o entre
adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas (o que facilite de otro modo la histopatologia); determinar si un
noédulo pulmonar es un nédulo benigno o un tumor pulmonar maligno; determinar el pronéstico de CPNM; supervisar
la progresion o remisién de CPNM; supervisar la reaparicion de CPNM; supervisar la metastasis; seleccion de
tratamiento; supervisar la respuesta a un agente terapéutico u otro tratamiento; estratificacion de individuos para
exploracion por tomografia computarizada (TC) (por ejemplo, identificar los individuos con mayor riesgo de CPNM y
por lo tanto con mayor probabilidad de beneficiarse de la exploracion de TC espiral, aumentando de este modo el
valor predictivo positivo de TC); combinar ensayos de biomarcadores con informacion biomédica adicional, tal como
historial de tabaquismo, etc., o con el tamafio del nédulo, la morfologia, etc. (tal como para proporcionar un ensayo
con rendimiento de diagnostico mejorado en comparacién con ensayos de TC o ensayos de biomarcadores
solamente); facilitar el diagnoéstico de un nédulo pulmonar como maligno o benigno; facilitar la toma de decisiones
clinicas una vez que se ha observado un noédulo pulmonar en TC (por ejemplo, pidiendo la repeticion de
exploraciones de TC si se considera que el nédulo es de riesgo bajo, tal como si un ensayo basado en
biomarcadores es negativo, con o sin categorizaciéon del tamafio del nédulo, o considerando la biopsia si se
interpreta que el nédulo es de riesgo medio a alto, tal como si un ensayo basado en biomarcador es positivo, con o
sin categorizacion del tamafio del nédulo); y facilitar decisiones con respecto al seguimiento clinico (por ejemplo, si
implementar exploraciones de TC repetidas, biopsia con aguja fina, reseccion de nddulos o toracotomia después de
observar un nédulo no calcificado en TC). El ensayo de biomarcadores puede mejorar el valor predictivo positivo
(VPP) con respecto a TC o exploracion por radiografia de térax de individuos de alto riesgo solamente. Ademas de
sus utilidades junto con exploracion de TC, los biomarcadores descritos en el presente documento también pueden
usarse junto con cualquier otra modalidad de captura de imagenes usada para CPNM, tal como radiografia de térax,
broncoscopia o broncoscopia fluorescente, exploraciéon de IRM o TEP. Ademas, los biomarcadores descritos
también pueden ser utiles para permitir algunos de estos usos antes de detectarse indicaciones de CPNM
capturando imagenes de modalidades u otros correlacionados clinicos, o antes de que aparezcan sintomas. Incluye
ademas distinguir individuos con nédulos pulmonares indeterminados identificados con una exploracién de TC u otro
método de captura de imagenes, exploracion de fumadores de alto riesgo para CPNM y diagndstico de un individuo
con CPNM.

Como un ejemplo de la manera en que cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento pueden
usarse para diagnosticar CPNM, la expresion diferencial de uno o mas de los biomarcadores descritos en un
individuo que no se sabe que tenga CPNM puede indicar que el individuo tienen CPNM, permitiendo de este modo la
deteccion de CPNM en un estadio temprano de la enfermedad cuando el tratamiento es mas eficaz, quizas antes de
detectarse el CPNM por otros medios o antes de que aparezcan sintomas. La sobreexpresion de uno o mas de los
biomarcadores durante el transcurso de CPNM puede ser indicativa de progresion de CPNM, por ejemplo, un tumor
de CPNM crece y/o se metastatiza (y por lo tanto indica un mal prondstico), mientras que una reduccién en el grado
en que uno o mas de los biomarcadores se expresa diferencialmente (es decir, en ensayos de biomarcadores
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posteriores, el nivel de expresion en el individuo se mueve hacia o se acerca a un nivel de expresion «normaly)
puede ser indicativa de remision de CPNM, por ejemplo, un tumor de CPNM esta encogiéndose (y por lo tanto indica
un prondstico bueno o mejor). De forma similar, un aumento en el grado en que uno o mas de los biomarcadores se
expresa diferencialmente (es decir, en ensayos de biomarcadores posteriores, el nivel de expresion en el individuo
se aleja de un nivel de expresién «normal») durante el transcurso del tratamiento de CPNM puede indicar que el
CPNM esta progresando y por lo tanto indica que el tratamiento es ineficaz, mientras que una reduccion en la
expresion diferencial de uno o mas de los biomarcadores durante el transcurso del tratamiento de CPNM puede ser
indicativa de la remision de CPNM vy por lo tanto indica que el tratamiento estd funcionando con éxito.
Adicionalmente, un aumento o una reduccion en la expresion diferencial de uno o mas de los biomarcadores
después de que un individuo se ha curado aparentemente de CPNM puede ser indicativo de la reaparicion de
CPNM. En una situacion como esta, por ejemplo, el individuo puede reiniciar la terapia (o el régimen terapéutico
modificado tal como para aumentar la cantidad y/o frecuencia de dosificacion, si el individuo ha mantenido la terapia)
en un estadio mas temprano que si la reaparicion de CPNM no se detectd hasta mas tarde. Ademas, un nivel de
expresion diferencial de uno o mas de los biomarcadores en un individuo puede ser predictivo de la respuesta del
individuo a un agente terapéutico particular. Para supervisar la reaparicién o progresién de CPNM, los cambios en
los niveles de expresion de biomarcadores pueden indicar la necesidad de repetir la captura de imagenes (por
ejemplo, repetir la exploracion de TC), tal como para determinar la actividad de CPNM o para determinar la
necesidad de cambios en el tratamiento.

La deteccion de cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento puede ser particularmente util
después de, o junto con, tratamiento de CPNM, tal como para evaluar el éxito del tratamiento o para supervisar la
remision, reaparicion y/o progresion (incluyendo metastasis) de CPNM después del tratamiento. El tratamiento de
CPNM puede incluir, por ejemplo, la administracién de un agente terapéutico al individuo, la realizaciéon de cirugia
(por ejemplo, reseccion quirirgica de al menos una parte de un tumor de CPNM o retirada de CPNM vy tejido
circundante), la administracién de radioterapia o cualquier otro tipo de tratamiento de CPNM usado en la técnica, y
cualquier combinacion de estos tratamientos. El tratamiento de cancer de pulmén puede incluir, por ejemplo, la
administracion de un agente terapéutico al individuo, la realizacion de cirugia (por ejemplo, reseccion quirurgica de al
menos una parte de un tumor de pulmédn), la administraciéon de radioterapia o cualquier otro tipo de tratamiento de
CPNM usado en la técnica, y cualquier combinacion de estos tratamientos. Por ejemplo, las moléculas de ARNip son
moléculas de ARN bicatenarias sintéticas que inhiben la expresién génica y pueden actuar como productos
terapéuticos de cancer de pulmén dirigidos. Por ejemplo, cualquiera de los biomarcadores puede detectarse al
menos una vez después del tratamiento o puede detectarse multiples veces después del tratamiento (tal como a
intervalos periddicos) o puede detectarse tanto antes como después del tratamiento. Los niveles de expresion
diferencial de cualquiera de los biomarcadores en un individuo a lo largo del tiempo pueden ser indicativos de
progresion, remision o reaparicion de CPNM, cuyos ejemplos incluyen cualquiera de los siguientes: un aumento o
una reduccién en el nivel de expresion de los biomarcadores después del tratamiento en comparacion con el nivel de
expresion del biomarcador antes del tratamiento; un aumento o una reduccién en el nivel de expresién del
biomarcador en un punto temporal posterior después del tratamiento en comparacién con el nivel de expresion del
biomarcador en un punto temporal mas temprano después del tratamiento; y un nivel de expresion diferencial del
biomarcador en un unico punto temporal después del tratamiento en comparacién con niveles normales del
biomarcador.

Como un ejemplo especifico, los niveles de biomarcadores para cualquiera de los biomarcadores descritos en el
presente documento pueden determinarse en muestras de suero o plasma precirugia y postcirugia (por ejemplo, 2-
16 semanas después de la cirugia). Un aumento en el nivel o los niveles de expresion de biomarcadores en la
muestra postcirugia en comparacion con la muestra precirugia puede indicar la progresion de CPNM (por ejemplo,
cirugia sin éxito), mientras que una reduccién en el nivel o los niveles de expresion de biomarcadores en la muestra
postcirugia en comparacion con la muestra precirugia puede indicar regresion de CPNM (por ejemplo, la cirugia
retird con éxito el tumor pulmonar). Pueden llevarse a cabo andlisis similares de los niveles de biomarcadores antes
y después de otras formas de tratamiento, tal como antes y después de la radioterapia o administraciéon de un
agente terapéutico o una vacuna contra el cancer.

Ademas de ensayar los niveles de biomarcadores como un ensayo de diagndstico independiente, los niveles de
biomarcadores también pueden realizarse junto con la determinacion de SNP u otras lesiones genéticas o
variabilidad que son indicativos de aumento de riesgo de susceptibilidad de enfermedad. (Véase, por ejemplo, Amos
et al., Nature Genetics 40, 616-622 (2009)).

Ademas de ensayar los niveles de biomarcadores como un ensayo de diagndstico independiente, los niveles de
biomarcadores también pueden realizarse junto con exploraciéon radiolégica, tal como exploraciéon de TC. Por
ejemplo, los biomarcadores pueden facilitar la justificacion médica y econémica para implementar la exploracion de
TC, tal como para explorar grandes poblaciones asintomaticas en riesgo de CPNM (por ejemplo, fumadores). Por
ejemplo, podria usarse un ensayo «pre TC» de los niveles de biomarcadores para estratificar individuos de alto
riesgo para exploracion de TC, tal como para identificar los que tienen mayor riesgo de CPNM basandose en sus
niveles de biomarcadores y que deberian priorizarse para exploracién de TC. Si se implementa un ensayo de TC,
pueden medirse los niveles de biomarcadores (por ejemplo, como se determina mediante un ensayo de aptameros
de muestras de suero o plasma) de uno o mas biomarcadores y la puntuacién de diagnéstico podria evaluarse junto
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con informacion biomédica adicional (por ejemplo, parametros tumorales determinados mediante ensayo de TC)
para potenciar el valor predictivo positivo (VPP) con respecto a TC o ensayo de biomarcadores solamente. Un panel
de aptameros «post TC» para determinar niveles de biomarcadores puede usarse para determinar la probabilidad de
que un nédulo pulmonar observado por TC (u otra modalidad de captura de imagenes) sea maligno o benigno.

La deteccidon de cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento puede ser util para ensayos
post TC. Por ejemplo, los ensayos de biomarcadores pueden eliminar o reducir un numero significativo de ensayos
de falsos positivos con respecto a TC solo. Ademas, los ensayos de biomarcadores pueden facilitar el tratamiento de
pacientes. A modo de ejemplo, si un nédulo de pulmén es de menos de 5 mm de tamafio, los resultados de ensayos
de biomarcadores pueden hacer avanzar a los pacientes desde «observacion y espera» a biopsia en un momento
mas temprano; si un nédulo de pulmén es de 5-9 mm, los ensayos de biomarcadores pueden eliminar el uso de una
biopsia o toracotomia en exploraciones de faso positivo; y si un nédulo de pulmén es de mas de 10 mm, los ensayos
de biomarcadores pueden eliminar la cirugia para una subpoblacion de estos pacientes con nddulos benignos. La
eliminacién de la necesidad de biopsia en algunos pacientes basandose en ensayos de biomarcadores seria
beneficiosa porque hay morbilidad significativa asociada con biopsia de nédulos y dificultad en la obtencion de tejido
de nédulos dependiendo de la localizacién del nddulo. De forma similar, la eliminacion de la necesidad de cirugia en
algunos pacientes, tales como aquellos cuyos nédulos son de hecho benignos, evitaria riesgos y costes innecesarios
asociados con cirugia.

Ademas de ensayar niveles de biomarcadores junto con exploracion radiolégica en individuos de alto riesgo (por
ejemplo, evaluando niveles de biomarcadores junto con el tamafio u otras caracteristicas de un nédulo o masa de
pulmén observado en una exploracion de captura de imagenes), también puede evaluarse informacion con respecto
a los biomarcadores evaluados junto con otros tipos de datos, particularmente datos que indican el riesgo de un
individuo de CPNM (por ejemplo, historial clinico del paciente, historial de exposicion ocupacional, sintomas, historial
familiar de cancer, factores de riesgo tales como si el individuo era o no fumador y/o el estado de otros
biomarcadores, etc.). Estos diversos datos pueden evaluarse por métodos automaticos, tales como un
programa/software informatico, que puede incorporarse en un ordenador u otro aparato/dispositivo.

También puede usarse cualquiera de los biomarcadores descritos en ensayos de captura de imagenes. Por ejemplo,
un agente de captura de imagenes puede acoplarse a cualquiera de los biomarcadores descritos, que pueden
usarse para ayudar en el diagnostico de CPNM, para supervisar la progresion/remision de enfermedad o metastasis,
para supervisar la reaparicion de enfermedad o para supervisar la respuesta a terapia, entre otros usos.

Deteccion y determinacion de biomarcadores y valores de biomarcadores

Un valor de biomarcador para los biomarcadores descritos en el presente documento puede detectarse usando
cualquiera de diversos métodos analiticos conocidos. En una realizacion, un valor de biomarcador se detecta usando
un reactivo de captura. Como se usa en el presente documento, un «agente de captura» o «reactivo de captura» se
refiere a una molécula que es capaz de unirse especificamente con un biomarcador. En diversas realizaciones, el
reactivo de captura puede exponerse al biomarcador en solucién o puede exponerse al biomarcador mientras que el
reactivo de captura se inmoviliza en un soporte sdlido. En otras realizaciones, el reactivo de captura contiene un
elemento que es reactivo con un elemento secundario en un soporte sdlido. En estas realizaciones, el reactivo de
captura puede exponerse al biomarcador en solucion, y después el elemento en el reactivo de captura puede usarse
junto con el elemento secundario en el soporte sélido para inmovilizar el biomarcador en el soporte sélido. El reactivo
de captura se selecciona basandose en el tipo de andlisis para realizar. Los reactivos de captura incluyen, pero sin
limitaciéon, aptdmeros, anticuerpos, antigenos, adnectinas, anquirinas, otros miméticos de anticuerpos y otros
armazones proteicos, autoanticuerpos, quimeras, moléculas pequefias, un fragmento F(ab’);, un fragmento de
anticuerpo monocatenario, un fragmento Fv, un fragmento Fv monocatenario, un acido nucleico, una lectina, un
receptor de unién a ligando, aficuerpos, nanocuerpos, polimeros impresos, avimeros, peptidomiméticos, un receptor
de hormona, un receptor de citocina y receptores sintéticos, y modificaciones y fragmentos de estos.

En algunas realizaciones, un valor de biomarcador se detecta usando un complejo de biomarcador/reactivo captura.

En otras realizaciones, el valor de biomarcador se obtiene del complejo de biomarcador/reactivo de captura y se
detecta indirectamente, tal como, por ejemplo, como resultado de una reaccién que es posterior a la interaccién de
biomarcador/reactivo de captura, pero depende de la formacion del complejo de biomarcador/reactivo de captura.

En algunas realizaciones, el valor de biomarcador se detecta directamente del biomarcador en una muestra
biolégica.

En una realizacion, los biomarcadores se detectan usando un formato multiple que permite la deteccién simultanea
de dos o mas biomarcadores en una muestra biolégica. En una realizacién del formato multiple, los reactivos de
captura se inmovilizan, directa o indirectamente, de forma covalente o no covalente, en localizaciones discretas en
un soporte soélido. En otra realizacién, un formato multiple usa soportes soélidos discretos en los que cada soporte
soélido tiene un reactivo de captura unico asociado con ese soporte sélido, tal como, por ejemplo puntos cuénticos.
En otra realizacién, se usa un dispositivo individual para la deteccion de cada uno de multiples biomarcadores para
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detectar en una muestra biolégica. Pueden configurarse dispositivos individuales para permitir que cada biomarcador
en la muestra biolégica se procese simultdneamente. Por ejemplo, puede usarse una placa de microtitulacion de
modo que cada pocillo en la placa se use para analizar de forma Unica uno de multiples biomarcadores para detectar
en una muestra biolégica.

En una o mas de las realizaciones anteriores, puede usarse un marcador fluorescente para marcar un componente
del complejo de biomarcador/captura para permitir la deteccién del valor de biomarcador. En diversas realizaciones,
el marcador fluorescente puede conjugarse con un reactivo de captura especifico para cualquiera de los
biomarcadores descritos en el presente documento usando técnicas conocidas, y el marcador fluorescente puede
usarse después para detectar el valor de biomarcador correspondiente. Los marcadores fluorescentes adecuados
incluyen quelados de tierras raras, fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, aloficocianina,
PBXL-3, Qdot 605, Lisamina, ficoeritrina, Texas Red y otros de dichos compuestos.

En una realizacion, el marcador fluorescente es una molécula colorante fluorescente. En algunas realizaciones, la
molécula colorante fluorescente incluye al menos un sistema anular de indolio sustituido en el que el sustituyente en
el carbono 3 del anillo de indolio contiene un grupo quimicamente reactivo o una sustancia conjugada. En algunas
realizaciones, la molécula colorante incluye una molécula de AlexaFluor, tal como, por ejemplo, AlexaFluor 488,
AlexaFluor 532, AlexaFluor 647, AlexaFluor 680 o AlexaFluor 700. En otras realizaciones, la molécula colorante
incluye un primer tipo y un segundo tipo de molécula colorante, tal como, por ejemplo, dos moléculas de AlexaFluor
diferentes. En ofras realizaciones, la molécula colorante incluye un primer tipo y un segundo tipo de molécula
colorante, y las dos moléculas colorantes tienen diferentes espectros de emision.

La fluorescencia puede medirse con diversas instrumentaciones compatibles con una amplia serie de formatos de
ensayo. Por ejemplo, se han disefiado espectrofluorimetros para analizar placas de microtitulacién, portaobjetos de
microscopio, matrices impresas, cubetas, etc. Véase Principles of Fluorescence Spectroscopy, por J. R. Lakowicz,
Springer Science + Business Media, Inc., 2004. Véase Bioluminescence & Chemiluminescence: Progress & Current
Applications; Philip E. Stanley y Larry J. Kricka editores, World Scientific Publishing Company, enero de 2002.

En una o mas de las realizaciones anteriores, puede usarse un marcador de quimioluminiscencia para marcar un
componente del complejo de biomarcador/captura para permitir la deteccion de un valor de biomarcador. Los
materiales quimioluminiscentes adecuados incluyen cualquiera de cloruro de oxalilo, Rodamina 6G, Ru(bipi)s?*,
TMAE (tetraquis(dimetilamino)etileno), Pirogalol (1,2,3-trihidroxibenceno), Lucigenina, peroxioxalatos, oxalatos de
arilo, ésteres de acridinio, dioxetanos y otros.

En otras realizaciones mas, el método de deteccién incluye una combinacién de enzima/sustrato que genera una
sefial detectable que corresponde al valor de biomarcador. En general, la enzima cataliza una alteracion quimica del
sustrato cromogénico que puede medirse usando diversas técnicas, incluyendo espectrofotometria, fluorescencia y
quimioluminiscencia. Las enzimas adecuadas incluyen, por ejemplo, luciferasas, luciferina, malato deshidrogenasa,
ureasa, peroxidasa de rabano picante (HRPO), fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima,
glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, uricasa, xantina oxidasa, lactoperoxidasa,
microperoxidasa, y similares.

En ofras realizaciones mas, el método de deteccion puede ser una combinacion de fluorescencia,
quimioluminiscencia, radiondclido o combinaciones de enzima/sustrato que generan una sefial medible. La
sefalizacion multimodal podria tener caracteristicas Unicas y ventajosas en formatos de ensayo de biomarcadores.

Mas especificamente, los valores de biomarcadores para los biomarcadores descritos en el presente documento
pueden detectarse usando métodos analiticos conocidos incluyendo, ensayos de aptameros sencillos, ensayos de
aptameros mudltiples, inmunoensayos sencillos o multiples, perfiles de expresiéon de ARNm, perfiles de expresion de
miARN, andlisis de espectrometria de masas, métodos histolégicos/citoldgicos, etc. como se detalla posteriormente.

Determinacion de valores de biomarcadores usando ensayos basados en aptameros

Los ensayos dirigidos a la deteccion y cuantificacion de moléculas fisioldgicamente significativas en muestras
bioldgicas y otras muestras son herramientas importantes en la investigacion cientifica y el campo de los cuidados
sanitarios. Una clase de dichos ensayos implica el uso de una micromatriz que incluye uno o mas aptameros
inmovilizados en un soporte sélido. Los aptameros son capaces cada uno de unirse con una molécula diana de una
manera altamente especifica y con afinidad muy alta. Véase, por ejemplo, patente de los Estados Unidos n.°
5.475.096 titulada «Nucleic Acid Ligands»; véase también, por ejemplo, patente de los Estados Unidos n.°
6.242.246, patente de los Estados Unidos n.° 6.458.543 y patente de los Estados Unidos n.° 6.503.715, cada una de
las cuales se titula «Nucleic Acid Ligand Diagnostic Biochip». Una vez que la micromatriz se pone contacto con una
muestra, los aptdmeros se unen con sus moléculas diana respectivas presentes en la muestra y de este modo
permiten una determinacién de un valor de biomarcador correspondiente a un biomarcador.

Como se usa en el presente documento, un «aptamero» se refiere a un acido nucleico que tiene una afinidad de
unioén especifica por una molécula diana. Se reconoce que las interacciones de afinidad son una cuestién de grado;
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sin embargo, en este contexto, la «afinidad de unién especifica» de un aptamero por su diana significa que el
aptamero se une a su diana en general con un grado mucho mas alto de afinidad que si se une a otros componentes
en una muestra de ensayo. Un «aptdmero» es un conjunto de copias de un tipo o especie de molécula de acido
nucleico que tiene una secuencia de nucledtidos particular. Un aptamero puede incluir cualquier nimero adecuado
de nucledtidos, incluyendo cualquier numero de nucleétidos modificados quimicamente. «Aptameros» se refiere a
mas de uno de dichos conjuntos de moléculas. Diferentes aptameros pueden tener el mismo o diferente nimero de
nucledtidos. Los aptameros puede ser ADN o ARN o acidos nucleicos modificados quimicamente y pueden ser
monocatenarios, bicatenarios o contener regiones bicatenarias, y pueden incluir estructuras de mayor orden. Un
aptamero también puede ser un fotoaptamero, donde se incluye un grupo funcional fotorreactivo o quimicamente
reactivo en el aptamero para permitir que se una covalentemente con su diana correspondiente. Cualquiera de los
métodos de aptameros desvelados en el presente documento puede incluir el uso de dos o mas aptameros que se
unen especificamente con la misma molécula diana. Como se describe adicionalmente a continuacion, un aptamero
puede incluir un marcador. Si un aptamero incluye un marcador, no es necesario que todas las copias del aptamero
tengan el mismo marcador. Ademas, si diferentes aptameros incluyen cada uno un marcador, estos aptameros
diferentes pueden tener el mismo marcador o un marcador diferente.

Un aptamero puede identificarse usando cualquier método conocido, incluyendo el proceso SELEX. Una vez
identificado, un aptamero puede prepararse o sintetizarse de acuerdo con cualquier método conocido, incluyendo
métodos sintéticos quimicos y métodos sintéticos enzimaticos.

Como se usa en el presente documento, un «SOMAmer» o aptamero modificado de tasa de disociacién lenta se
refiere a un aptamero que tiene caracteristicas de tasa de disociacion mejorada. Se pueden generar SOMAmers
usando los métodos SELEX mejorados descritos en la publicacién de los Estados Unidos n.° 2009/0004667, titulada
«Method for Generating Aptamers with Improved Off-Rates».

Las expresiones "SELEX" y "proceso SELEX" se utilizan indistintamente en el presente documento para referirse en
general a una combinacion de (1) la seleccion de aptameros que interactian con una molécula diana de una forma
deseable, por ejemplo, union con alta afinidad a una proteina, con (2) la amplificacion de los acidos nucleicos
seleccionados. El proceso SELEX se puede utilizar para identificar aptameros con alta afinidad por una diana o un
biomarcador especifico.

En general, SELEX incluye preparar una mezcla candidata de acidos nucleicos, unir la mezcla candidata a la
molécula diana deseada para formar un complejo de afinidad, separar los complejos de afinidad de los acidos
nucleicos candidatos no unidos, separar y aislar el acido nucleico del complejo de afinidad, purificar el acido nucleico
e identificar una secuencia de aptamero especifica. El proceso puede incluir multiples ciclos para perfeccionar
adicionalmente la afinidad del aptamero seleccionado. El proceso puede incluir etapas de amplificacion en uno o
mas puntos en el proceso. Véase, por ejemplo, patente de los Estados Unidos n.° 5.475.096, titulada «Nucleic Acid
Ligands». El proceso SELEX se puede utilizar para generar un aptamero que se une covalentemente a su diana asi
como un aptamero que se une no covalentemente a su diana. Véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos
n.° 5.705.337 titulada «Systematic Evolution of Nucleic Acid Ligands by Exponential Enrichment: Chemi-SELEX.»

El proceso SELEX se puede utilizar para identificar aptameros de alta afinidad que contienen nuclettidos
modificados que confieren caracteristicas mejoradas en el aptamero, tales como, por ejemplo, caracteristicas de
administracion mejoradas o estabilidad in vivo mejorada. Los ejemplos de dichas modificaciones incluyen
sustituciones quimicas en las posiciones de base y/o ribosa y/o fosfato. Se describen aptameros identificados con el
proceso SELEX que contienen nuclettidos modificados en la patente de los Estados Unidos n.° 5.660.985, titulada
«High Affinity Nucleic Acid Ligands Containing Modified Nucleotides», que describe oligonucledtidos que contienen
derivados de nucledtidos modificados quimicamente en las posiciones 5' y 2' de pirimidinas. La patente de los
Estados Unidos n.° 5.580.737, véase anteriormente, describe aptameros altamente especificos que contienen uno o
mas nucledtidos modificados con 2-amino (2-NH.), 2'fluoro (2'F) y/o 2’O-metilo (2'-OMe). Véase también, la
publicacion de solicitud de patente de los Estados Unidos 2009/0098549, titulada «SELEX and PHOTOSELEX», que
describe bibliotecas de acidos nucleicos que tienen propiedades quimicas y fisicas expandidas y su uso en SELEX y
photoSELEX.

También puede utilizarse SELEX para identificar aptameros que tienen caracteristicas de tasa de disociacion
deseables. Véase la publicacién de solicitud de patente de los Estados Unidos 2009/0004667, titulada «Method for
Generating Aptamers with Improved Off-Rates», que describe métodos SELEX mejorados para generar aptameros
que pueden unirse a moléculas diana. Se describen métodos para producir aptdmeros y fotoaptameros que tienen
tasas mas lentas de disociacion de sus respectivas moléculas diana. Los métodos implican poner en contacto la
mezcla candidata con la molécula diana, permitir que se produzca la formacién de complejos acido nucleico-diana y
realizar un proceso de enriquecimiento de tasa de disociacion lenta en donde los complejos acido nucleico-diana con
tasas de disociacion rapidas se disocien y no se vuelvan a formar, mientras que los complejos con tasa de
disociacion lenta permanecen intactos. Adicionalmente, los métodos incluyen el uso de nucleétidos modificados en la
produccion de mezclas de &cidos nucleicos candidatos para generar aptdmeros con rendimiento de tasa de
disociacion mejorado.
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Una variacion de este ensayo emplea aptameros que incluyen grupos funcionales fotorreactivos que permiten que
los aptameros se unan covalentemente o «fotorreticulen» con sus moléculas diana. Véase, por ejemplo, patente de
los Estados Unidos n.° 6.544.776 titulada «Nucleic Acid Ligands Diagnostic Biochip». Estos aptameros fotorreactivos
también se denominan fotoaptameros. Véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos n.° 5.763.177, patente
de los Estados Unidos n.° 6.001.577 y patente de los Estados Unidos n.° 6.291.184, cada una de las cuales se titula
«Systematic Evolution of Nucleic Acid Ligands by Exponential Enrichment: Photoselection of Nucleic Acid Ligands
and Solution SELEX»; véase también, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos n.° 6.458.539, titulada
«Photoselection of Nucleic Acid Ligands». Después que la micromatriz ha entrado en contacto con la muestra y los
fotoaptameros han tenido la oportunidad de unirse con sus moléculas diana, los fotoaptameros se fotoactivan y el
soporte sdélido se lava para retirar cualquier molécula unida de forma no especifica. Pueden usarse condiciones de
lavado rigurosas, ya que las moléculas diana que se unen a los fotoaptameros en general no se retiran, debido a los
enlaces covalentes creados por el grupo o los grupos funcionales en los fotoaptameros. De esta manera, el ensayo
permite la deteccién de un valor de biomarcador correspondiente a un biomarcador en la muestra de ensayo.

En ambos de estos formatos de ensayo, los aptameros se inmovilizan en el soporte sélido antes de ponerse en
contacto con la muestra. En determinadas circunstancias, sin embargo, la inmovilizacion de los aptdmeros antes del
contacto con la muestra puede no proporcionar un ensayo Optimo. Por ejemplo, la preinmovilizacién de los
aptameros puede dar como resultado una mezcla ineficaz de los aptameros con las moléculas diana en la superficie
del soporte sdlido, lo que conduce quizas a tiempos de reaccion largos y, por lo tanto, periodos de incubacién
prolongados para permitir la unién eficaz de los aptameros con sus moléculas diana. Ademas, cuando se emplean
fotoaptameros en el ensayo y dependiendo del material utilizado como un soporte sélido, el soporte sélido tiende a
dispersar o absorber la luz usada para efectuar la formacién de enlaces covalentes entre los fotoaptameros y sus
moléculas diana. Ademés, dependiendo del método empleado, la deteccion de moléculas diana unidas a sus
aptameros puede estar sometida a imprecision, ya que la superficie del soporte sélido también puede estar expuesta
a y ser afectada por cualquier agente de marcaje que se use. Finalmente, la inmovilizacion de los aptameros en el
soporte soélido implica en general una etapa de preparacion de aptameros (es decir, la inmovilizacion) antes de
exposicion de los aptameros a la muestra, y esta etapa de preparacion puede afectar a la actividad o funcionalidad
de los aptameros.

También se han descrito ensayos de aptameros que permiten que un aptamero capture su diana en solucién y
después emplean etapas de separacion que se disefian para retirar componentes especificos de la mezcla de
aptamero-diana antes de la deteccidon (véase la publicacion de solicitud de patente de los Estados Unidos
2009/0042206, titulada «Multiplexed Analyses of Test Samples»). Los métodos de ensayo de aptameros descritos
permiten la deteccion y cuantificacion de una diana distinta de acido nucleico (por ejemplo, una diana proteica) en
una muestra de ensayo detectando y cuantificando un acido nucleico (es decir, un aptamero). Los métodos descritos
crean un sustituto de acido nucleico (es decir, el aptamero) para detectar y cuantificar una diana distinta de acido
nucleico, permitiendo de este modo que se aplique la amplia diversidad de tecnologias de acido nucleico, incluyendo
amplificacién, a una amplia serie de dianas deseadas, incluyendo dianas proteicas.

Pueden construirse aptameros para facilitar la separacion de los componentes de ensayo de un complejo de
biomarcador de aptamero (o complejo covalente de biomarcador de fotoaptamero) y permitir el aislamiento del
aptédmero para deteccion y/o cuantificacion. En una realizacion, estas construcciones pueden incluir un elemento
escindible o liberable en la secuencia de aptamero. En otras realizaciones, puede introducirse funcionalidad
adicional en el aptamero, por ejemplo, un componente marcado o detectable, un componente espaciador o un
marcador de unién especifica o elemento de inmovilizacion. Por ejemplo, el aptamero puede incluir un marcador
conectado con el aptamero mediante un resto escindible, un marcador, un componente espaciador que separa el
marcador y el resto escindible. En una realizaciéon, un elemento escindible es un enlazador fotoescindible. El
enlazador fotoescindible puede unirse con un resto de biotina y una seccién espaciadora, puede incluir un grupo de
NHS para derivatizacion de aminas, y puede usarse para introducir un grupo de biotina en un aptamero, permitiendo
de este modo la liberacion del aptamero mas tarde en el método de ensayo.

Los ensayos homogéneos, realizados con todos los componentes de ensayo en solucidn, no requieren separacion
de muestra y reactivos antes de la deteccion de sefial. Estos métodos son rapidos y faciles de usar. Estos métodos
generan sefal basandose en un reactivo de captura o unién molecular que reacciona con su diana especifica. Para
CPNM, los reactivos de captura molecular serian un aptamero o un anticuerpo o similares y la diana especifica seria
un biomarcador de CPNM de la Tabla 1.

En una realizacién, un método para generacion de sefial aprovecha el cambio de sefial de anisotropia debido a la
interacciéon de un reactivo de captura marcado con fluoréforo con su diana de biomarcador especifica. Cuando la
captura marcada reacciona con su diana, el peso molecular aumentado provoca que el movimiento rotacional del
fluoréforo unido al complejo se vuelva mucho mas lento cambiando el valor de anisotropia. Supervisando el cambio
de anisotropia, pueden usarse acontecimientos de uniéon para medir cuantitativamente los biomarcadores en
soluciones. Otros métodos incluyen ensayos de polarizacion de fluorescencia, métodos de baliza molecular,
interrupcién de fluorescencia resuelta en el tiempo, quimioluminiscencia, transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia, y similares.
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Un ensayo de aptamero basado en solucion a modo de ejemplo que puede usarse para detectar un valor de
biomarcador correspondiente a un biomarcador en una muestra bioldgica incluye lo siguiente: (a) preparar una
mezcla poniendo en contacto la muestra biolégica con un aptamero que incluye un primer marcador y tiene una
afinidad especifica por el biomarcador, en donde se forma un complejo de afinidad de aptamero cuando el
biomarcador esta presente en la muestra; (b) exponer la mezcla a un primer soporte sdélido que incluye un primer
elemento de captura y permitir que el primer marcador se asocie con el primer elemento de captura; (c) retirar
cualquier componente de la mezcla no asociado con el primer soporte solido; (d) unir un segundo marcador con el
componente de biomarcador del complejo de afinidad de aptamero; (e) liberar el complejo de afinidad de aptamero
del primer soporte solido; (f) exponer el complejo de afinidad de aptamero liberado a un segundo soporte sélido que
incluye un segundo elemento de captura y permitir que el segundo marcador se asocie con el segundo elemento de
captura; (g) retirar cualquier aptamero no en complejo de la mezcla separando el aptamero no en complejo del
complejo de afinidad de aptamero; (h) eluir el aptamero del soporte sdlido; y (i) detectar el biomarcador detectando el
componente de aptamero del complejo de afinidad de aptamero.

Cualquier medio conocido en la técnica puede usarse para detectar un valor de biomarcador detectando el
componente de aptamero de un complejo de afinidad de aptamero. Pueden usarse varios métodos de deteccion
diferentes para detectar el componente de aptamero de un complejo de afinidad, tales como, por ejemplo, ensayos
de hibridacion, espectroscopia de masas o QPCR. En algunas realizaciones, pueden usarse métodos de
secuenciacion de acidos nucleicos para detectar el componente de aptamero de un complejo de afinidad de
aptamero y de este modo detectar un valor de biomarcador. Brevemente, una muestra de ensayo puede someterse
a cualquier tipo de método de secuenciacion de acidos nucleicos para identificar y cuantificar la secuencia o las
secuencias de uno o mas aptameros presentes en la muestra de ensayo. En algunas realizaciones, la secuencia
incluye la molécula de aptamero completa o cualquier parte de la molécula que puede usarse para identificar de
forma unica la molécula. En otras realizaciones, la secuenciaciéon de identificacion es una secuencia especifica
afiadida al aptamero; dichas secuencias se denominan con frecuencia «marcadores», «codigos de barras» o
«codigos postales». En algunas realizaciones, el método de secuenciacion incluye etapas enzimaticas para
amplificar la secuencia de aptamero o convertir cualquier tipo de acido nucleico, incluyendo ARN y ADN que
contienen modificaciones quimicas en cualquier posicion, en cualquier otro tipo de acido nucleico apropiado para
secuenciacion.

En algunas realizaciones, el método de secuenciacién incluye una o mas etapas de clonacion. En otras realizaciones
el método de secuenciacion incluye un método de secuenciacion directo sin clonacion.

En algunas realizaciones, el método de secuenciacion incluye un enfoque dirigido con cebadores especificos que se
dirigen a uno o mas aptdmeros en la muestra de ensayo. En otras realizaciones, el método de secuenciacién incluye
un enfoque aleatorio que se dirige a todos los aptameros en la muestra de ensayo.

En algunas realizaciones, el método de secuenciacion incluye etapas enzimaticas para amplificar la molécula diana
para secuenciacion. En otras realizaciones, el método de secuenciacidon secuencia directamente moléculas
individuales. Un método basado en secuenciacion de acidos nucleicos a modo de ejemplo que puede usarse para
detectar un valor de biomarcador correspondiente a un biomarcador en una muestra biolégica incluye lo siguiente:
(a) convertir una mezcla de aptameros que contienen nucleétidos modificados quimicamente en acidos nucleicos no
modificados con una etapa enzimatica; (b) secuenciar de forma aleatoria los acidos nucleicos no modificados
resultantes con una plataforma de secuenciacion en paralelo masiva tal como, por ejemplo, el sistema de
secuenciacion 454 (454 Life Sciences/Roche), el sistema de secuenciacion lllumina (lllumina), el sistema de
secuenciacion ABI SOLID (Applied Biosystems), el secuenciador de moléculas individuales HeliScope (Helicos
Biosciences), o el sistema de secuenciacion de moléculas individuales en tiempo real Pacific Biosciences (Pacific
BioSciences) o el sistema de secuenciacion Polonator G (Dover Systems); y (c) identificar y cuantificar los
aptameros presentes en la mezcla por secuencia especifica y recuento de secuencia.

Determinacion de valores de biomarcadores usando inmunoensayos

Los métodos de inmunoensayo se basan en la reaccidon de un anticuerpo a su diana o analito correspondiente y
pueden detectar el analito en una muestra dependiendo del formato de ensayo especifico. Para mejorar la
especificidad y sensibilidad de un método de ensayo basado en la inmunorreactividad, se usan con frecuencia
anticuerpos monoclonales debido a su reconocimiento de epitopos especifico. También se han usado con éxito
anticuerpos policlonales en diversos inmunoensayos debido a su afinidad aumentada por la diana en comparacion
con anticuerpos monoclonales. Se han disefiado inmunoensayos para su uso con una amplia serie de matrices de
muestras biolégicas. Se han disefiado formatos de inmunoensayo para proporcionar resultados cualitativos,
semicuantitativos y cuantitativos.

Se generan resultados cuantitativos mediante el uso de una curva patron creada con concentraciones conocidas del
analito especifico para detectar. La respuesta o sefial de una muestra desconocida se representa en la curva patron
y se establece una cantidad o un valor correspondiente a la diana en la muestra desconocida.

Se han disefiado numerosos formatos de inmunoensayo. ELISA o EIA pueden ser cuantitativos para la deteccion de
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un analito. Este método se basa en la unién de un marcador con el analito o el anticuerpo y el componente de
marcador incluye, bien directa o bien indirectamente, una enzima. Los ensayos de ELISA pueden formatearse para
deteccion directa, indirecta, competitiva o de tipo sandwich del analito. Otros métodos se basan en marcadores tales
como, por ejemplo, radiois6topos (1125) o fluorescencia. Las técnicas adicionales incluyen, por ejemplo,
algutinacion, nefelometria, turbidimetria, transferencia de Western, inmunoprecipitacion, inmunocitoquimica,
inmunohistoquimica, citometria de flujo, serologia, ensayo de Luminex y otros (véase ImmunoAssay: A Practical
Guide, editado por Brian Law, publicado por Taylor & Francis, Ltd., edicion de 2005).

Los formatos de ensayo a modo de ejemplo incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo, fluorescentes, quimioluminiscencia y transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET) o inmunoensayos de FRET resuelta en el tiempo (TR-FRET). Los ejemplos de procedimientos para detectar
biomarcadores incluyen inmunoprecipitacion de biomarcadores seguida de métodos cuantitativos que permiten
diferenciacién del tamafio y el nivel de péptido, tales como electroforesis en gel, electroforesis capilar,
electrocromatografia plana y similares.

Los métodos de deteccién y/o cuantificacion de un marcador detectable o material generador de sefial dependen de
la naturaleza del marcador. Los productos de reacciones catalizadas por enzimas apropiadas (donde el marcador
detectable es una enzima; véase anteriormente) pueden ser, sin limitacién, fluorescentes, luminiscentes o radiactivos
o pueden absorber luz visible o ultravioleta. Los ejemplos de detectores adecuados para detectar dichos marcadores
detectables incluyen, sin limitacion, pelicula radiografica, contadores de radiactividad, contadores de centelleo,
espectrofotdmetros, colorimetros, fluorémetros, luminédmetros y densitémetros.

Cualquiera de los métodos para deteccion puede realizarse en cualquier formato que permita cualquier preparacion,
procesamiento y analisis adecuado de las reacciones. Esto puede ser, por ejemplo, en placas de ensayo multipocillo
(por ejemplo, 96 pocillos o 384 pocillos) o usando cualquier matriz o micromatriz adecuada. Pueden realizarse
soluciones de reserva para diversos agentes manualmente o de forma robdtica, y todo el pipeteo, la dilucidn, el
mezclado, la distribucién, el lavado, la incubacién, la lectura de muestras, la recopilacion de datos y el analisis
posteriores pueden realizarse de forma roboética usando software de analisis disponible en el mercado, robética e
instrumentacién de deteccion capaz de detectar un marcador detectable.

Determinacion de valores de biomarcadores usando perfiles de expresion génica

La medicion de ARNm en una muestra biolégica puede usarse como un sustituto para la deteccién del nivel de la
proteina correspondiente en la muestra bioldgica. Por lo tanto, cualquiera de los biomarcadores o paneles de
biomarcadores descritos en el presente documento pueden también detectarse detectando el ARN apropiado.

Los niveles de expresion de ARNm se miden por reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa de transcripcion
inversa (RT-PCR seguido de gPCR). Se usa RT-PCR para crear un ADNc a partir del ARNm. El ADNc puede usarse
en un ensayo de qPCR para producir fluorescencia a medida que el proceso de amplificacién de ADN progresa. En
comparacion con una curva patréon, gqPCR puede producir una mediciéon absoluta tal como nimero de copias de
ARNm por célula. Se han usado transferencias de Northern, micromatrices, ensayos de Invader y RT-PCR
combinada con electroforesis capilar todos para medir los niveles de expresion de ARNm en una muestra. Véase
Gene Expression Profiling: Methods and Protocols, Richard A. Shimkets, editor, Humana Press, 2004.

Las moléculas de miARN son ARN pequefios que no son codificantes pero pueden regular la expresién génica.
También puede usarse cualquiera de los métodos adecuados para la medicion de niveles de expresion de ARNm
para el ARNm correspondiente. Recientemente muchos laboratorios han investigado el uso de miARN como
biomarcadores para enfermedad. Muchas enfermedades implican regulacion de la transcripcién generalizada y no es
sorprendente que miARN pudieran encontrar un papel como biomarcadores. La relacion entre las concentraciones
de miARN y la enfermedad esta con frecuencia aun menos clara que las relaciones entre los niveles de proteinas y
la enfermedad, pero el valor de los biomarcadores de miARN podria ser sustancial. Por supuesto, como con
cualquier ARN expresado diferencialmente durante la enfermedad, los problemas a los que se enfrenta el desarrollo
de un producto de diagnéstico in vitro incluiran el requisito de que los miARN sobrevivan en la célula enferma y se
extraigan facilimente para analisis o que los miARN se liberen a sangre u otras matrices donde deben sobrevivir el
suficiente tiempo para que se midan. Los biomarcadores proteicos tienen requisitos similares, aunque muchos
biomarcadores proteicos potenciales se secretan intencionadamente en el sitio de patologia y funcién, durante la
enfermedad, de una manera paracrina. Muchos biomarcadores proteicos potenciales se disefian para actuar fuera
de las células dentro de las cuales se sintetizan esas proteinas.

Deteccion de biomarcadores usando tecnologias de captura de imagenes moleculares in vivo

También puede usarse cualquiera de los biomarcadores descritos (véase Tabla 1) en ensayos de captura de
imagenes moleculares. Por ejemplo, un agente de captura de imagenes puede acoplarse a cualquiera de los
biomarcadores descritos, que pueden usarse para ayudar en el diagndstico de CPNM, para supervisar la
progresion/remision de enfermedad o metastasis, para supervisar la reaparicion de enfermedad o para supervisar la
respuesta a terapia, entre otros usos.
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Las tecnologias de captura de imagenes in vivo proporcionan meétodos no invasivos para determinar el estado de
una enfermedad particular en el cuerpo de un individuo. Por ejemplo, partes completas del cuerpo, o incluso el
cuerpo completo, pueden verse como una imagen tridimensional, proporcionando de este modo informacién valiosa
con respecto a morfologia y estructuras en el cuerpo. Dichas tecnologias pueden combinarse con la deteccién de los
biomarcadores descritos en el presente documento para proporcionar informacion con respecto al estado de cancer,
en particular el estado de CPNM, de un individuo.

El uso de tecnologias de captura de imagenes moleculares in vivo se esta expandiendo debido a diversos avances
en la tecnologia. Estos avances incluyen el desarrollo de nuevos agentes de contraste o marcadores, tales como
radiomarcadores y/o marcadores fluorescentes, que pueden proporcionar fuertes sefiales en el cuerpo; y el
desarrollo de nueva tecnologia de captura de imagenes potente, que puede detectar y analizar estas sefiales desde
fuera del cuerpo, con suficiente sensibilidad y precisiéon para proporcionar informacion util. El agente de contraste
puede visualizarse en un sistema de captura de imagenes apropiado, proporcionando de este modo una imagen de
la parte o las partes del cuerpo en las que se localiza el agente de contraste. El agente de contraste puede unirse
con o asociarse con un reactivo de captura, tal como una aptamero o un anticuerpo, por ejemplo, y/o con un péptido
o proteina, o un oligonucleétido (por ejemplo, para la deteccidon de la expresidon génica) o un complejo que contiene
cualquiera de estos con una o mas macromoléculas y/u otras formas en particulas.

El agente de contraste también puede presentar un atomo radiactivo que es util en la captura de imagenes. Los
atomos radiactivos adecuados incluyen tecnecio 99m o yodo 123 para estudios escintigraficos. Otros restos
facilmente detectables incluyen, por ejemplo, marcadores de espin para captura de imagenes mediante resonancia
magnética (IRM) tales como, por ejemplo, yodo 123 de nuevo, yodo 131, indio 111, fldor 19, carbono 13, nitrégeno
15, oxigeno 17, gadolinio, manganeso o hierro. Dichos marcadores se conocen bien en la técnica y un experto
habitual en la materia podria seleccionarlos faciimente.

Las técnicas de captura de imagenes convencionales incluyen pero sin limitacion captura de imagenes por
resonancia magnética, exploracién por tomografia computarizada, tomografia de emision de positrones (TEP),
tomografia computarizada de emision de fotones individuales (SPECT) y similares. Para captura de imagenes in vivo
de diagndstico, el tipo de instrumento de deteccion disponible es un factor importante en la selecciéon de un agente
de contraste dado, tal como un radionuclido dado y el biomarcador particular que se usa para diana (proteina, ARNm
y similares). El radionuiclido elegido normalmente tiene un tipo de degradacidon que es detectable por un tipo de
instrumento dado. Ademas, cuando se selecciona un radionuclido para diagndstico in vivo, su semivida deberia ser
suficientemente larga para permitir la detecciéon en el momento de maxima captacién por el tejido diana pero
suficientemente corta para que la radiacion deletérea del hospedador se minimice.

Las técnicas de captura de imagenes a modo de ejemplo incluyen pero sin limitacion TEP y SPECT, que son
técnicas de captura de imagenes en las que un radionuclido se administra sintética y localmente a un individuo. La
captacion posterior del radioindicador se mide a lo largo del tiempo y se usa para obtener informacién acerca del
tejido diana y el biomarcador. Debido a las emisiones de alta energia (rayos gamma) de los is6topos especificos
empleados y la sensibilidad y sofisticacion de los instrumentos usados para detectarlos, la distribucién bidimensional
de radiactividad puede inferirse desde fuera del cuerpo.

Los nuclidos emisores de positrones usados habitualmente en TEP incluyen, por ejemplo, carbono 11, nitrégeno 13,
oxigeno 15 y flior 18. Los is6topos que se degradan por captura de electrones y/o emisidn gamma se usan en
SPECT e incluyen, por ejemplo yodo 123 y tecnecio 99m. Un método a modo de ejemplo para marcar aminoacidos
con tecnecio 99m es la reduccion de ion pertecnetato en presencia de un precursor quelante para formar el complejo
de tecnecio 99m-precursor 14bil, que, a su vez, reacciona con el grupo de uniéon a metal de un péptido quimiotactico
modificado de forma bifuncional para formar un conjugado de tecnecio 99m-péptido quimiotactico.

Los anticuerpos se usan con frecuencia para dichos métodos de diagnostico de captura de imagenes in vivo. La
preparacion y el uso de anticuerpos para diagndstico in vivo se conoce bien en la técnica. Pueden inyectarse
anticuerpos marcados que se unen especificamente con cualquiera de los biomarcadores en la Tabla 1 en un
individuo que se sospecha que tiene un tipo de cancer determinado (por ejemplo, CPNM), detectable segun el
biomarcador particular usado, para el fin de diagnosticar o evaluar el estado de enfermedad del individuo. El
marcador usado se seleccionara de acuerdo con la modalidad de captura de imagenes para usar, como se ha
descrito previamente. La localizacién del marcador permite la determinacién de la propagacién del cancer. La
cantidad de marcador dentro de un érgano o tejido también permite la determinacion de la presencia o ausencia de
cancer en ese 6rgano o tejido.

De forma similar, pueden usarse aptameros para dichos métodos de diagndstico de captura de imagenes in vivo. Por
ejemplo, un aptamero que se uso para identificar un biomarcado particular descrito en la Tabla 1 (y por lo tanto se
une especificamente con ese biomarcador particular) puede marcarse de forma apropiada e inyectarse en un
individuo que se sospecha que tiene CPNM, detectable segun el biomarcador particular, para el fin de diagnosticar o
evaluar el estado de CPNM del individuo. EI marcador usado se seleccionara de acuerdo con la modalidad de
captura de imagenes para usar, como se ha descrito previamente. La localizacion del marcador permite la
determinacion de la propagacion del cancer. La cantidad de marcador dentro de un érgano o tejido también permite
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la determinacién de la presencia o ausencia de cancer en ese 6rgano o tejido. Los agentes de captura de imagenes
dirigidos a aptdmeros podrian tener caracteristicas uUnicas y ventajosas relacionadas con la penetracion tisular,
distribucion tisular, cinética, eliminacion, potencia y selectividad en comparacion con otros agentes de captura de
imagenes.

Dichas técnicas también pueden realizarse opcionalmente con oligonucleétidos marcados, por ejemplo, para
deteccién de la expresién génica mediante captura de imagenes con oligonucleétidos antisentido. Estos métodos se
usan para hibridacion in situ, por ejemplo, con moléculas fluorescentes o radionuclidos como el marcador. Otros
métodos para deteccion de la expresion génica incluyen, por ejemplo, deteccién de la actividad de un gen indicador.

Otro tipo general de tecnologia de captura de imagenes es la captura de imagenes 6ptica, en la que se detectan
sefales fluorescentes en el sujeto mediante un dispositivo optico que es externo al sujeto. Estas sefiales pueden
deberse a la fluorescencia real y/o a la bioluminiscencia. Las mejoras en la sensibilidad de los dispositivos de
deteccién éptica han aumentado la utilidad de la captura de imagenes 6ptica para ensayos de diagndéstico in vivo.

El uso de captura de imagenes de biomarcadores moleculares in vivo esta aumentando, incluyendo para ensayos
clinicos, por ejemplo, para medir mas rapidamente la eficacia clinica en ensayos para nuevas terapias de cancer y/o
para evitar el tratamiento prolongado con un placebo para las enfermedades, tales como esclerosis multiple, en las
que dicho tratamiento prolongado puede considerarse éticamente cuestionable.

Para una revisién de otras técnicas, véase N. Blow, Nature Methods, 6, 465-469, 2009.
Determinacion de valores de biomarcadores usando métodos de histologia/citologia

Para evaluacion de CPNM, puede usarse diversas muestras tisulares en métodos histologicos o citoldgicos. La
seleccién de muestras depende de la localizacion del tumor primario y los sitios de metastasis. Por ejemplo, pueden
usarse biopsias endo y transbronquiales, aspirados con aguja fina, agujas de corte y biopsias con aguja gruesa para
histologia. Puede usarse lavado y cepillado bronquial, aspiracion pleural, liquido pleural y esputo para la citologia.
Aunque aun se usa analisis citolégico en el diagnostico de CPNM, se sabe que los métodos histologicos
proporcionan mejor sensibilidad para la deteccion del cancer. Puede usarse cualquiera de los biomarcadores
identificados en el presente documento que se ha mostrado que estan regulados positivamente (Tabla 1) en los
individuos con CPNM para tefiir una muestra de ensayo histolégica con una indicacién de enfermedad.

En una realizacion, se usan uno o mas reactivos de captura especificos para el biomarcador o los biomarcadores
correspondientes en una evaluacion citolégica de una muestra de células de tejido pulmonar y pueden incluir uno o
mas de los siguientes: recoger una muestra de células, fijar la muestra de células, deshidratar, aclarar, inmovilizar la
muestra de células en un portaobjetos de microscopio, permeabilizar la muestra de células, tratar para recuperacion
de analito, tefir, desteiir, lavar, bloquear y hacer reaccionar con uno o mas reactivos de captura en una solucion
tamponada. En otra realizacion, la muestra de células se produce a partir de un bloque de células.

En otra realizacién, se usan uno o mas reactivos de captura especificos para el biomarcador o los biomarcadores
correspondientes en una evaluacion histolégica de una muestra de tejido pulmonar y pueden incluir uno o mas de los
siguientes: recoger una muestra de ensayo tisular, fijar la muestra de tejido, deshidratar, aclarar, inmovilizar la
muestra de tejido en un portaobjetos de microscopio, permeabilizar la muestra de tejido, tratar para recuperacion de
analito, tedir, destenir, lavar, bloquear, rehidratar y hacer reaccionar con reactivo o reactivos de captura en una
solucion tamponada. En otra realizacion, la fijaciéon y deshidratacion se reemplazan con congelacion.

En otra realizacion, el o los aptameros especificos para el biomarcador o los biomarcadores correspondientes se
hacen reaccionar con la muestra histolégica o citolégica y pueden actuar como la diana de &cido nucleico en un
método de amplificacion de acido nucleico. Los métodos de amplificacion de acido nucleico adecuados incluyen, por
ejemplo, PCR, replicasa g-beta, amplificacion por circulo rodante, desplazamiento de cadena, amplificacion
dependiente de helicasa, amplificacion isotérmica mediada por bucle, reaccion en cadena de la ligasa y amplificacion
por circulo rodante asistida por restriccion y circularizacion.

En una realizacion, el o los reactivos de captura especificos para los biomarcadores correspondientes para su uso
en la evaluacioén histoldgica o citolégica se mezclan en una solucién tamponada que puede incluir cualquiera de los
siguientes: materiales de bloqueo, competidores, detergentes, estabilizantes, acido nucleico vehiculo, materiales
polianiénicos, etc.

Un «protocolo de citologia» generalmente incluye recogida de muestras, fijacion de muestras, inmovilizacion de
muestras y tincion. La «preparacién celular» puede incluir varias etapas de procesamiento después de la recogida
de muestras, incluyendo el uso de uno o mas aptameros de velocidad de disociacién lenta para la tincién de las
células preparadas.

La recogida de muestras puede incluir colocar directamente la muestra en un recipiente de transporte no tratado,
colocar la muestra en un recipiente de transporte que contiene algun tipo de medio o colocar la muestra

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2674318 T3

directamente en un portaobjetos (inmovilizacién) sin ningun tratamiento o fijacion.

La inmovilizacion de muestras puede mejorarse aplicando una parte de la muestra de ensayo recogida a un
portaobjetos de vidrio que se trata con polilisina, gelatina o un silano. Pueden prepararse portaobjetos extendiendo
una capa fina y uniforme de células a lo largo del portaobjetos. Se tiene cuidado en general de minimizar la
distorsiéon mecanica y los artefactos de secado. Las muestras de ensayo liquidas pueden procesarse en un método
de bloque de células. O, como alternativa, pueden mezclarse muestras de ensayo liquidas 1:1 con la solucion
fijadora durante aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente.

Pueden prepararse bloques de células a partir de efusiones residuales, esputo, sedimentos de orina, liquidos
gastrointestinales, liquidos pulmonares, raspados celulares o aspirados por aguja fina. Las células se concentran o
se empaquetan por centrifugacion o filtracion por membrana. Se han desarrollado varios métodos para la
preparacion de bloques de células. Los procedimientos representativos incluyen los métodos de sedimento fijado,
agar bacteriano o filtraciéon por membrana. En el método de sedimento fijado, el sedimento celular se mezcla con un
fijador como Bouins, acido picrico o formalina tamponada y después la mezcla se centrifuga para sedimentar las
células fijadas. Se retira el sobrenadante, secando el sedimento celular tan completamente como sea posible. El
sedimento se recoge y se envuelve en papel Optico y después se coloca en un casete tisular. El casete tisular se
coloca en un frasco con un fijador adicional y se procesa como una muestra tisular. El método de agar es muy
similar pero el sedimento se retira y se seca en una toalla de papel y después se corta por la mitad. El lado cortado
se coloca en una gota de agar fundido en un portaobjeto de vidrio y después el sedimento se cubre con agar
asegurando que no se formen burbujas en el agar. Se permite que el agar se endurezca y después se recorta
cualquier exceso de agar. Este se coloca en un casete tisular y se completa el proceso tisular. Como alternativa, El
sedimento puede suspenderse directamente en agar liquido 2 % a 65 °C y centrifugarse la muestra. Se permite que
el sedimento celular de agar se solidifique durante una hora a 4 °C. El agar solido puede retirarse del tubo de
centrifuga y cortarse por la mitad. El agar se envuelve en papel de filtro y después el casete tisular. El procesamiento
desde este punto en adelante es como se ha descrito anteriormente. La centrifugacion puede reemplazarse en
cualquiera de estos procedimientos con filtracion de membrana. Cualquiera de estos procesos puede usarse para
generar una «muestra de bloque de células».

Los bloques de células pueden prepararse usando resina especializada incluyendo resinas Lowicryl, LR White, LR
Gold, Unicryl y MonoStep. Estas resinas tienen baja viscosidad y pueden polimerizarse a temperaturas bajas y con
luz ultravioleta (UV). El proceso de inclusion se basa en el enfriamiento progresivo de la muestra durante la
deshidratacion, la transferencia de la muestra a la resina y la polimerizacion de un bloque a la temperatura baja final
a la longitud de onda UV apropiada.

Las secciones de bloques de células pueden tefiirse con hematoxilina-eosina para examen citomorfolégico mientras
que se usan secciones adicionales para el examen de marcadores especificos.

Sea el proceso citolégico o histolégico, la muestra puede fijarse antes del procesamiento adicional para evitar la
degradacion de muestras. Este proceso se denomina «fijacion» y describe una amplia serie de materiales y
procedimientos que pueden usarse indistintamente. El protocolo de fijacion de muestras y reactivos se seleccionan
mejor de forma empirica basandose en las dianas para detectar y el tipo celular/tisular para analizar. La fijacién de
muestras se basa en reactivos tales como etanol, polietilenglicol, metanol, formalina o isopropanol. Las muestras
deberian fijarse tan pronto después de la recogida y fijacion al portaobjetos como sea posible. Sin embargo, el fijador
seleccionado puede introducir cambios estructurales en diversas dianas moleculares haciendo su deteccion posterior
mas dificil. Los procesos de fijacién e inmovilizacion y su secuencia pueden modificar la apariencia de la célula y
estos cambios deben ser anticipados y reconocidos por el citotecnélogo. Los fijadores pueden provocar
encogimiento de determinados tipos celulares y provocar que el citoplasma parezca granular o reticular. Muchos
fijadores actuan reticulando componentes celulares. Esto puede dafiar o modificar epitopos especificos, generar
nuevos epitopos, provocar asociaciones moleculares y reducir la permeabilidad de membrana. La fijacion con
formalina es uno de los enfoques citologicos/histolégicos mas comunes. La formalina forma enlaces de metilo entre
proteinas adyacentes o dentro de proteinas. También se usa precipitacion o coagulacién para fijacion y se usa con
frecuencia etanol en este tipo de fijacion. También puede usarse una combinacién de reticulacion y precipitacion
para fijacion. Un proceso de fijacion fuerte es mejor para conservar la informacion morfolégica mientras que un
proceso de fijacion mas débil es mejor para la conservacion de dianas moleculares.

Un fijador representativo es etanol absoluto al 50 %, polietilenglicol (PEG) 2 mM, formaldehido 1,85 %. Las
variaciones de esta formulacion incluyen etanol (50 % a 95 %), metanol (20 % - 50 %) y formalina (formaldehido)
solamente. Otro fijador comun es PEG 1500 2 %, etanol 50 % y metanol 3 %. Los portaobjetos se colocan en el
fijador durante aproximadamente 10 a 15 minutos a temperatura ambiente y después se retiran y se permite que se
sequen. Una vez que los portaobjetos se fijan, pueden aclararse con una solucién tamponada como PBS.

Puede usarse una amplia serie de colorantes para destacar diferencialmente y contrastar o «tefiir» elementos
celulares, subcelulares y tisulares o estructuras morfologicas. Se usa hematoxilina para tefiir los nucleos de un color
azul o negro. Tanto Orange G-6 como Eosin Azure tifien el citoplasma de la célula. Orange G tifie células que
contienen queratina y glucdégeno de amarillo. Se usa eosina Y para tefiir nucleolos, cilios, glébulos rojos y células
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escamosas epiteliales superficiales. Se usan cepas de Romanowsky para portaobjetos secados al aire y son Utiles
para potenciar el pleomorfismo y distinguir material extracelular de intracitoplasmatico.

El proceso de tincién puede incluir un tratamiento para aumentar la permeabilidad de las células a la tincién. El
tratamiento de las células con un detergente puede usarse para aumentar la permeabilidad. Para aumentar la
permeabilidad celular y tisular, las muestras fijadas pueden tratarse adicionalmente con disolventes, saponinas o
detergentes no ionicos. La digestion enzimatica también puede mejorar la accesibilidad de dianas especificas en una
muestra tisular.

Después de la tincion, la muestra se deshidrata usando una sucesion de lavados con alcohol con una concentracion
de alcohol creciente. El lavado final se realiza con xileno o un sustituto de xileno, tal como un terpeno de citrico, que
tiene un indice refractario cercano al del cubreobjetos para aplicar al portaobjetos. Esta etapa final se denomina
aclaramiento. Una vez que la muestra se ha deshidratado y aclarado, se aplica un medio de montaje. El medio de
montaje se selecciona para tener un indice refractario cercano al vidrio y es capaz de unir el cubreobjetos con el
portaobjetos. También inhibira el secado adicional, encogimiento o decoloracién de la muestra celular.

Independientemente de las tinciones o el procesamiento usado, la evaluacion final de la muestra de ensayo
citologica de pulmén se realiza por algun tipo de microscopio para permitir una inspeccioén visual de la morfologia y
una determinacién de la presencia o ausencia del marcador. Los métodos microscopicos a modo de ejemplo
incluyen campo claro, contraste de fases, fluorescencia y contraste de interferencia diferencial.

Si son necesarios ensayos secundarios en la muestra después del examen, el cubreobjetos puede retirarse y el
portaobjetos destefirse. La destincion implica usar los sistemas disolventes originales usados en la tincion del
portaobjetos originalmente sin el colorante afiadido y en un orden inverso al procedimiento de tincion original. La
destincion también puede completarse empapando el portaobjetos en alcohol &cido hasta que las células son
incoloras. Una vez que son incoloras los portaobjetos se aclaran bien en un bafio de agua y se aplica el segundo
procedimiento de tincién.

Ademas, la diferenciacion molecular especifica puede ser posible junto con el andlisis morfolégico celular mediante
el uso de reactivos moleculares especificos tales como anticuerpos o sondas de acido nucleico o aptameros. Esto
mejora la precision de citologia de diagndstico. Puede usarse microdiseccion para aislar un subconjunto de células
para evaluacién adicional, en particular, para evaluacion genética de cromosomas anémalos, expresion génica o
mutaciones.

La preparacion de una muestra tisular para evaluacion histoloégica implica fijacion, deshidratacion, infiltracion,
inclusion y seccion. Los reactivos de fijacion usados en histologia son muy similares o idénticos a los usados en
citologia y tienen los mismos problemas de conservacion de elementos morfolégicos a costa de los moleculares
tales como proteinas individuales. Puede ahorrarse tiempo si la muestra titular no se fija e hidrata sino que en su
lugar se congela y después se secciona congelada. Este es un procedimiento de procesamiento mas suave y puede
conservar marcadores mas individuales. Sin embargo, el congelamiento no es aceptable para almacenamiento a
largo plazo de una muestra tisular ya que se pierde informacién subcelular debido a la introduccién de cristales de
hielo. El hielo en la muestra de tejido congelado también evita que el proceso de seccionamiento produzca un corte
muy fino y por lo tanto puede perderse algo de resolucion microscépica y captura de imagenes de estructuras
subcelulares. Ademas de la fijacion de formalina, se usa tetroxido de osmio para fijar y tefiir fosfolipidos
(membranas).

Se consigue deshidratacion de tejidos con lavados sucesivos de concentracion de alcohol creciente. El aclaramiento
emplea un material que es miscible con alcohol y el material de inclusién e implica un proceso por etapas que
comienza a alcohol:reactivo de aclaramiento 50:50 y después 100 % de agente de aclaramiento (xileno o sustituto
de xileno). La infiltracion implica incubar el tejido con una forma liquida del agente de inclusién (cera caliente,
solucién de nitrocelulosa) primero a agente de inclusién:agente de aclaramiento 50:50 y después 100 % de agente
de inclusién. La inclusion se completa colocando el tejido en un molde o casete y rellenando con agente de inclusiéon
fundido tal como cera, agar o gelatina. Se permite que el agente de inclusion se endurezca. La muestra tisular
endurecida puede después colocarse en seccion fina para tincion y examen posterior.

Antes de la tincién, la seccion tisular se desparafina y se rehidrata. Se usa xileno para desparafinar la seccion,
pueden usarse uno o mas cambios de xileno y el tejido se rehidrata por lavados sucesivos en alcohol de
concentracion decreciente. Antes de la desparafinacion, la seccion tisular puede inmovilizarse por calor en un
portaobjetos de vidrio a aproximadamente 80 °C durante aproximadamente 20 minutos.

La microdiseccion de captura por laser permite el aislamiento de un subconjunto de células para analisis adicional de
una seccion tisular.

Como en citologia, para potenciar la visualizacion de los elementos microscopicos, la seccion tisular o el corte puede

tefiirse con diversas tinciones. Puede usarse un gran menu de tinciones disponibles en el mercado para potenciar o
identificar elementos especificos.
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Para aumentar adicionalmente la interaccién de reactivos moleculares con muestras citolégicas/histolégicas, se han
desarrollado varias técnicas para la «recuperacion de analitos». La primera de dichas técnicas usa calentamiento a
alta temperatura de una muestra fijada. Este método también se denomina recuperacién de epitopo inducida por
calor o REIC. Se han usado diversas técnicas de calentamiento, incluyendo calentamiento por vapor, microondas,
autoclave, bafios de agua y cocinado a presion o una combinacion de estos métodos de calentamiento. Las
soluciones de recuperaciéon de analitos incluyen, por ejemplo, agua, citrato y tampones salinos normales. La clave
para la recuperacién de analitos es el tiempo a alta temperatura pero también se han usado con éxito menores
temperaturas durante tiempos mas largos. Otra clave para la recuperacion de analitos es el pH de la solucién de
calentamiento. Se ha descubierto que el pH bajo proporciona la mejor inmunotincién pero también da lugar a fondos
que con frecuencia requieren el uso de una segunda seccion tisular como control negativo. El beneficio mas
uniforme (inmunotincién aumentada sin aumento en el fondo) se obtiene en general con una soluciéon de pH alto
independientemente de la composicion del tampén. El proceso de recuperacion de analitos para una diana
especifica se optimiza de forma empirica para la diana usando calor, tiempo, pH y composicién de tampdn como
variables para la optimizacion del proceso. El uso del método de recuperacion de analitos por microondas permite la
tincion secuencial de diferentes dianas con reactivos de anticuerpo. No obstante también se ha mostrado que el
tiempo requerido para conseguir complejos de anticuerpos y enzimas entre las etapas de tincion degrada analitos de
membrana celular. Los métodos de calentamiento por microondas han mejorado también los métodos de hibridacion
in situ.

Para iniciar el proceso de recuperacion de analitos, la seccion primero se desparafina y se hidrata. El portaobjetos se
coloca después en tampon de citrato de sodio 10 mM pH 6,0 en una placa o un frasco. Un procedimiento
representativo usa un microondas a 1100 W y calienta por microondas el portaobjetos a 100 % de potencia durante
2 minutos seguido de calentamiento por microondas de los portaobjetos usando 20 % de potencia durante 18
minutos después de comprobar para asegurar que el portaobjetos permanezca cubierto de liquido. Después se deja
enfriar el portaobjetos en el recipiente descubierto y después se aclara con agua destilada. Puede usarse REIC en
combinacion con una digestion enzimatica para mejorar la reactividad de la diana a reactivos inmunoquimicos.

Uno de dichos protocolos de digestion enzimatica usa proteinasa K. Se prepara una concentracion de 20 g/ml de
proteinasa K en base Tris 50 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 0,5 %, tampdn de pH 8,0. El proceso implica en
primer lugar desparafinar secciones en 2 cambios de xileno, de 5 minutos cada uno. Después la muestra se hidrata
en 2 cambios de etanol 100 % durante 3 minutos cada uno, etanol 95 % y 80 % durante 1 minutos cada uno y
después se aclara en agua destilada. Las secciones se cubren con solucion de trabajo de proteinasa Ky se incuban
durante 10-20 minutos a 37 °C en una camara humidificada (el tiempo de incubacion optimo puede variar
dependiendo del tipo de tejido y grado de fijacion). Las secciones se enfrian a temperatura ambiente durante 10
minutos y después se aclaran en PBS Tween 20 durante 2x2 min. Si se desea, pueden bloquearse secciones para
eliminar interferencia potencial de compuestos endégenos y enzimas. La seccién se incuba después con anticuerpo
primario a dilucién apropiada en tampén de dilucion de anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente o
durante una noche a 4 °C. La seccion se aclara después con PBS Tween 20 durante 2x2 min. Puede realizarse
bloqueo adicional, si es necesario para la aplicacién especifica, seguido de aclarado adicional con PBS Tween 20
durante 3x2 min y después completarse finalmente el protocolo de inmunotincion.

También se ha demostrado que un tratamiento sencillo con SDS 1 % a temperatura ambiente mejora la tincion
inmunohistoquimica. Se han aplicado métodos de recuperacion de analitos a secciones montadas en portaobjetos
asi como secciones flotantes. Otra opcion de tratamiento es colocar el portaobjetos en un frasco que contiene acido
citrico y Nonident P40 0,1 a pH 6,0 y calentar a 95 °C. El portaobjetos se lava después con una solucién de tampoén
como PBS.

Para la tincién inmunoldgica de tejidos puede ser Util bloquear la asociacion no especifica del anticuerpo con
proteinas tisulares empapando la seccién en una solucion proteica como suero o leche en polvo desnatada.

Las reacciones de bloqueo pueden incluir la necesidad de reducir el nivel de biotina enddgena; eliminar efectos de
carga endogena; inactivar nucleasas enddgenas; y/o inactivar enzimas endogenas como peroxidasa y fosfatasa
alcalina. Las nucleasas endégenas pueden inactivarse por degradacion con proteinasa K, por tratamiento térmico,
uso de un agente quelante tal como EDTA o EGTA, la introduccion de ADN o ARN vehiculo, tratamiento con un
cadtropo tal como urea, tiourea, hidrocloruro de guanidina, tiocianato de guanidina, perclorato de litio, etc., o
pirocarbonato de dietilo. La fosfatasa alcalina puede inactivarse por HCI 0,1 N durante 5 minutos a temperatura
ambiente o tratamiento con levamisol 1 mM. La actividad peroxidasa puede eliminarse mediante tratamiento con
peréxido de hidrogeno 0,03 %. La biotina endégena puede bloquearse empapando el portaobjetos o la seccion en
una solucion de avidina (puede sustituirse con estreptavidina, neutravidina) durante al menos 15 minutos a
temperatura ambiente. El portaobjetos o la seccién se lava después durante al menos 10 minutos en tampén. Esto
puede repetirse al menos tres veces. Después el portaobjetos o la seccidon se empapa en una solucién de biotina
durante 10 minutos. Esto puede repetirse al menos tres veces con una solucion de biotina nueva cada vez. Se repite
el procedimiento de lavado de tampédn. Los protocolos de bloqueo deberian minimizarse para evitar dafar la
estructura celular o tisular o la diana o dianas de interés pero uno o mas de estos protocolos podrian combinarse
para «bloquear» un portaobjetos o una secciéon antes de la reacciéon con uno o mas aptdmeros de velocidad de
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disociacion lenta. Véase Basic Medical Histology: the Biology of Cells, Tissues and Organs, escrito por Richard G.
Kessel, Oxford University Press, 1998.

Determinacion de valores de biomarcadores usando métodos de espectrometria de masas

Puede usarse diversas configuraciones de espectrometros de masas para detectar valores de biomarcadores. Estan
disponibles varios tipos de espectrometros de masas o pueden producirse con diversas configuraciones. En general,
un espectrometro de masas tiene los siguientes componentes principales: una entrada de muestras, una fuente de
iones, un analizador de masas, un detector, un sistema de vacio y sistema de control de instrumentos y un sistema
de datos. La diferencia en la entrada de muestras, la fuente de iones y el analizador de masas define en general el
tipo de instrumento y sus capacidades. Por ejemplo, una entrada puede ser una fuente de cromatografia liquida en
columna capilar o puede ser una sonda directa o plataforma tal como se usa en desorcion de laser asistida por
matriz. Las fuentes de iones habituales son, por ejemplo, electropulverizacion, incluyendo nanopulverizacion y
micropulverizacion o desorcion por laser asistida por matriz. Los analizadores de masas habituales incluyen un filtro
de masas cuadripolos, analizador de masas de trampa idnica y analizador de masas de tiempo de vuelo. Se
conocen bien en la técnica métodos de espectrometria de masas adicionales (véase Burlingame et al. Anal. Chem.
70:647 R-716R (1998); Kinter y Sherman, Nueva York (2000)).

Los biomarcadores proteicos y valores de biomarcadores pueden detectarse y medirse por cualquiera de los
siguientes: espectrometria de masas de ionizacién por electronebulizacion (ESI-MS), ESI-MS/MS, ESI-MS/(MS)n,
espectrometria de masas de desorcion e ionizacion por laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI - TOF -
MS), espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion por laser potenciada en superficie-tiempo de vuelo (SELDI-
TOF-MS), desorcidn/ionizacién en silicio (DIOS), espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS), cuadripolo-
tiempo de vuelo (Q-TOF), tecnologia de tiempo de vuelo en tdndem (TOF/TOF), denominada TOF/TOF ultraflex lll,
espectrometria de masas de ionizaciéon quimica a presion atmosférica (APCI-MS), APCI-MS/MS, APCI-(MS)N,
espectrometria de masas de fotoionizacion a presion atmosférica (APPI-MS), APPI-MS/MS y APPI-(MS)N,
espectrometria de masas de cuadripolo, espectrometria de masas de transformada de Fourier (FTMS),
espectrometria de masas cuantitativa y espectrometria de masas de trampa idnica.

Se usan estrategias de preparacion de muestras para marcar y enriquecer muestras antes de la caracterizacion
espectroscopica de masas de biomarcadores proteicos y determinacion de valores de biomarcadores. Los métodos
de marcaje incluyen, pero sin limitacién, marcador isobarico para cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ) y
marcaje de isotopos estables con aminoacidos en cultivo celular (SILAC). Los reactivos de captura usados para
enriquecer selectivamente muestras con respecto a proteinas biomarcadoras candidatas antes del andlisis
espectroscopico de masas incluyen, pero sin limitacion, aptameros, anticuerpos, sonda de acido nucleico, quimeras,
moléculas pequefias, un fragmento F(ab’)2, un fragmento de anticuerpo monocatenario, un fragmento Fv, un
fragmento Fv monocatenario, un acido nucleico, una lectina, un receptor de union a ligando, aficuerpos,
nanocuerpos, anquirinas, anticuerpos de dominio, armazones de anticuerpos alternativos (por ejemplo diacuerpos,
etc.), polimeros impresos, avimeros, peptidomiméticos, peptoides, acidos nucleicos peptidicos, acido nucleico de
treosa, un receptor de hormona, un receptor de citocina y receptores sintéticos, y modificaciones y fragmentos de
estos.

Determinacion de valores de biomarcadores usando un ensayo de ligamiento de proximidad

Puede usarse un ensayo de ligamiento de proximidad para determinar valores de biomarcadores. Brevemente, se
pone en contacto una muestra de ensayo con un par de sondas de afinidad que pueden ser un par de anticuerpos o
un par de aptameros, con cada miembro del par extendido con un oligonucleétido. Las dianas para el par de sondas
de afinidad pueden ser dos determinados distintos en una proteina o un determinado en cada una de dos proteinas
diferentes, que pueden existir como complejos homo o heteromultiméricos. Cuando las sondas se unan con los
determinados diana, los extremos libres de las extensiones oligonucleotidicas se ponen en proximidad
suficientemente estrecha para hibridar entre si. La hibridacion de las extensiones oligonucleotidicas se facilita por un
oligonucledétido conector comun que actua para enlazar entre si las extensiones oligonucleotidicas cuando se situan
suficientemente proximas. Una vez que las extensiones oligonucleotidicas de las sondas se han hibridado, los
extremos de las extensiones se unen entre si mediante ligamiento de ADN enzimatico.

Cada extension oligonucleotidica comprende un sitio de cebador para amplificacion por PCR. Una vez que se han
ligado las extensiones oligonucleotidicas entre si, los oligonuclettidos forman una secuencia de ADN continua que,
mediante amplificacién por PCR, revela informacion con respecto a la identidad y cantidad de la proteina diana, asi
como, informacion con respecto a interacciones proteina-proteina cuando los determinados diana estan en dos
proteinas diferentes. El ligamiento de proximidad puede proporcionar un ensayo altamente sensible y especifico para
informacion de concentracion e interaccion de proteinas en tiempo real mediante el uso de PCR en tiempo real. Las
sondas que no se unen con los determinados de interés no tienen las extensiones oligonucleotidicas
correspondientes puestas en proximidad y no puede producirse ligamiento ni amplificacion por PCR, lo que da como
resultado que no se produzca sedal.

Los ensayos anteriores permiten la deteccién de valores de biomarcadores que son utiles en métodos para
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diagnosticar CPNM, donde los métodos comprenden detectar, en una muestra biolégica de un individuo, al menos N
valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en los
biomarcadores proporcionados en la Tabla 1, en donde una clasificacion, como se describe en detalle
posteriormente, usando los valores de biomarcadores indica si el individuo tiene CPNM. Aunque determinados
biomarcadores de CPNM descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar CPNM, también se describen en el
presente documento métodos para el agrupamiento de multiples subconjuntos de los biomarcadores de CPNM que
son cada uno utiles como un panel de tres 0 mas biomarcadores. Por lo tanto, diversas realizaciones de la presente
solicitud proporcionan combinaciones que comprenden N biomarcadores, en donde N es al menos tres
biomarcadores. En ofras realizaciones, N se selecciona para que sea cualquier numero de 2-59 biomarcadores. Se
apreciara que N puede seleccionarse para ser cualquier niumero de cualquiera de los intervalos descritos
anteriormente, asi como intervalos similares, pero de mayor orden. De acuerdo con cualquiera de los métodos
descritos en el presente documento, los valores de biomarcadores pueden detectarse y clasificarse individualmente
o pueden detectarse y clasificarse colectivamente, como por ejemplo en un formato de ensayo multiple.

En otro aspecto, se proporcionan métodos para detectar una ausencia de CPNM, comprendiendo los métodos
detectar, en una muestra biolégica de un individuo, al menos N valores de biomarcadores que corresponden cada
uno a un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en los biomarcadores proporcionados en la Tabla 1, en
donde una clasificacion, como se describe en detalle posteriormente, de los valores de biomarcadores indica una
ausencia de CPNM en el individuo. Aunque determinados biomarcadores de CPNM descritos son Utiles solos para
detectar y diagnosticar la ausencia de CPNM, también se describen en el presente documento métodos para el
agrupamiento de multiples subconjuntos de los biomarcadores de CPNM que son cada uno utiles como un panel de
tres 0 mas biomarcadores. Por lo tanto, diversas realizaciones de la presente solicitud proporcionan combinaciones
que comprenden N biomarcadores, en donde N es al menos tres biomarcadores. En otras realizaciones, N se
selecciona para que sea cualquier numero de 2-59 biomarcadores. Se apreciara que N puede seleccionarse para ser
cualquier numero de cualquiera de los intervalos descritos anteriormente, asi como intervalos similares, pero de
mayor orden. De acuerdo con cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, los valores de
biomarcadores pueden detectarse y clasificarse individualmente o pueden detectarse y clasificarse colectivamente,
como por ejemplo en un formato de ensayo multiple.

Clasificacion de biomarcadores y calculo de puntuaciones de enfermedad

Un «distintivo» de biomarcador para un ensayo de diagnéstico dado contiene un conjunto de marcadores, teniendo
cada marcador diferentes niveles en las poblaciones de interés. Diferentes niveles, en este contexto, pueden
referirse a diferentes medias de los niveles de marcadores para los individuos en dos o mas grupos, o diferentes
varianzas en los dos o mas grupos, o una combinacion de ambos. Para la forma mas sencilla de un ensayo de
diagndstico, estos marcadores pueden usarse para asignar una muestra desconocida de un individuo a uno de dos
grupos, bien enfermo o bien no enfermo. La asignacion de una muestra a uno de dos o mas grupos se conoce como
clasificacion, y el procedimiento usado para conseguir esta asignacion se conoce como un clasificador o un método
de clasificacion. Los métodos de clasificacion también pueden denominarse métodos de puntuacion. Hay muchos
métodos de clasificacion que pueden usarse para construir un clasificador de diagndstico de un conjunto de valores
de biomarcadores. En general, los métodos de clasificacion se realizan mas facilmente usando técnicas de
aprendizaje supervisadas donde se recoge un conjunto de datos usando muestras obtenidas de individuos en dos (o
mas, para multiples estados de clasificacion) grupos distintos que se desea distinguir. Ya que la clase (grupo o
poblacion) a la que pertenece cada muestra se conoce previamente para cada muestra, el método de clasificacion
puede entrenarse para proporcionar la respuesta de clasificacion deseada. También es posible usar técnicas de
aprendizaje no supervisadas para producir un clasificador de diagnéstico.

Los enfoques comunes para el desarrollo de clasificadores de diagndstico incluyen arboles de decision; agregacion,
refuerzo, bosques y bosques aleatorios; aprendizaje basado en inferencia de normas; ventanas de Parzen; modelos
lineales; logistica; métodos de redes neurales; agrupamiento no supervisado; K-medias; jerarquico
ascendente/descendente; aprendizaje semisupervisado; métodos de prototipos; vecino mas cercano; estimaciéon de
densidad de kernel; maquinas de vectores de soporte; modelos de Markov ocultos; aprendizaje de Boltzmann; y
pueden combinarse clasificadores de manera sencilla o en formas que minimicen funciones objetivas particulares.
Para una revision, véase, por ejemplo, Pattern Classification, R. O. Duda, et al., editores, John Wiley & Sons, 22
ediciéon, 2001; véase también, The Elements of Statistical Learning - Data Mining, Inference, and Prediction, T.
Hastie, et al., editores, Springer Science+Business Media, LLC, 22 edicion, 2009; cada una de los cuales se
incorpora por referencia en su totalidad.

Para producir un clasificador usando técnicas de aprendizaje supervisado, se obtiene un conjunto de muestras
denominado datos de entrenamiento. En el contexto de ensayos de diagndstico, los datos de tratamiento incluyen
muestras de los grupos definidos (clases) a los que se asignaran posteriormente muestras desconocidas. Por
ejemplo, las muestras recogidas de individuos en una poblacion de control e individuos en una poblacion de
enfermedad particular pueden constituir datos de entrenamiento para desarrollar un clasificador que pueda clasificar
muestras desconocidas (o, mas particularmente, los individuos de los que se obtuvieron las muestras) como
aquejados de la enfermedad o exentos de la enfermedad. El desarrollo del clasificador a partir de los datos de
entrenamiento se conoce como entrenamiento del clasificador. Los detalles especificos sobre entrenamiento de
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clasificadores dependen de la naturaleza de la técnica de aprendizaje supervisado. Para fines ilustrativos, se
describira posteriormente un ejemplo de entrenamiento de un clasificador bayesiano simple (véase, por ejemplo,
Pattern Classification, R. O. Duda, et al., editores, John Wiley & Sons, 22 ediciéon, 2001; véase también, The
Elements of Statistical Learning - Data Mining, Inference, and Prediction, T. Hastie, ef al., editores, Springer
Sciencet+Business Media, LLC, 22 edicién, 2009).

Ya que normalmente hay muchos mas valores de biomarcadores potenciales que muestras en un conjunto de
entrenamiento, debe tenerse cuidado para evitar el sobreajuste. Se produce sobreajuste cuando un modelo
estadistico describe error aleatorio o ruido en lugar de la relaciéon subyacente. El sobreajuste puede evitarse de
diversas maneras, incluyendo, por ejemplo, limitando el numero de marcadores usados en el desarrollo del
clasificador, suponiendo que las respuestas de marcadores sean independientes entre si, limitando la complejidad
del modelo estadistico subyacente empleado y asegurando que el modelo estadistico subyacente se ajusta a los
datos.

Un ejempilo ilustrativo del desarrollo de un ensayo de diagndéstico usando un conjunto de biomarcadores incluye la
aplicacion de un clasificador bayesiano simple, un clasificador probabilistico sencillo basado en el teorema de Bayes
con tratamiento independiente estricto de los biomarcadores. Cada biomarcador se describe por una funcion de
densidad de probabilidad (fdp) dependiente de clase para los valores de UFR medidos o valores de UFR (unidades
de fluorescencia relativa) logaritmicos en cada clase. Se supone que las fdp unidas para el conjunto de marcadores
en una clase es el producto de las fdp dependientes de clase individuales para cada biomarcador. El entrenamiento
de un clasificador bayesiano simple en este contexto equivale a asignar parametros («parametrizacion») para
caracterizar las fdp dependientes de clase. Puede usarse cualquier modelo subyacente para las fdp dependientes de
clase, pero el modelo deberia ajustarse en general a los datos observados en el conjunto de entrenamiento.

Especificamente, la probabilidad dependiente de clase de medir un valor x; para el biomarcador i en la clase de
enfermedad se escribe como p(xid) y la probabilidad bayesiana simple general de observar n marcadores con
a5 — TT% ayfe.
valores # = (x4, X2, ...Xn) S€ escribe como p(l d) H?':l p(‘l t d) donde los x;s individuales son los niveles
de biomarcadores medidos en UFR o UFR log. La asignacion de clasificacion para un desconocido se facilita
calculando la probabilidad de estar enfermo p(d|%) habiendo medido # en comparacion con la probabilidad de estar
exento de enfermedad (control) p(c|%) para los mismos valores medidos. La relacion de estas probabilidades se
calcula a partir de las fdp dependientes de clase por aplicacion del teorema de Bayes, es decir,
pidlz)  ple|d)p(d]

#) — p(E|ed(=pld}) donde p(d) es la prevalencia de la enfermedad en la poblacién apropiada para el
ensayo. Tomando el logaritmo de ambos lados de esta relacion y sustituyendo las probabilidades dependientes de
clase bayesianas simples de antes se obtiene

pld|@ Y o, [ plald) pld)
" (-p(c ¥ ) - ; n (g}(ﬁ.’ik‘)) + IFJ"_(I_T f)(({))_i

r)

r)
Esta forma se conoce como la relacién de probabilidad logaritmica e indica sencillamente la probabilidad logaritmica
de estar exento de la enfermedad particular frente a tener la enfermedad y estd compuesta principalmente por la
suma de relaciones de probabilidad logaritmica individuales de los n biomarcadores individuales. En su forma mas
sencilla, una muestra desconocida (o, mas particularmente, el individuo del que se obtuvo la muestra) se clasifica
como exento de la enfermedad si la relaciéon anterior es mayor que cero y como aquejado de la enfermedad si la
relacion es menor que cero.

ple

En una realizaciéon a modo de ejemplo, se supone que las fdp de biomarcadores dependientes de clase p(xjc) y
p(xild) son distribuciones normales o normales logaritmicas en los valores de UFR medidos x;, es decir

1 (25 — fe)?
)= ——eap | ——— |,
) V 27*'(7(:,st P 207,

con una expresion similar para p(xid) con us y 0s. La parametrizacion del modelo requiere la estimacién de dos
parametros para cada fdp dependiente de clase, una media y y una varianza o2 a partir de los datos de
entrenamiento. Esto puede conseguirse de varias maneras, incluyendo, por ejemplo, por estimaciones de maxima
probabilidad, por minimos cuadraticos y por cualquier otro método conocido por los expertos en la materia. La
sustitucién de las distribuciones normales para p 'y o en la relacién de probabilidad logaritmica anterior proporciona
la siguiente expresion:

pl;
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Una vez que se ha definido un conjunto de us y o?s para cada fdp en cada clase de los datos de entrenamiento y se
ha especificado la prevalencia de enfermedad en la poblacién, el clasificador bayesiano se determina
completamente y puede usarse para clasificar muestras desconocidas con valores x medidos.

El rendimiento del clasificador bayesiano simple depende del nimero y la calidad de los biomarcadores usados para
construir y entrenar el clasificador. Un Unico biomarcador rendira de acuerdo con su distancia KS (Kolmogorov-
Smirnov), como se define en el Ejemplo 3, posteriormente. Si una medida de rendimiento de un clasificador se define
como el area bajo la curva (ABC) de la caracteristica operadora receptora, un clasificador perfecto tendra una
puntuacion de 1y un clasificador aleatorio, en promedio, tendra una puntuacion de 0,5. La definicion de la distancia
KS entre dos conjuntos A y B de tamafios ny m es el valor, Dnm = supx|Fan(x) - Fem(X)|, que es la mayor diferencia
entre dos funciones de distribucion acumulada (fda) empiricas. La fda empirica para un conjunto A de n

1 it
Fan (J--') = ; Z [Xl-ii:;:-
observaciones X; se define como, 0| donde Ixi=x es la funcién indicadora que es igual
a 1si Xi< xy es por lo demas igual a 0. Por definicion, este valor estd acotado entre 0 y 1, donde una distancia KS
de 1 indica que las distribuciones empiricas no solapan.

La adicion de marcadores posteriores con buenas distancias KS (>0,3, por ejemplo), en general, mejorara el
rendimiento de clasificacion si los marcadores afiadidos posteriormente son independientes del primer marcador.
Usando el area bajo la curva (ABC) de ROC como una puntuacion de clasificador, es sencillo generar muchos
clasificadores de alta puntuacion con una variacién de un algoritmo avido. (Un algoritmo avido es cualquier algoritmo
que siga la metaheuristica de resolucion de problemas de tomar la decision localmente éptima en cada estadio con
la esperanza de encontrar el 6ptimo global).

El enfoque de algoritmo usado aqui se describe en detalle en el Ejemplo 4. Brevemente, todos los clasificadores de
analitos individuales se generan a partir de una tabla de biomarcadores potenciales y se afiaden a una lista. A
continuacion, se realizan entonces todas las posibles adiciones de un segundo analito a cada uno de los
clasificadores de analitos individuales almacenados, guardando un ndmero predeterminado de los pares de mejor
puntuacioén, como, por ejemplo, mil, en una lista nueva. Se exploran todos los clasificadores de tres marcadores
posibles usando esta nueva lista de los mejores clasificadores de dos marcadores, guardando de nuevo los mil
mejores de estos. Este proceso continda hasta que la puntuacion alcanza un nivel estable o comienza a deteriorarse
a medida que se afiaden marcadores adicionales. Los clasificadores de alta puntuacion que permaneces después de
la convergencia pueden evaluarse con respecto al rendimiento deseado para un uso pretendido. Por ejemplo, en una
aplicacion de diagnéstico, los clasificadores con una alta sensibilidad y especificidad moderada pueden ser mas
deseables que sensibilidad moderada y alta especificidad. En otra aplicacion de diagndstico, los clasificadores con
una alta especificidad y una sensibilidad modesta pueden ser mas deseables. El nivel deseado de rendimiento se
selecciona en general basandose en una contrapartida que debe darse entre el nimero de falsos positivos y falsos
negativos que pueden tolerarse cada uno para la aplicaciéon de diagnéstico particular. Dichas contrapartidas
dependen en general de las consecuencias médicas de un error, bien falso positivo o bien falso negativo.

Se conocen en la materia diversas otras técnicas y pueden emplearse para generar muchos clasificadores
potenciales de una lista de biomarcadores usando un clasificador bayesiano simple. En una realizacién, puede
usarse lo que se denomina un algoritmo genético para combinar diferentes marcadores usando la puntuacion de
ajuste como se ha definido anteriormente. Los algoritmos genéticos se ajustan particularmente bien a la exploracion
de una poblacion diversa grande de clasificadores potenciales. En otra realizaciéon, puede usarse la denominada
optimizacion de colonia de hormigas para generar conjuntos de clasificadores. También pueden emplearse otras
estrategias que se conocen en la técnica, incluyendo, por ejemplo, otras estrategias evolutivas asi como hibridacion
simulada y otros métodos de busqueda estocasticos. También pueden emplearse métodos metaheuristicos tales
como, por ejemplo, busqueda de harmonia.

Las realizaciones a modo de ejemplo usan cualquier nimero de los biomarcadores de CPNM enumerados en la
Tabla 1 en diversas combinaciones para producir ensayos de diagnéstico para detectar CPNM (véase Ejemplo 2
para una descripcion detallada de como se identificaron estos biomarcadores). En una realizacién, un método de
diagnostico de CPNM usa un método de clasificacion bayesiano simple junto con cualquiera de varios
biomarcadores de CPNM enumerados en la Tabla 1. En un ejemplo ilustrativo (Ejemplo 3), el ensayo mas sencillo
para detectar CPNM de una poblacion de fumadores y nédulos pulmonares benignos puede construirse usando un
unico biomarcador, por ejemplo, MMP7 que se expresa diferencialimente en CPNM con una distancia KS de 0,59.
Usando los parametros, [, Oc,, Mo, Y Odipara MMP7 de la Tabla 16 y la ecuacién para la probabilidad logaritmica
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descrita anteriormente, puede obtenerse un ensayo de diagndstico con una ABC de 0,803, véase Tabla 15. La curva
de ROC para este ensayo se presenta en la Figura 2.

La adicion del biomarcador CLIC1, por ejemplo, con una distancia KS de 0,53, mejora significativamente el
rendimiento del clasificador a una ABC de 0,883. Obsérvese que la puntuacion para un clasificador construido por
dos biomarcadores no es una sencilla suma de las distancias KS; las distancias KS no son aditivas cuando se
combinan biomarcadores y son necesarios muchos mas marcadores débiles para conseguir el mismo nivel de
rendimiento que un marcador fuerte. La adiciéon de un tercer marcador, STX1A, por ejemplo, refuerza el rendimiento
del clasificador a una ABC de 0,901. La adicion de biomarcadores adicionales, tales como, por ejemplo, CHRDLA1,
PA2G4, SERPINA1, BDNF, GHR, TGFBI y NME2, produce una serie de ensayos de CPNM resumidos en la Tabla
15 y presentados como una serie de curvas de ROC en la Figura 3. La puntuacién de los clasificadores en funcién
del numero de analitos usados en la construccion de clasificador se presenta en la Figura 4. La ABC de este
clasificador de diez marcadores a modo de ejemplo es 0,948.

Los marcadores enumerados en la Tabla 1 pueden combinarse de muchas maneras para producir clasificadores
para diagnosticar CPNM. En algunas realizaciones, los paneles de biomarcadores estan comprendidos por
diferentes numeros de analitos dependiendo de un criterio de rendimiento de diagndstico especifico que se
selecciona. Por ejemplo, determinadas combinaciones de biomarcadores produciran ensayos que son mas sensibles
(o mas especificos) que otras combinaciones.

Una vez que se ha definido que un panel incluye un conjunto particular de biomarcadores de la Tabla 1 y se ha
construido un clasificador a partir de un conjunto de datos de entrenamiento, la definicion del ensayo de diagndstico
esta completa. En una realizacién, el procedimiento usado para clasificar una muestra desconocida se perfila en la
Figura 1A. En otra realizacion el procedimiento usado para clasificar una muestra desconocida se perfila en la Figura
1B. La muestra biolégica se diluye de forma apropiada y después se procesa en uno o mas ensayos para producir
los niveles de biomarcadores cuantitativos relevantes usados para clasificacion. Los niveles de biomarcadores
medidos se usan como entrada para el método de clasificacion que produce una clasificacién y una puntuaciéon
opcional para la muestra que refleja la confianza de la asignacion de clase.

La Tabla 1 identifica 59 biomarcadores que son Utiles para diagnosticar CPNM. Este es un numero
sorprendentemente mayor de lo esperado en comparacion con lo que se encuentra normalmente durante los
intentos de descubrimiento de biomarcadores y puede ser atribuible a la escala del estudio descrito, que abarcé mas
de 1000 proteinas medidas en cientos de muestras individuales, en algunos casos a concentraciones en el intervalo
femtomolar bajo. Supuestamente, el gran numero de biomarcadores descubiertos refleja las diversas rutas
bioquimicas implicadas tanto en la biologia tumoral como en la respuesta del cuerpo a la presencia del tumor; cada
ruta y proceso implica muchas proteinas. Los resultados muestran que ninguna proteina individual de un grupo
pequefio de proteinas es informativa de forma Unica acerca de dichos procesos complejos; mas bien, mdltiples
proteinas estan implicadas en procesos relevantes, tales como la apoptosis o la reparaciéon de matriz extracelular,
por ejemplo.

Dados los numerosos biomarcadores identificados durante el estudio descrito, se esperaria poder obtener grandes
numeros de clasificadores de alto rendimiento que pueden usarse en diversos métodos de diagndstico. Para
comprobar esta idea, se evaluaron decenas de miles de clasificadores usando los biomarcadores en la Tabla 1.
Como se describe en el Ejemplo 4, muchos subconjuntos de los biomarcadores presentados en la Tabla 1 pueden
combinarse para generar clasificadores utiles. A modo de ejemplo, se proporcionan descripciones para
clasificadores que contienen 1, 2 y 3 biomarcadores para deteccion de CPNM. Como se describe en el Ejemplo 4,
todos los clasificadores que se construyeron usando los biomarcadores en la Tabla 1 rindieron notablemente mejor
que clasificadores que se construyeron usando «no marcadores».

El rendimiento de clasificadores obtenidos excluyendo aleatoriamente algunos de los marcadores en la Tabla 1, que
dio como resultado subconjuntos mas pequefios a partir de los que construir los clasificadores, también se ensayo.
Como se describe en el Ejemplo 4, los clasificadores que se construyeron a partir de subconjuntos aleatorios de los
marcadores en la Tabla 1 rindieron de forma similar a clasificadores 6ptimos que se construyeron usando la lista
completa de marcadores en la Tabla 1.

El rendimiento de clasificadores de diez marcadores obtenido excluyendo los «mejores» marcadores individuales de
la agregacion de diez marcadores también se ensayd. Como se describe en el Ejemplo 4, los clasificadores
construidos con los «mejores» marcadores en la Tabla 1 también rindieron bien. Muchos subconjuntos de los
biomarcadores enumerados en la Tabla 1 rindieron casi 6ptimamente, incluso después de retirar los 15 superiores
de los marcadores enumerados en la Tabla. Esto implica que las caracteristicas de rendimiento de cualquier
clasificador particular probablemente no se deban a algun grupo central pequefio de biomarcadores y que el proceso
de enfermedad probablemente influya en numerosas rutas bioquimicas, lo que altera el nivel de expresion de
muchas proteinas.

Los resultados del Ejemplo 4 sugieren algunas posibles conclusiones: En primer lugar, la identificacion de un gran
numero de biomarcadores permite su agregaciéon en un amplio nimero de clasificadores que ofrecen un rendimiento
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alto similar. En segundo lugar, pueden construirse clasificadores de modo que puedan sustituirse biomarcadores
particulares por otros biomarcadores de una manera que refleje las redundancias que indudablemente existen en las
complejidades de los procesos de enfermedad subyacentes. Es decir, la informacion acerca de la enfermedad
aportada por cualquier biomarcador individual identificado en la Tabla 1 solapa con la informacion aportada por otros
biomarcadores, de modo que puede suceder que no deba incluirse ningun biomarcador o grupo pequefio de
biomarcadores particular en la Tabla 1 en ningun clasificador.

Las realizaciones a modo de ejemplo usan clasificadores bayesianos simples construidos a partir de los datos en la
Tabla 16 para clasificar una muestra desconocida. El procedimiento se perfila en las Figuras 1A y 1B. En una
realizacion, la muestra biolégica se diluye opcionalmente y se procesa en un ensayo de aptameros multiple. Los
datos del ensayo se normalizan y se calibran como se perfila en el Ejemplo 3 y los niveles de biomarcadores
resultantes se usan como entrada en un esquema de clasificacion bayesiano. La relacion de probabilidad logaritmica
se calcula para cada biomarcador medido individualmente y después se suma para producir una puntuacién de
clasificacion final, que también se denomina puntuacion de diagnéstico. Puede indicarse la asignacion resultante asi
como la puntuacién de clasificacion general. Opcionalmente, los factores de riesgo de probabilidad logaritmica
individuales calculados para cada nivel de biomarcador también pueden indicarse. Los detalles del célculo de la
puntuacion de clasificacion se presentan en el Ejemplo 3.

Kits

Puede detectarse cualquier combinacion de los biomarcadores de la tabla 1 (asi como informacién biomédica
adicional) usando un kit adecuado, tal como para su uso en la realizacion de los métodos desvelados en el presente
documento. Ademas, cualquier kit puede contener uno o més marcadores detectables como se describe en el
presente documento, tal como un resto fluorescente, etc.

En una realizacién, un kit incluye (a) uno o mas reactivos de captura (tales como, por ejemplo, al menos un
aptamero o anticuerpo) para detectar uno o mas biomarcadores en una muestra bioldgica, en donde los
biomarcadores incluyen cualquiera de los biomarcadores expuestos en la tabla 1, y opcionalmente (b) uno o mas
productos de programas informaticos o software para clasificar al individuo del que se obtuvo la muestra bioldgica
como aquejado o no aquejado de CPNM o para determinar la probabilidad de que el individuo tenga CPNM, como se
describe adicionalmente en el presente documento. Como alternativa, en lugar de uno o mas productos de
programas informaticos, pueden proporcionarse una o mas instrucciones para que un ser humano realice
manualmente las etapas anteriores.

La combinacién de un soporte sélido con un reactivo de captura correspondiente y un material generador de sefal
se denomina en el presente documento «dispositivo de deteccion» o «kit». El kit también puede incluir instrucciones
para usar los dispositivos y reactivos, manipular la muestra y analizar los datos. Ademas el kit puede usarse con un
sistema informatico o software para analizar y presentar el resultado del analisis de la muestra bioldgica.

Los kits también pueden contener uno o mas reactivos (por ejemplo, tampones de solubilizacién, detergentes,
lavados o tampones) para procesar una muestra biolégica. Cualquiera de los kits descritos en el presente
documento también puede incluir, por ejemplo, tampones, agentes de bloqueo, materiales de matriz de
espectrometria de masas, agentes de captura de anticuerpos, muestras de control positivo, muestras de control
negativo, software e informacion tales como protocolos, orientacion y datos de referencia.

En un aspecto, la invencion proporciona kits para el andlisis del estado de CPNM. Los kits incluyen cebadores de
PCR para uno o mas biomarcadores seleccionados de la Tabla 1. El kit puede incluir ademas instrucciones de uso y
correlacién de los biomarcadores con CPNM. El kit también puede incluir una matriz de ADN que contiene el
complemento de uno o mas de los biomarcadores seleccionados de la Tabla 1, reactivos y/o enzimas para amplificar
o aislar ADN de muestra. Los kits pueden incluir reactivos para PCR en tiempo real, por ejemplo, sondas y/o
cebadores TagMan y enzimas.

Por ejemplo, un kit puede comprender (a) reactivos que comprenden al menos reactivo de captura para cuantificar
uno 0 mas biomarcadores en una muestra de ensayo, en donde dichos biomarcadores comprenden los
biomarcadores expuestos en la Tabla 1, cualquier otro biomarcador o paneles de biomarcadores descritos en el
presente documento, y opcionalmente (b) uno o mas algoritmos o programas informaticos para realizar las etapas de
comparar la cantidad de cada biomarcador cuantificado en la muestra de ensayo con uno o mas puntos de corte
predeterminados y asignar una puntuaciéon para cada biomarcador cuantificado basandose en dicha comparacion,
combinar las puntuaciones asignadas para cada biomarcador cuantificado para obtener una puntuacion total,
comparar la puntuacién total con una puntuacién predeterminada y usar dicha comparacion para determinar si un
individuo tiene CPNM. Como alternativa, en lugar de uno o mas algoritmos o programas informaticos, pueden
proporcionarse una 0 mas instrucciones para que un ser humano realice manualmente las etapas anteriores.
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Métodos informaticos y software

Una vez que se ha seleccionado un biomarcador o panel de biomarcadores, un método para diagnosticar a un
individuo puede comprender lo siguiente: 1) recoger u obtener de otro modo una muestra bioldgica; 2) realizar un
método analitico para detectar y medir el biomarcador o biomarcadores en el panel en la muestra bioldgica; 3)
realizar cualquier normalizacion o unificacién de datos requeridas para el método usado para recoger valores de
biomarcadores; 4) calcular la puntuacion de marcador; 5) combinar las puntuaciones de marcadores para obtener
una puntuacion de diagndstico total; y 6) presentar la puntuacion de diagndstico del individuo. En este enfoque, la
puntuacion de diagnéstico puede ser un Unico numero determinado a partir de la suma de todos los calculos de
marcadores que se compara con un valor umbral predeterminado que es una indicacion de la presencia o ausencia
de enfermedad. O la puntuacién de diagnéstico puede ser una serie de barras que representan cada una un valor de
biomarcador y el patron de las respuestas puede compararse con un patrén predeterminado para la determinacion
de la presencia o ausencia de enfermedad.

Pueden implementarse al menos algunas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento con el
uso de un ordenador. Se muestra un ejemplo de un sistema informatico 100 en la Figura 6. Con referencia a la
Figura 6, se muestra el sistema 100 que comprende elementos de hardware que se acoplan eléctricamente
mediante bus 108, incluyendo un procesador 101, dispositivo de entrada 102, dispositivo de salida 103, dispositivo
de almacenamiento 104, lector de medio de almacenamiento leible por ordenador 105a, sistema de comunicaciones
106 que procesa la aceleracion (por ejemplo, DSP procesadores especializados) 107 y memoria 109. El lector de
medio de almacenamiento leible por ordenador 105a se acopla adicionalmente a medio de almacenamiento leible
por ordenador 105b, representando la combinacion de forma exhaustiva dispositivos de almacenamiento remotos,
locales, fijos y/o desmontables mas medio de almacenamiento, memoria, etc. para contener temporal y/o mas
permanentemente informacién leible por ordenador, que puede incluir dispositivo de almacenamiento 104, memoria
109 y/o cualquier otro de dichos recursos de sistema accesible 100. El sistema 100 también comprende elementos
de software (mostrados como localizados actualmente en la memoria de trabajo 191) incluyendo un sistema
operativo 192 y otro cddigo 193, tal como programas, datos y similares.

Con respecto a la Figura 6, el sistema 100 tiene flexibilidad y capacidad de configuracion extensivas. Por lo tanto,
por ejemplo, podria utilizarse una Unica arquitectura para implementar uno o mas servidores que pueden
configurarse adicionalmente de acuerdo con protocolos deseables actualmente, variaciones de protocolos,
extensiones, etc. Sin embargo, resultara evidente para los expertos en la materia que pueden utilizarse realizaciones
de acuerdo con requisitos de aplicacion mas especificos. Por ejemplo, podrian implementarse uno o mas elementos
de sistema como subelementos en un componente de sistema 100 (por ejemplo, en sistema de comunicaciones
106). También podria utilizarse hardware adaptado y/o podrian implementarse elementos particulares en hardware,
software o ambos. Ademas, aunque puede emplearse conexion con otros dispositivos informaticos tales como
dispositivos de entrada/salida de redes (no mostrados), debe entenderse que también podrian utilizarse conexion o
conexiones por cable, sin cable, por médem y/u otras con otros dispositivos informaticos.

En un aspecto, el sistema puede comprender una base de datos que contiene elementos de biomarcadores
caracteristicos de CPNM. Los datos de biomarcadores (o informacion de biomarcadores) pueden utilizarse como una
entrada en el ordenador para su uso como parte de un método implementado por ordenador. Los datos de
biomarcadores pueden incluir los datos como se describen en el presente documento.

En un aspecto, el sistema comprende ademas uno o mas dispositivos para proporcionar datos de entrada a uno o
mas procesadores.

El sistema comprende ademas una memoria para almacenar un conjunto de datos de elementos de datos
clasificados.

En otro aspecto, el dispositivo para proporcionar datos de entrada comprende un detector para detectar la
caracteristica del elemento de datos, por ejemplo, tal como un espectrémetro de masas o lector de chips génicos.

El sistema puede comprender adicionalmente un sistema de control de base de datos. Las peticiones o consultas de
usuarios pueden formatearse en un lenguaje apropiado entendido por el sistema de control de base de datos que
procesa la consulta para extraer la informacion relevante de la base de datos de conjuntos de entrenamiento.

El sistema puede ser conectable a una red con la que se conectan un servidor de red y uno o mas clientes. La red
puede ser una red de area local (LAN) o una red de area amplia (WAN), como se conoce en la técnica.
Preferentemente, el servidor incluye el hardware necesario para ejecutar productos de programas informaticos (por
ejemplo, software) para acceder a datos de la base de datos para procesar peticiones de usuarios.

El sistema puede incluir un sistema operativo (por ejemplo, UNIX o Linux) para ejecutar instrucciones de un sistema

de control de base de datos. En un aspecto, el sistema operativo puede actuar en una red de comunicaciones global,
tal como internet, y utilizar un servidor de red de comunicaciones global para conectar con dicha red.
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El sistema puede incluir uno o mas dispositivos que comprenden una interfaz de visualizacion grafica que
comprende elementos de interfaz tales como botones, menus desplegables, barras de desplazamiento, campos para
introducir texto y similares como se encuentran rutinariamente en las interfaces graficas de usuario conocidas en la
técnica. Pueden transmitirse peticiones introducidas en una interfaz de usuario a un programa de aplicacién en el
sistema para formatear para buscar informacion relevante en una o mas de las bases de datos del sistema. Las
peticiones o consultas introducidas por un usuario pueden construirse en cualquier lenguaje de base de datos
adecuado.

La interfaz grafica de usuario puede generarse por un cédigo de interfaz grafica de usuario como parte del sistema
operativo y puede usarse para introducir datos y/o presentar datos introducidos. El resultado de datos procesados
puede presentarse en la interfaz, imprimirse en una impresora en comunicacion con el sistema, guardarse en un
dispositivo de memoria y/o transmitirse a través de la red o puede proporcionarse en forma del medio leible por
ordenador.

El sistema puede estar en comunicacion con un dispositivo de entrada para proporcionar datos con respecto a
elementos de datos al sistema (por ejemplo, valores de expresién). En un aspecto, el dispositivo de entrada puede
incluir un sistema de perfil de expresion génica que incluye, por ejemplo, un espectrometro de masas, lector de chip
génico o matrices, y similares.

Los métodos y aparatos para analizar informacion de biomarcadores de CPNM segun diversas realizaciones pueden
implementarse de cualquier manera adecuada, por ejemplo, usando un programa informatico que actda en un
sistema informatico. Puede usarse un sistema informatico convencional que comprende un procesador y una
memoria de acceso directo, tal como un servidor de aplicacion accesible de forma remota, servidor de red,
ordenador personal o estacion de trabajo. Los componentes de sistema informatico adicionales pueden incluir
dispositivos de memoria o sistemas de almacenamiento de informacion, tales como un sistema de almacenamiento
masivo y una interfaz de usuario, por ejemplo un monitor convencional, teclado y dispositivo de seguimiento. El
sistema informatico puede ser un sistema independiente o parte de una red de ordenadores que incluye un servidor
y una o mas bases de datos.

El sistema de analisis de biomarcadores de CPNM puede proporcionar funciones y operaciones para completar
andlisis de datos, tal como recopilacién de datos, procesamiento, analisis, presentacion y/o diagnéstico. Por ejemplo,
en una realizacion, el sistema informatico puede ejecutar el programa informatico que puede recibir, almacenar,
buscar, analizar y presentar informacién relacionada con los biomarcadores de CPNM. El programa informatico
puede comprender multiples moédulos que realizan diversas funciones u operaciones, tales como un modulo de
procesamiento para procesar datos sin procesar y generar datos complementarios y un médulo de andlisis para
analizar datos sin procesar y datos complementarios para generar un estado y/o diagndstico de CPNM. El
diagnostico del estado de CPNM puede comprender generar o recoger cualquier otra informacién, incluyendo
informacion biomédica adicional, con respecto a la condicién del individuo en relacion con la enfermedad, identificar
si pueden ser deseables ensayos adicionales o evaluar de otro modo el estado de salud del individuo.

En referencia ahora a la Figura 7, puede verse un ejemplo de un método para utilizar un ordenador de acuerdo con
principios de una realizacion desvelada. En la Figura 7, se muestra un diagrama de flujo 3000. En el bloque 3004,
puede recuperarse informacién de biomarcadores para un individuo. La informacién de biomarcadores puede
recuperarse de una base de datos informatica, por ejemplo, después de realizarse ensayo de la muestra biolégica
del individuo. La informacién de biomarcadores puede comprender valores de biomarcadores que corresponden
cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados de un grupo que consiste en los biomarcadores
proporcionados en la Tabla 1, en donde n = 2-59. En el bloque 3008, puede utilizarse un ordenador para clasificar
cada uno de los valores de biomarcadores. Y, en el bloque 3012, puede realizarse una determinacion con respecto a
la probabilidad de que un individuo tenga CPNM basandose en una pluralidad de clasificaciones. La indicacion
puede extraerse a un monitor u otro dispositivo indicador de modo que sea visible por una persona. Por lo tanto, por
ejemplo, se puede presentar en una pantalla de un ordenador u otro dispositivo de salida.

En referencia ahora a la Figura 8, puede ilustrarse un método alternativo para utilizar un ordenador de acuerdo con
otra realizacién mediante el diagrama de flujo 3200. En el bloque 3204, puede utilizarse un ordenador para recuperar
informacion de biomarcadores para un individuo. La informacion de biomarcadores comprende un valor de
biomarcador que corresponde a un biomarcador seleccionado del grupo de biomarcadores proporcionado en la
Tabla 1. En el bloque 3208, puede realizarse una clasificacion del valor de biomarcador con el ordenador. Y, en el
bloque 3212, puede realizarse una indicacién con respecto a la probabilidad de que un individuo tenga CPNM
basandose en la clasificacion. La indicacion puede extraerse a un monitor u otro dispositivo indicador de modo que
sea visible por una persona. Por lo tanto, por ejemplo, se puede presentar en una pantalla de un ordenador u otro
dispositivo de salida.

Algunas realizaciones descritas en el presente documento pueden implementarse para incluir un producto de
programa informatico. Un producto de programa informatico puede incluir un medio leible por ordenador que tenga
codigo de programa leible por ordenador incorporado en el medio para provocar que un programa de aplicacién se
ejecute en un ordenador con una base de datos.
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Como se usa en el presente documento, un «producto de programa informatico» se refiere a un conjunto organizado
de instrucciones en forma de instrucciones en lenguaje natural o de programacién que estan contenidas en un medio
fisico de cualquier naturaleza (por ejemplo, escrito, electrénico, magnético, 6ptico u otro) y que puede usarse con un
ordenador u otro sistema de procesamiento de datos automatico. Dichas instrucciones en lenguaje de programacion,
cuando son ejecutadas por un ordenador o sistema de procesamiento de datos, provocan que el ordenador o
sistema de procesamiento de datos actue de acuerdo con el contenido particular de las instrucciones. Los productos
de programas informaticos incluyen sin limitacion: programas en bibliotecas de codigo fuente y objeto y/o ensayo o
datos incluidas en un medio leible por ordenador. Ademas, puede proporcionarse el producto de programa
informatico que permite que un sistema informatico o dispositivo de equipamiento de procesamiento de datos actue
en modos preseleccionados de varias formas, incluyendo, pero sin limitacion, codigo fuente original, cédigo de
ensamblaje, cddigo objeto, lenguaje maquina, versiones encriptadas o comprimidas de lo anterior y todos y cada uno
de los equivalentes.

En un aspecto, se proporciona un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de CPNM. El
producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de programa
ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cdédigo de programa: codigo
que recupera datos atribuidos a una muestra bioldgica de un individuo, en donde los datos comprenden valores de
biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores en la muestra bioldgica
seleccionados del grupo de biomarcadores proporcionado en la tabla 1, en donde n = 2-59; y cédigo que ejecuta un
método de clasificacion que indica un estado de CPNM del individuo en funcién de los valores de biomarcadores.

En otro aspecto mas, se proporciona un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de CPNM.
El producto de programa informatico incluye un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de programa
ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cdédigo de programa: codigo
que recupera datos atribuidos a una muestra bioldgica de un individuo, en donde los datos comprenden un valor de
biomarcador que corresponde a un biomarcador en la muestra bioldgica seleccionado del grupo de biomarcadores
proporcionado en la Tabla 1; y cddigo que ejecuta un método de clasificacion que indica un estado de CPNM del
individuo en funcion del valor de biomarcador.

Aunque se han descrito diversas realizaciones como métodos o aparatos, deberia entenderse que pueden
implementarse realizaciones mediante cédigo junto con un ordenador, por ejemplo, cédigo residente en un
ordenador o accesible al ordenador. Por ejemplo, podrian utilizarse software y bases de datos para implementar
muchos de los métodos analizados anteriormente. Por lo tanto, ademas de realizaciones realizadas por hardware,
también deberia observarse que estas realizaciones pueden realizarse mediante el uso de un articulo de fabricacion
comprendido en un medio leible por ordenador que tiene un cédigo de programa leible por ordenador incorporado en
el mismo, que provoca la habilitacion de las funciones desveladas en esta descripcion. Por lo tanto, se desea que las
realizaciones también se consideren protegidas por esta patente en su medio de cédigo de programa. Ademas, las
realizaciones pueden incorporarse como codigo almacenado en una memoria leible por ordenador de practicamente
cualquier tipo incluyendo, sin limitacion, RAM, ROM, medio magnético, medio 6ptico o medio magneto-6ptico. Aun
mas generalmente, las realizaciones podrian implementarse en software, o en hardware, o cualquier combinacién de
las mismas incluyendo, pero sin limitacion, software que se ejecuta en un procesador de uso general, microcodigo,
PLA o ASIC.

También se prevé que podrian realizarse realizaciones como sefiales informaticas incorporadas en una onda
portadora, asi como sefiales (por ejemplo, eléctrica y optica) propagadas a través de un medio de transmision. Por lo
tanto, los diversos tipos de informacién analizados anteriormente podrian formatearse en una estructura, tal como
una estructura de datos, y transmitirse como una sefial eléctrica a través de un medio de transmision o almacenarse
en un medio leible por ordenador.

También debe observarse que muchas de las estructuras, materiales y actos enumerados en el presente documento
pueden enumerarse como un medio para realizar una funcidon o una etapa para realizar una funcién. Por lo tanto,
deberia entenderse que dicho lenguaje tiene derecho a abarcar todas esas estructuras, materiales o actos
desvelados en la presente memoria descriptiva y sus equivalentes, incluyendo la materia incorporada por referencia.

El proceso de identificacion de biomarcadores, la utilizacion de los biomarcadores desvelados en el presente
documento y los diversos métodos para determinar valores de biomarcadores se han descrito en detalle
anteriormente con respecto a CPNM. Sin embargo, la aplicacion del proceso, el uso de biomarcadores identificados
y los métodos para determinar valores de biomarcadores son completamente aplicables a otros tipos de cancer
especificos, a cancer en general, a cualquier otra enfermedad o afeccion médica o a la identificacion de individuos
que pueden beneficiarse o no por un tratamiento médico complementario. Excepto cuando se hace referencia a
resultados especificos relacionados con CPNM, como resulta evidente a partir del contexto, puede entenderse que
las referencias en el presente documento a CPNM incluyen otros tipos de cancer, cancer en general o cualquier otra
enfermedad o afecciéon médica.
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan solamente con fines ilustrativos y no se pretende que limiten el alcance de
la patente como se define por las reivindicaciones adjuntas. Todos los ejemplos descritos en el presente documento
se llevaron a cabo usando técnicas convencionales, que son bien conocidas y rutinarias para los expertos en la
materia. Las técnicas de biologia molecular rutinarias descritas en los siguientes ejemplos pueden llevarse a cabo
como se describe en los manuales de laboratorio convencionales, tal como Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (2001).

Ejemplo 1. Analisis de aptameros multiple de muestras

Este ejemplo describe el ensayo de aptameros mdltiple usado para analizar las muestras y los controles para la
identificacion de los biomarcadores expuestos en la Tabla 1 (véase Figura 9) y la identificacion de los biomarcadores
de cancer expuestos en la Tabla 19. Para los estudios de CPNM, mesotelioma y carcinoma de células renales, €l
andlisis multiple utilizd6 1.034 aptameros, cada uno Unico de una diana especifica.

En este método, las puntas de pipeta se cambiaron para cada adicién de solucion.

Ademas, a menos que se indique de otro modo, la mayoria de transferencias de solucion y adiciones de lavado
usaron el cabezal de 96 pocillos de un Beckman Biomek FxP. Las etapas del método pipeteadas manualmente
usaron una Pipetteman P200 de doce canales (Rainin Instruments, LLC, Oakland, CA), a menos que se indique otra
cosa. Se prepar6 un tampon adaptado denominado SB17 de forma interna, que comprendia HEPES 40 mM, NaCl
100 mM, KCl 5 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM a pH 7,5. Se prepar6 un tampon adaptado denominado SB18 de
forma interna, que comprendia HEPES 40 mM, NaCl 100 mM, KCI 5 mM, MgCl,5 mM a pH 7,5. Todas las etapas se
realizaron a temperatura ambiente a menos que se indique otra cosa.

1. Preparacion de solucion de reserva de aptameros

Se prepararon soluciones de aptameros de reserva adaptados para suero 5 %, 0,316 % y 0,01 % a concentracién 2x
en SB17 1x, Tween-20 0,05 %.

Estas soluciones se almacenan a -20 °C hasta su uso. El dia del ensayo, cada mezcla de aptdmeros se descongel6
a 37 °C durante 10 minutos, se colocé en un bafio de agua hirviente durante 10 minutos y se permitié que se enfriara
hasta 25 °C durante 20 minutos con mezcla vigorosa entre cada etapa de calentamiento. Después de calentamiento-
enfriamiento, se pipetearon manualmente 55 pl de cada mezcla de aptameros 2x en una placa de Hybaid de 96
pocillos y la placa se precinté con papel de aluminio. El resultado final fue tres placas de Hybaid precintadas con
papel de aluminio, de 96 pocillos, con mezclas de aptameros de 5 %, 0,316 % o 0,01 %. La concentracion de
aptameros individual fue 2x final 0 1 nM.

2. Preparacion de muestras de ensayo

Se colocaron alicuotas congeladas de 100 % de suero o plasma, almacenadas a -80 °C en bafio de agua a 25 °C
durante 10 minutos. Las muestras descongeladas se colocaron en hielo, se agitaron vorticialmente suavemente
(ajustado a 4) durante 8 segundos y después se recolocaron en hielo.

Se prepard una solucion de muestras al 10 % (2x final) transfiriendo 8 pl de muestra usando un pipeteador que
abarca 8 canales de 50 pl en placas de Hybaid de 96 pocillos, conteniendo cada pocillo 72 ul del diluyente de
muestras apropiado a 4 °C (SB17 1x para suero o SB18 0,8x para plasma, mas Tween-20 0,06 %, Z-block_2 11,1
puM, MgCl; 0,44 mM, AEBSF 2,2 mM, EGTA 1,1 mM, EDTA 55,6 uM). Esta placa se almacend en hielo hasta que las
siguientes etapas de dilucién de muestras se iniciaron en el robot BiomekFxP.

Para comenzar el equilibrado de muestras y aptameros, la placa de muestras 10 % se centrifugé brevemente y se
coloco en el Beckman FX donde se mezcl6 pipeteando arriba y abajo con el pipeteador de 96 pocillos. Después se
prepar6 una placa de muestras 0,632 % (2x final) diluyendo 6 ul de la muestra 10 % en 89 pl de SB17 1x Tween-20
0,05 % con AEBSF 2 mM. A continuacion, la dilucion de 6 pl de la muestra 0,632 % resultante en 184 ul de SB17 1x,
Tween-20 0,05 % realiz6 una placa de muestras 0,02 % (2x final). Se realizaron diluciones en el Beckman Biomek
FxP. Después de cada transferencia, las soluciones se mezclaron pipeteando arriba y abajo. Las 3 placas de
dilucidon de muestras se transfirieron después a sus soluciones de aptdmeros respectivos afiadiendo 55 pl de la
muestra a 55 pl de la mezcla de aptdmeros 2x. Las soluciones de muestras y aptameros se mezclaron en el robot
pipeteando arriba y abajo.

3. Union de equilibrado de muestras

Las placas de muestras/aptameros se precintaron con papel de aluminio y se colocaron en un incubador a 37 °C
durante 3,5 horas antes de continuar a la etapa de Captura 1.
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4. Preparacion de placa de perlas de Captura 2

Se lavé una alicuota de 11 ml de perlas de estreptavidina C1 MyOne (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) (10 mg/ml) 2
veces con volumenes iguales de NaOH 20 mM (incubacion de 5 minutos para cada lavado), 3 veces con volumenes
iguales de SB17 1x, Tween-20 0,05 % y se resuspendié en 11 ml de SB17 1x, Tween-20 0,05 %. Usando un
pipeteador multicanal de 12 canales, se pipetearon manualmente 50 pl de esta solucién en cada pocillo de una placa
de Hybaid de 96 pocillos. La placa se cubrié después con papel de aluminio y se almacen6 a 4 °C para su uso en €l
ensayo.

5. Preparacion de placa de perlas de Captura 1

Se equilibraron tres placas de Millipore HV de 0,45 um (membrana Durapore, Cat n.° MAHVN4550) con 100 pl de
SB17 1x, Tween-20 0,05 % durante al menos 10 minutos. El tampodn de equilibrado se filtr6 después a través de la
placa y se afadieron 133,3 pl de una suspension de perlas de estreptavidina-agarosa 7,5 % (en SB17 1x, Tween-20
0,05 %) a cada pocillo. Para mantener las perlas de estreptavidina-agarosa suspendidas mientras se transfieren a la
placa de filtro, la solucién de perlas se mezclé6 manualmente con un pipeteador de 12 canales de 200 pl, al menos 6
veces entre acontecimientos de pipeteo. Después de distribuirse las perlas a través de las 3 placas de filtro, se
aplicé un vacio para retirar el sobrenadante de perlas. Finalmente, las perlas se lavaron en las placas de filtro con
200 pl de SB17 1x, Tween-20 0,05 % y después se resuspendieron en 200 yl de SB17 1x, Tween-20 0,05 %. Los
fondos de las placas de filtro se transfirieron y las placas se almacenaron para su uso en el ensayo.

6. Carga del Cytomat

El cytomat se cargd con todas las puntas, placas, todos los reactivos en canales (excepto reactivo de NHS-biotina
que se prepar6 de nuevo justo antes de la adicién a las placas), 3 placas de filtro de Captura 1 preparadas y 1 placa
MyOne preparada.

7. Captura 1

Después de un tiempo de equilibrado de 3,5 horas, las placas de muestras/aptameros se retiraron del incubador, se
centrifugaron durante aproximadamente 1 minuto, se retiré la cubierta y se colocé en la plataforma del Beckman
Biomek FxP. Se inici6 el programa de Beckman Biomek FxP. Todas las etapas posteriores en la Captura 1 fueron
realizadas por el robot Beckman Biomek FxP a menos que se indique otra cosa. Dentro del programa, el vacio se
aplico a las placas de filtro de Captura 1 para retirar el sobrenadante de perlas. Se afiadieron cien microlitros de
cada una de las reacciones de unién de equilibrado 5 %, 0,316 % y 0,01 % a sus placas de filtracién de Captura 1
respectivas, y cada placa se mezclé usando un agitador orbital en plataforma a 800 rpm durante 10 minutos.

Se retird solucion no unida mediante filtracion al vacio. Las perlas de Captura 1 se lavaron con 190 pl de biotina 100
MM en SB17 1x, Tween-20 0,05 % seguido de 5x 190 ul de SB17 1x, Tween-20 0,05 % distribuyendo la solucién y
extrayendo inmediatamente un vacio para filtrar la solucion a través de la placa.

8. Marcaje

Se descongel6 una alicuota de NHS-PEO4-biotina 100 mM en DMSO anhidro se descongel6 a 37 °C durante 6
minutos y se diluyé después 1:100 con tampodn de marcaje (SB17 a pH 7,25, Tween-20 0,05 %). Tras un impulso de
robot, el reactivo de NHS-PEO4-biotina diluido se afiadid6 manualmente a un surco en plataforma y el programa de
robot se reinici6 manualmente para distribuir 100 pl de la NHS-PEO4-biotina en cada pocillo de cada placa de filtro
de Captura 1. Se permitié que esta solucion se incubara con perlas de Captura 1 agitando a 800 rpm durante 5
minutos en los agitadores orbitales.

9. Exposicion cinética y fotoescision

La reaccion de marcaje se retird por filtracion al vacio y se detuvo mediante la adicion de 150 pl de glicina 20 mM en
SB17 1x, Tween-20 0,05 % a las placas de Captura 1. La solucién de marcador de NHS/glicina se retir6 mediante
filtracion al vacio. A continuacién, se afiadieron 1500 pl de glicina 20 mM (SB17 1x, Tween-20 0,05 %) a cada placa
y se incubaron durante 1 minuto en agitadores orbitales a 800 rpm antes de retirada por filtracion al vacio.

Los pocillos de las placas de Captura 1 se lavaron posteriormente tres veces afiadiendo 190 pl de SB17 1x, Tween-
20 0,05 %, seguido de filtracién al vacio y después afiadiendo 190 pl de SB17 1x, Tween-20 0,05 % con agitacion
durante 1 minuto a 800 rpm seguido de filtracion al vacio. Después del ultimo lavado las placas se colocaron sobre
una placa de pocillos de 1 ml de profundidad y se retiraron de la plataforma. Las placas de Captura 1 se
centrifugaron a 1000 rpm durante 1 minuto para retirar tanto volumen superfluo de las perlas de agarosa antes de la
elucién como fuera posible.

Las placas se colocaron de nuevo en el Beckman Biomek FxP y 85 pl de DxSO4 10 mM en SB17 1x, se afiadid
Tween-20 0,05 % a cada pocillo de las placas de filtro.
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Las placas de filtro se retiraron de la plataforma, se colocaron en un termoagitador Variomag (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA) bajo las fuentes de luz BlackRay (Ted Pella, Inc., Redding, CA) y se irradiaron durante
5 minutos agitando al mismo tiempo a 800 rpm. Después de la incubacion de 5 minutos las placas se rotaron 180
grados y se irradiaron con agitacion durante 5 minutos mas.

Las soluciones fotoescindidas se eluyeron secuencialmente de cada placa de Captura 1 a una placa de pocillos
profundos comunes colocando en primer lugar la placa de filtro de Captura 1 5 % sobre una placa de pocillos
profundos de 1 ml y centrifugando a 1000 rpm durante 1 minuto. Las placas de Captura 1 0,316 % y 0,01 % se
centrifugaron después secuencialmente en la misma placa de pocillos profundos.

10. Captura de perla de Captura 2

El bloque de pocillos de 1 ml de profundidad que contiene los eluatos combinados de Captura 1 se colocé en la
plataforma del Beckman Biomek FxP para Captura 2.

El robot transfirié todo el eluato fotoescindido de la placa de pocillos de 1 ml de profundidad en la placa de Hybaid
que contiene las perlas magnéticas MyOne de Captura 2 previamente preparadas (después de retirada del tampén
MyOne mediante separacion magnética).

La solucion se incubd agitando al mismo tiempo a 1350 rpm durante 5 minutos a 25 °C en un termoagitador
Variomag (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA).

El robot transfirié la placa a la estacion separadora magnética en plataforma. La placa se incubd en el iman durante
90 segundos antes de la retirada y de descartar el sobrenadante.

Lavados de glicerol 30 % a 11,37 °C

La placa de Captura 2 se movi6 al agitador térmico en plataforma y se transfirieron 75 yl de SB17 1x, Tween-20
0,05 % a cada pocillo. La placa se mezclé durante 1 minuto a 1350 rpm y 37 °C para resuspender y calentar las
perlas. A cada pocillo de la placa de Captura 2, se transfirieron 75 pl de glicerol 60 % a 37 °C y la placa continué
mezclandose durante otro minuto a 1350 rpm y 37 °C. El robot transfirié la placa al separador magnético a 37 °C
donde se incubd en el iman durante 2 minutos y después el robot retird y descartd el sobrenadante. Estos lavados se
repitieron dos veces més.

Después de retirada del tercer lavado de glicerol 30 % de las perlas de Captura 2, se afiadieron 150 pl de SB17 1x,
Tween-20 0,05 % a cada pocillo y se incub6 a 37 °C, agitando a 1350 rpm durante 1 minuto, antes de la retirada por
separacién magnética en el iman a 37 °C.

Las perlas de Captura 2 se lavaron una vez final usando 150 ul de SB17 1x, Tween-20 0,05 % con incubacién
durante 1 minuto agitando al mismo tiempo a 1350 rpm a 25 °C antes de separacién magnética.

12. Elucioén y neutralizacién de perlas de Captura 2

Los aptameros se eluyeron de perlas de Captura 2 afiadiendo 105 yl de CAPSO 100 mM con NaCl 1 M, Tween-20
0,05 % a cada pocillo. Las perlas se incubaron con esta solucion con agitacion a 1300 rpm durante 5 minutos.

La placa de Captura 2 se coloc6 después en el separador magnético durante 90 segundos antes de transferir 63 pl
del eluato a una nueva placa de 96 pocillos que contenian 7 pl de HCI 500 mM, HEPES 500 mM, Tween-20 0,05 %
en cada pocillo. Después de la transferencia, la solucién se mezclé robdticamente pipeteando 60 pl arriba y abajo
cinco veces.

13. Hibridacion

El Beckman Biomek FxP transfirié 20 pl del eluato de Captura 2 neutralizado a una placa de Hybaid nueva, y se
afiadieron 6 pl de Agilent Block 10x, que contenia una adicién 10x de controles de hibridacién, a cada pocillo. A
continuacion, se pipetearon 30 pl de tampon de hibridacion Agilent 2x manualmente a cada pocillo de la placa que
contiene las muestras neutralizadas y tampoén de bloqueo y la solucién se mezclé pipeteando manualmente 25 pl
arriba y abajo 15 veces lentamente para evitar la formacion de burbujas extensiva. La placa se centrifugé a 1000 rpm
durante 1 minuto.

Se disefiaron portaobjetos de micromatrices Agilent adaptados (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA) para
contener sondas complementarias de la regién aleatoria de aptdmero mas alguna regién de cebador. Para la
mayoria de los aptameros, la longitud optima de la secuencia complementaria se determiné de forma empirica y
varié entre 40-50 nucledtidos. Para aptameros posteriores se eligid por defecto una regiéon complementaria de 46
unidades. Las sondas se unieron a la superficie de portaobjetos con un enlazador poli T para una longitud de sonda
total de 60 nucledtidos.
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Se coloco un portaobjetos de junta en una camara de hibridacion Agilent y se pipetearon 40 ul de cada una de las
muestras que contenian solucion de hibridacién y bloqgueo manualmente en cada junta. Se usé un pipeteador de
alcance variable de 8 canales de una manera que se pretende que minimice la formacion de burbujas. Se bajaron
lentamente portaobjetos de micromatrices Agilent adaptados (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA), con su
coédigo de barras numérico hacia arriba, en los portaobjetos de junta (véase el manual de Agilent para una
descripcion detallada).

La parte superior de las camaras de hibridacion se coloco en el sandwich de portaobjetos/refuerzo y se colocaron
soportes de sujecién sobre el conjunto completo. Estos conjuntos sujetaron estrechamente girando los tornillos
firmemente.

Cada sandwich de portaobjetos/portaobjetos de refuerzo se inspeccioné visualmente para asegurar que las burbujas
de la solucidon pudieran moverse libremente dentro de la muestra. Si la burbuja no se movieran libremente el
conjunto de camaras de hibridacion se golpe6 suavemente para desprender burbujas alojadas cerca de la junta.

Las camaras de hibridacion ensambladas se incubaron en un horno de hibridacién Agilent durante 19 horas a 60 °C
rotando a 20 rpm.

14. Lavado posthibridacion

Se colocaron aproximadamente 400 ml de tampén de lavado Agilent 1 en cada una de dos placas de tincion de
vidrio separadas. Una de las placas de tincion se colocd en una placa de agitacion magnética y se colocaron una
rejilla de portaobjetos y barra de agitacion en el tampén.

Una placa de tincion para lavado Agilent 2 se prepard colocan una barra de agitacion en una placa de tincion de
vidrio vacia.

Se separ6 una cuarta placa de tincion de vidrio para el lavado de acetonitrilo final.

Se desmont6 cada una de las seis camaras de hibridacion. Uno por uno, el sandwich de portaobjetos/refuerzo se
retir6 de su camara de hibridacion y se sumergieron en la placa de tincién que contenia Lavado 1. El sandwich de
portaobjetos/refuerzo se abri6 usando un par de pinzas, sumergiendo aun el portaobjetos de micromatrices. El
portaobjetos se transfirid6 rapidamente a la rejilla de portaobjetos en la placa de tincion de Lavado 1 en la placa de
agitacion magnética.

La rejilla de portaobjetos se elevo y se bajé suavemente 5 veces. El agitador magnético se activo a un ajuste bajo y
los portaobjetos se incubaron durante 5 minutos.

Cuando quedaba un minuto para Lavado 1, el tampon de lavado 2 precalentado a 37 °C en un incubador se afiadi6 a
la segunda placa de tinciéon preparada. La rejilla de portaobjetos se transfirié rapidamente a tampén de lavado 2 y se
retird cualquier tampdn en exceso en el fondo de la rejilla raspandolo en la parte superior de la placa de tincion. La
rejilla de portaobjetos se elevd y se bajé suavemente 5 veces. El agitador magnético se activé a un ajuste bajo y los
portaobjetos se incubaron durante 5 minutos.

La rejilla de portaobjetos se saco lentamente del Lavado 2, tardando aproximadamente 15 segundos en retirar los
portaobjetos de la solucion.

Con un minuto restante en el Lavado 2 se afadio acetonitrilo (ACN) a la cuarta placa de tincion. La rejilla de
portaobjetos se transfiri6 a la placa de tincion de acetonitrilo. La rejilla de portaobjetos se elevd y se bajé
suavemente 5 veces. El agitador magnético se activd a un ajuste bajo y los portaobjetos se incubaron durante 5
minutos.

La rejilla de portaobjetos se extrajo lentamente de la placa de tincion de ACN y se colocé en una toalla absorbente.
Los bordes inferiores de los portaobjetos se secaron rapidamente y el portaobjetos se colocd en una caja de
portaobjetos limpia.

15. Captura de imagenes de micromatrices

Los portaobjetos de micromatrices se colocaron en recipientes de portaobjetos de explorador Agilent y se cargaron
en el explorador de micromatrices Agilent segun las instrucciones del fabricante.

Se capturaron imagenes de los portaobjetos en el canal Cy3 a una resolucion de 5 um con el ajuste de PMT 100 % y

la opcién de XRD activada a 0,05. Las imagenes tiff resultantes se procesaron usando software de extraccion de
elementos Agilent version 10.5.
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Ejemplo 2. Identificacion de biomarcadores

La identificacion de biomarcadores de CPNM potenciales se realizé para diagnéstico de CPNM en individuos con
noédulos pulmonares indeterminados identificados con una exploracion de TC u otro método de captura de imagenes,
exploracién de fumadores de alto riesgo para CPNM y diagndstico de un individuo con CPNM. Los criterios de
admision para este estudio fueron fumadores, 18 afios de edad o mayor, capaz de proporcionar consentimiento
informado y muestra de sangre y diagnéstico documentado de CPNM o hallazgos benignos. Para algunos casos, se
recogieron muestras de sangre antes del tratamiento o cirugia y se les diagnosticé después CPNM. Los criterios de
exclusion incluyeron diagnoéstico o tratamiento previo de cancer (excluyendo carcinoma de células escamosas de la
piel) en un periodo de 5 afios antes de la extraccién de sangre. Se recogieron muestras de suero de 3 sitios
diferentes e incluyeron 46 muestras de CPNM y 218 muestras de grupo de control como se describe en la Tabla 17.
El ensayo de afinidad de aptameros multiple como se describe en el Ejemplo 1 se us6 para medir y presentar el
valor de UFR para 1.034 analitos en cada una de estas 264 muestras.

Cada una de las poblaciones de caso y de control se compar6 por separado generando funciones de distribucion
acumulada (fda) dependiente de clase para cada uno de los 1034 analitos. La distancia KS (estadistico Kolmogorov-
Smirnov) entre valores de dos conjuntos de muestras es una medicion no paramétrica de la medida en que la
distribucion empirica de los valores de un conjunto (Conjunto A) difiere de la distribucion de valores del otro conjunto
(Conjunto B). Para cualquier valor de un umbral T alguna proporcion de los valores del conjunto A sera menor que T,
y alguna proporcion de los valores del conjunto B sera menor que T. La distancia KS mide la diferencia maxima (sin
signo) entre la proporcion de los valores de los dos conjuntos para cualquier T elegido.

Este conjunto de biomarcadores potenciales puede usarse para construir clasificadores que asignen muestras a un
grupo de control o enfermedad. De hecho, se produjeron muchos de dichos clasificadores a partir de estos conjuntos
de biomarcadores y se determiné la frecuencia con la que cualquier biomarcador se uso en clasificadores de buena
puntuacion. Los biomarcadores que aparecieron con mas frecuencia entre los clasificadores de mayor puntuacion
fueron los mas utiles para crear un ensayo de diagnéstico. En este ejemplo, Se usaron clasificadores bayesianos
para explorar el espacio de clasificacion pero puede emplearse muchas otras técnicas de aprendizaje supervisadas
para este fin. El ajuste de puntuacién de cualquier clasificador individual se calibré por el area bajo la curva de
caracteristica operativa receptora (ABC de la ROC) del clasificador en la superficie bayesiana suponiendo una
prevalencia de enfermedad de 0,5. Esta métrica de puntuacion varia de cero a uno, siendo uno un clasificador sin
errores. Los detalles de la construccion de un clasificador bayesiano a partir de mediciones de poblacion de
biomarcadores se describen en el

Ejemplo 3.

Usando los 59 analitos en la Tabla 1, se descubrié un total de 964 clasificadores de 10 analitos con una ABC de 0,94
para diagnosticar CPNM del grupo de control. A partir de este conjunto de clasificadores, se descubrié que un total
de 12 biomarcadores estaban presentes en 30 % o mas de los clasificadores de alta puntuacion. La Tabla 13
proporciona una lista de estos biomarcadores potenciales y la Figura 10 es una representacion de frecuencia para
los biomarcadores identificados.

Ejemplo 3. Clasificacion bayesiana simple para CPNM

A partir de la lista de biomarcadores identificados como Utiles para diferenciar entre CPNM y controles, se seleccion6
un panel de diez biomarcadores y se construyé un clasificador bayesiano simple, véase Tablas 16 y 18. Las
funciones de densidad de probabilidad (fdp) dependientes de clase, p(xi|c) y p(xid), donde x; es el log del valor de
UFR medido para el biomarcador j, y c y d se refieren a las poblaciones de control y enfermedad, se modelaron
como funciones de distribucion log-normal caracterizadas por una mediay y varianza ¢2. Los biomarcadores para fdp
de los diez biomarcadores se enumeran en la Tabla 16 y se presenta un ejemplo de los datos sin procesar junto con
el modelo ajustado a una fdp normal en la Figura 5. La suposicion subyacente parece ajustarse a los datos bastante
bien como demuestra la Figura 5.

La clasificacion bayesiana simple para dicho modelo es proporcionada por la siguiente ecuacion, donde p(d) es la
prevalencia de la enfermedad en la poblacién,

P(dﬁ*)) = (Jc,-é.) 1 & (T; - M»d.-;:)Q (33-;1 - Mc.-@)Q ( pld) )
in — | = in = — = _ ] - | — 4 in | —————
(P(C‘|-’f) = Tdi 2 ; Od.i Tei 1 — p(d)

apropiada para el ensayo y n = 10. Cada uno de los términos en la suma es una relacion de probabilidad logaritmica
para un marcador individual y la relacion de probabilidad logaritmica total de una muestra i que esta exenta de la
enfermedad de interés (es decir, en este caso, CPNM) frente a una que tiene la enfermedad es sencillamente la
suma de estos términos individuales mas un término que contabiliza la prevalencia de la enfermedad.
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Por simplicidad, se supone que p(d) = 0,5 de modo que

p(d)
1 —p(d)

dada una medicién de muestra desconocida en log(UFR) para cada uno de los diez biomarcadores de 6,9, 8,7, 7,9,
9,8,84, 10,6, 7,3, 6,3, 7,3, 8,1, el calculo de la clasificacion se detalla en la Tabla 16. Los componentes individuales
que comprenden la relacion de probabilidad logaritmica para clase de enfermedad frente a control se tabulan y
pueden calcularse a partir de los pardmetros en la Tabla 16 y los valores de #. La suma de las relaciones de
probabilidad logaritmica individuales es -11,584, o una probabilidad de estar exento de la enfermedad frente a tener
la enfermedad de 107.386, donde la probabilidad e'"-58 = 107.386. Los primeros 3 valores de biomarcadores tienen
probabilidades mas coherentes con el grupo de enfermedad (probabilidad log > 0) pero se ha descubierto
uniformemente que los 7 biomarcadores restantes favorecen el grupo de control. La multiplicacion de las
probabilidades entre si proporciona los mismos resultados que el mostrado anteriormente; una probabilidad de
107.386 de que la muestra desconocida esté exenta de la enfermedad. De hecho, esta muestra vino de la poblacién
de control en el conjunto de entrenamiento.

in

Ejemplo 4. Algoritmo avido para seleccionar paneles de biomarcadores con respecto a clasificadores.

Este ejemplo describe la seleccion de biomarcadores de la Tabla 1 para formar paneles que puedan usarse como
clasificadores en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. Se seleccionaron subconjuntos de
los biomarcadores en la Tabla 1 para construir clasificadores con buen rendimiento. Este método también se usé
para determinar qué marcadores potenciales se incluian como biomarcadores en el Ejemplo 2.

La medida de rendimiento de clasificador usada en el presente documento es la ABC; un rendimiento de 0,5 es la
expectativa basal para un clasificador aleatorio (lanzamiento de moneda), un clasificador peor que el aleatorio
tendria una puntuacion entre 0,0 y 0,5, un clasificador con rendimiento mejor que el aleatorio tendria una puntuacion
entre 0,5 y 1,0. Un clasificador perfecto sin errores tendria una sensibilidad de 1,0 y una especificidad de 1,0. Se
pueden aplicar los métodos descritos en el Ejemplo 4 a otras medidas habituales de rendimiento tales como la
medida F, la suma de sensibilidad y especificidad o el producto de sensibilidad y especificidad. Se podria desear
especificamente tratar la sensibilidad y especificidad con diferente peso, para seleccionar los clasificadores que
rinden con mayor especificidad a costa de algo de sensibilidad o para seleccionar los clasificadores que rinden con
mayor sensibilidad a costa de algo de especificidad. Ya que el método descrito aqui solamente implica una medida
de «rendimiento», puede usarse cualquier esquema de ponderacion que dé como resultado una unica medida de
rendimiento. Diferentes aplicaciones tendran diferentes beneficios para hallazgos de verdadero positivo y verdadero
negativo y también diferentes costes asociados con hallazgos de falso positivo con respecto a hallazgos de falso
negativo. Por ejemplo, la exploracién de fumadores asintomaticos y el diagnéstico diferencial de nédulos benignos
hallados en TC no tendra en general la misma contrapartida éptima entre especificidad y sensibilidad. Las diferentes
demandas de los dos ensayos requeriran en general determinar diferente ponderacién para clasificaciones erroneas
positivas y negativas, lo que se refleja en la medida de rendimiento. El cambio de la medida de rendimiento cambiara
en general el subconjunto exacto de marcadores seleccionados de la Tabla 1 para un conjunto de datos dado.

Para el enfoque bayesiano para la diferenciacion de muestras de CPNM de muestras de control descritas en el
Ejemplo 3, el clasificador se parametrizd completamente por las distribuciones de biomarcadores en las muestras de
entrenamiento de enfermedad y benignas y la lista de biomarcadores se eligioé de la Tabla 1; es decir, el subconjunto
de marcadores elegido para inclusion determiné un clasificador de una manera uno a uno dado un conjunto de datos
de entrenamiento.

El método avido empleado aqui se us6 para buscar el subconjunto éptimo de marcadores de la Tabla 1. Para
numeros pequefios de marcadores o clasificadores con relativamente pocos marcadores, cada posible subconjunto
de marcadores se enumerd y se evalud con respecto al rendimiento del clasificador construido con ese conjunto de
marcadores particular (véase Ejemplo 4, Parte 2). (Este enfoque se conoce bien en el campo de la estadistica como
«seleccion de mejor subconjunto»; véase, por ejemplo, Hastie et al). Sin embargo, para los clasificadores descritos
en el presente documento, el nimero de combinaciones de multiples marcadores puede ser muy grande y no fue
factible evaluar cada posible conjunto de 10 marcadores, ya que hay 30.045.015 posibles combinaciones que
pueden generarse de una lista de solamente 30 analitos totales. Debido a la inviabilidad de buscar en cada
subconjunto de marcadores, puede no encontrarse el subconjunto 6ptimo individual; sin embargo, usando este
enfoque, se descubrieron muchos subconjuntos excelentes y, en muchos casos, cualquiera de estos subconjuntos
puede representar uno optimo.

En lugar de evaluar cada posible conjunto de marcadores, puede seguirse un enfoque por etapas directo «avido»
(véase, por ejemplo, Dabney AR, Storey JD (2007) Optimality Driven Nearest Centroid Classification from Genomic
Data.PLoS ONE 2(10): e1002. doi:10.1371/journal.pone.0001002). Usando este método, se inicia un clasificador con
el mejor marcador individual (basado en la distancia KS para los marcadores individuales) y se deja crecer en cada
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etapa probando, a su vez, cada miembro de una lista de marcadores que no es actualmente un miembro del
conjunto de marcadores en el clasificador. EI marcador que puntda mejor en combinacién con el clasificador
existente se afiade al clasificador. Esto se repite hasta que no se consigue mejora adicional en el rendimiento.
Desafortunadamente, este enfoque puede obviar combinaciones valiosas de marcadores para las que algunos de
los marcadores individuales no se han elegido todos antes de que se detenga el proceso.

El procedimiento avido usado aqui fue una elaboraciéon del enfoque por etapas directo precedente, porque, para
ampliar la busqueda, en lugar de mantener solamente un unico clasificador candidato (subconjunto de marcadores)
en cada etapa, se mantuvo una lista de clasificadores candidatos. La lista se sembré con cada posible subconjunto
de marcadores individual (usando cada marcador en la tabla por si solo). La lista se expandié en etapas obteniendo
nuevos clasificadores (subconjuntos de marcadores) de los que estan actualmente en la lista y afiadiéndolos a la
lista. Cada subconjunto de marcadores actualmente en la lista se extendi6 afiadiendo cualquier marcador de la Tabla
1 que no es parte ya de ese clasificador, y que, tras su adicidon al subconjunto, no duplicaria un subconjunto
existente (estos se denominan «marcadores permisibles»). Cada subconjunto de marcadores existente se extendid
por cada marcador permisible de la lista. Claramente, dicho proceso generaria con el tiempo cada posible
subconjunto y la lista se quedaria sin espacio. Por lo tanto, todos los clasificadores generados se mantuvieron
solamente mientras la lista fuera de un tamafio menor que cierto tamafio predeterminado (con frecuencia suficiente
para contener los tres subconjuntos marcadores). Una vez que la lista alcanzé el limite de tamafio predeterminado,
se hizo elitista; es decir, solamente los clasificadores que mostraron un nivel determinado de rendimiento se
mantuvieron en la lista, y los otros salieron de la lista y se perdieron. Esto se consiguié manteniendo la lista
clasificada por orden de rendimiento de clasificador; se insertaron nuevos clasificadores que eran al menos tan
buenos como el peor clasificador actualmente en la lista, obligando a la expulsion del de menor rendimiento actual.
Un detalle de implementacién adicional es que la lista se reemplazé completamente en cada etapa generacional; por
lo tanto, cada clasificador en la lista tuvo el mismo nimero de marcadores y en cada etapa el numero de marcadores
por clasificador crecié en uno.

Ya que este método produjo una lista de clasificadores candidatos usando diferentes combinaciones de marcadores,
se puede plantear si los clasificadores pueden combinarse para evitar errores que podrian cometerse por el mejor
clasificador individual o por grupos minoritarios de los mejores clasificadores. Dichos métodos de «conjunto» y
«comité de expertos» se conocen bien en los campos de aprendizaje estadistico y por maquina e incluyen, por
ejemplo, «Promediacién», «Votacion», «Apilamiento», «Agregacion» y «Refuerzo» (véase, por ejemplo, Hastie et
al.). Estas combinaciones de clasificadores sencillos proporcionan un método para reducir la varianza en las
clasificaciones debido al ruido en cualquier conjunto particular de marcadores mediante la inclusion de varios
clasificadores diferentes y por lo tanto informacion de un conjunto mayor de los marcadores de la tabla de
biomarcadores, promediando eficazmente entre los clasificadores. Un ejemplo de la utilidad de este enfoque es que
puede evitar que valores atipicos en un Unico marcador afecten de forma adversa a la clasificaciéon de una Unica
muestra. El requisito de medir un gran numero de sefiales puede ser poco practico en ensayos de anticuerpos de
«un marcador cada vez» convencionales pero no tiene desventajas para un ensayo de aptameros multiple. Técnicas
tales como estas aprovechan una tabla mas extensiva de biomarcadores y usan las multiples fuentes de informacion
respecto a los procesos de enfermedad para proporcionar una clasificacion mas robusta.

Los biomarcadores seleccionados en la Tabla 1 dan lugar a clasificadores que rinden mejor que clasificadores
construidos con «no marcadores» (es decir, proteinas que tienen sefiales que no cumplieron los criterios para
inclusion en la Tabla 1 (como se describe en el Ejemplo 2)).

Para clasificadores que contienen solo uno, dos y tres marcadores, todos los posibles clasificadores obtenidos
usando los biomarcadores en la Tabla 1 se enumeraron y se examinaron con respecto a la distribucion de
rendimiento en comparacion con clasificadores construidos a partir de una tabla similar de sefiales no marcadoras
seleccionadas aleatoriamente.

En la Figura 11, la ABC se us6 como la medida de rendimiento; un rendimiento de 0,5 es la expectativa basal para
un clasificador aleatorio (lanzamiento de moneda). El histograma de rendimiento de clasificador se comparé con el
histograma de rendimiento a partir de una enumeracion exhaustiva similar de clasificadores construidos a partir de
una tabla «no marcadora» de 59 sefales no marcadoras; las 59 sefiales se seleccionaron aleatoriamente de
aptameros que no demostraban sefializacion diferencial entre poblaciones de control y enfermedad.

La figura 11 muestra histogramas del rendimiento de todos los clasificadores de uno, dos y tres marcadores posibles
construidos a partir de los parametros de biomarcadores en la Tabla 14 para biomarcadores que pueden diferenciar
entre el grupo de control y CPNM y compara estos clasificadores con todos los clasificadores de uno, dos y tres
marcadores posibles construidos usando las 59 sefiales de UFR de aptdmero «no marcadoras». La Figura 11A
muestra los histogramas de rendimiento de clasificadores de un Unico marcador, La Figura 11C muestra el
histograma de rendimiento de clasificadores de dos marcadores y la Figura 11C muestra el histograma de
rendimiento de clasificadores de tres marcadores.

En la Figura 11, las lineas continuas representan los histogramas del rendimiento de clasificadores de todos los
clasificadores de uno, dos y tres marcadores usando los datos de biomarcadores para fumadores y nodulos
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pulmonares benignos y CPNM en la Tabla 14. Las lineas de puntos son los histogramas del rendimiento de
clasificadores de todos los clasificadores de uno, dos y tres marcadores usando los datos para controles y CPNM
pero usando el conjunto de sefiales no marcadoras aleatorias.

Los clasificadores construidos a partir de los marcadores enumerados en la Tabla 1 forman un histograma definido,
bien separado de los clasificadores construidos con sefiales de los «no marcadores» para todas las comparaciones
de un marcador, dos marcadores y tres marcadores. El rendimiento y la puntuacion de ABC de los clasificadores
construidos a partir de los biomarcadores en la Tabla 1 también aumentan mas rapido con el numero de marcadores
que los clasificadores construidos a partir de los no marcadores, la separacion aumenta entre los clasificadores
marcadores y no marcadores a medida que aumenta el nimero de marcadores por clasificador. Todos los
clasificadores construidos usando los biomarcadores enumerados en la Tabla 14 rinden notablemente mejor que
clasificadores construidos usando los «no marcadores».

Las distribuciones de rendimiento de clasificador muestran que hay muchos posibles clasificadores de marcadores
multiples que pueden obtenerse del conjunto de analitos en la Tabla 1. Aunque algunos biomarcadores son mejores
que otros por si solos, como demuestra la distribucién de puntuaciones de clasificadores y ABC para analitos
individuales, fue deseable determinar si dichos biomarcadores son necesarios para construir clasificadores de alto
rendimiento. Para hacer esta determinacion, el comportamiento del rendimiento de clasificador se examiné dejando
fuera varios de los mejores biomarcadores. La Figura 12 compara el rendimiento de clasificadores construidos con la
lista completa de biomarcadores en la Tabla 1 con el rendimiento de clasificadores construidos con subconjuntos de
biomarcadores de la Tabla 1 que excluyeron marcadores de mejor clasificacion.

La Figura 12 demuestra que clasificadores construidos sin los mejores marcadores rindieron bien, lo que implica que
el rendimiento de los clasificadores no se debid a algin grupo central pequefio de marcadores y que los cambios en
los procesos subyacentes asociados con enfermedad se reflejan en las actividades de muchas proteinas. Muchos
subconjuntos de los biomarcadores en la Tabla 1 rindieron casi 6ptimamente, incluso después de retirar los 15
superiores de los 59 marcadores de la Tabla 1. Después de descartar los 15 marcadores mejor clasificados
(clasificados por distancia KS) de la Tabla 1, el rendimiento de clasificador aument6 con el nimero de marcadores
seleccionados de la tabla hasta alcanzar una ABC de casi 0,93, cercana al rendimiento de la puntuacion de
clasificador 6ptima de 0,948 seleccionada de la lista completa de biomarcadores.

Finalmente, la Figura 13 muestra como el rendimiento de ROC de clasificadores tipicos construidos a partir de la
lista de parametros en la Tabla 14 segun el Ejemplo 3. Se construyd un clasificador de cinco analitos con MMP7,
CLIC1, STX1A, CHRDL1 y PA2G4. La Figura 13A muestra el rendimiento del modelo, suponiendo independencia de
estos marcadores, como en el Ejemplo 3 y la Figura 13B muestra las curvas de ROC empiricas generadas a partir
de los conjuntos de datos del estudio usado para definir los parametros en la Tabla 14. Puede verse que el
rendimiento para un numero dado de marcadores seleccionados estuvo cualitativamente de acuerdo, y ese acuerdo
cuantitativo fue en general bastante bueno, como se demuestra por las ABC, aunque el calculo de modelo tiende a
sobreestimar el rendimiento de clasificador. Esto es coherente con la nocidon de que la informacion aportada por
cualquier biomarcador particular respecto a los procesos de enfermedad es redundante con la informacién aportada
por otros biomarcadores proporcionados en la Tabla 1 mientras que el calculo de modelo supone independencia
completa. La Figura 13 demuestra por lo tanto que la Tabla 1 en combinacion con los métodos descritos en el
Ejemplo 3 permite la construccion y evaluacién de una gran cantidad de clasificadores Utiles para la diferenciacion
de CPNM del grupo de control.

Ejemplo 5. Panel de biomarcadores clinicos

Se construy6 un clasificador de bosque aleatorio a partir de un panel de biomarcadores seleccionados que puede
ser el mas apropiado para uso en un ensayo de diagnostico clinico. A diferencia de los modelos seleccionados por el
algoritmo directo avido bayesiano simple, el clasificador de bosque aleatorio no supone que las mediciones de
biomarcadores se distribuyan aleatoriamente. Por lo tanto este modelo puede utilizar biomarcadores de la Tabla 1
que no son eficaces en el clasificador bayesiano simple.

El panel se seleccioné usando un procedimiento de eliminacién inverso que utilizé la medicién de importancia de gini
proporcionada por el clasificador de bosque aleatorio. La importancia de gini es una medida de la eficacia de un
biomarcador en la clasificacion correcta de muestras en el conjunto de entrenamiento.

Esta medida de importancia del biomarcador puede usarse para eliminar marcadores que son menos vitales para el
rendimiento del clasificador. El procedimiento de eliminacion inverso se inicié construyendo un clasificador de
bosque aleatorio que incluyd los 59 en la Tabla 1. El biomarcador menos importante se eliminé después y se
construyé un nuevo modelo con los biomarcadores restantes. Este procedimiento continué hasta que solamente
permanecieron biomarcadores individuales.

El panel final que se seleccion6 proporciond el mejor equilibrio entre la mayor ABC y el menor nimero de

marcadores en el modelo. El panel de 8 biomarcadores que satisfizo estos criterios esta compuesto de los siguientes
analitos, MMP12, MMP7, KLK3-SERPINA3, CRP, C9, CNDP1, CA6 y EGFR. Se muestra una representacion de la
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curva de ROC para este panel de biomarcadores en la Figura 14. La sensibilidad de este modelo es 0,70 con una
especificidad correspondiente de 0,89.

Ejemplo 6. Biomarcadores para el diagnoéstico de cancer

Se realizé la identificacion de biomarcadores potenciales para el diagnéstico general de cancer. Se evaluaron
muestras tanto de caso como de control de 3 tipos diferentes de cancer (cancer de pulmén, mesotelioma y
carcinoma de células renales). En todos los sitios, los criterios de inclusién fueron edad de al menos 18 afios con
consentimiento informado firmado. Se excluyeron tanto casos como controles para neoplasias malignas conocidas
distintas del cancer en cuestion.

Cancer de pulmoén. Se obtuvieron muestras de caso y de control como se describe en el Ejemplo 2. Se usaron un
total de 46 casos y 218 controles en este Ejemplo.

Mesotelioma pleural. Se obtuvieron muestras de caso y de control de un biodepdsito de centro académico de
cancer para identificar marcadores potenciales para el diagnéstico diferencial de mesotelioma pleural de enfermedad
de pulmén benigna, incluyendo hallazgos radiolégicos sospechosos que posteriormente se diagnosticaron como no
malignos. Se usaron un total de 124 casos de mesotelioma y 138 controles expuestos a amianto en este Ejemplo.

Carcinoma de células renales. Se obtuvieron muestras de caso y de control de un biodepdsito de centro de cancer
académico de pacientes con carcinoma de células renales (CCR) y masas benignas (BEN). Se obtuvieron muestras
prequirurgicas (TP1) para todos los sujetos. El analisis primario comparé datos de resultado (como se registré en el
campo de base de datos de SEER Estado de CA 1) para los enfermos de CCR con «pruebas de enfermedad» (PRE)
frente a «sin pruebas de enfermedad» (SPE) documentadas mediante seguimiento clinico. Se usaron un total de 38
casos de PRE y 104 controles de SPE en este Ejemplo.

Se identifico una lista final de biomarcadores de cancer combinando los conjuntos de biomarcadores considerados
para cada uno de los 3 estudios de cancer diferentes. Se construyeron sucesivamente clasificadores bayesianos que
usaron conjuntos de biomarcadores de tamafo creciente usando un algoritmo avido (como se describe en mas
detalle en la seccion 6.2 de este Ejemplo). Los conjuntos (o paneles) de biomarcadores que fueron utiles para
diagnosticar cancer en general entre los diferentes sitios y tipos de cancer se compilaron como una funcién del
tamafio del conjunto (o panel) y se analizaron con respecto a su rendimiento. Este andlisis dio como resultado la lista
de 23 biomarcadores de cancer mostrada en la Tabla 19, cada uno de los cuales estaba presente en al menos uno
de estos conjuntos de marcadores sucesivos, que variaban de tamafio de tres a diez marcadores. Como ejemplo
ilustrativo, se describe la generacion de un panel especifico compuesto de diez biomarcadores de cancer, que se
muestra en la Tabla 32.

6.1 Clasificacion bayesiana simple para cancer

A partir de la lista de biomarcadores en la Tabla 1, se seleccioné un panel de diez biomarcadores de cancer
potenciales usando un algoritmo avido para seleccion de biomarcadores, como se perfila en la Seccion 6.2 de este
Ejemplo. Se construyé un clasificador bayesiano simple distinto para cada uno de los 3. Las funciones de densidad
de probabilidad (fdp) dependientes de clase, p(xic) y p(xid), donde x; es el log del valor de UFR medido para el
biomarcador i, y ¢ y d se refieren a las poblaciones de control y enfermedad, se modelaron como funciones de
distribucion log-normal caracterizadas por una mediay y varianza o2 Los parametros para fdp de los 3 modelos
compuestos por los diez biomarcadores potenciales se enumeran en la Tabla 31.

La clasificacion bayesiana simple para dicho modelo es proporcionada por la siguiente ecuacion, donde p(d) es la
prevalencia de la enfermedad en la poblacion

})(L”’f) . i N Tei 1 i Xy — Hdi 2 xr; — fe,i 2 p(d)
I ('p(r: ) ; I Td.i 2 ; Td.i Tei +in 1 —pld)

apropiada para el ensayo y n = 10. Cada uno de los términos en la suma es una relacion de probabilidad logaritmica
para un marcador individual y la relacion de probabilidad logaritmica total de que una muestra ¥ esté exenta de la
enfermedad de interés (es decir, en este caso, cada enfermedad particular de los 3 tipos de cancer diferentes) frente
a que tenga la enfermedad es sencillamente la suma de estos términos individuales mas un término que contabiliza

Q.

In ( ) )
la prevalencia de la enfermedad. Por simplicidad, se supone que p(d) = 0,5 de modo que 1=l

Dada una medicion de muestra desconocida en log(UFR) para cada uno de los diez biomarcadores de 9,5, 8,8, 7,8,

8,3,94,7,0,79, 6,3, 7,7, 10,6, el calculo de la clasificacion se detalla en la Tabla 32. Los componentes individuales
que comprenden la relacion de probabilidad logaritmica para clase de enfermedad frente a control se tabulan y
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pueden calcularse a partir de los parametros en la Tabla 31 y los valores de #. La suma de las relaciones de
probabilidad logaritmica individuales es -3,326, o una probabilidad de estar exento de la enfermedad frente a tener la
enfermedad de 28, donde la probabilidad e33%6 = 28. Los primeros 4 valores de biomarcadores tienen probabilidades
mas coherentes con el grupo de enfermedad (probabilidad log > 0) pero se ha descubierto uniformemente que los 6
biomarcadores restantes favorecen el grupo de control. La multiplicaciéon de las probabilidades entre si proporciona
los mismos resultados que el mostrado anteriormente; una probabilidad de 28 de que la muestra desconocida esté
exenta de la enfermedad. De hecho, esta muestra vino de la poblacion de control en el conjunto de entrenamiento de
carcinoma de células renales.

6.1 Clasificacion bayesiana simple para cancer

A partir de la lista de biomarcadores en la Tabla 1, se seleccioné un panel de diez biomarcadores de cancer
potenciales usando un algoritmo avido para seleccion de biomarcadores, como se perfila en la Seccion 6.2 de este
Ejemplo. Se construy6 un clasificador bayesiano simple distinto para cada uno de los 3 tipos de cancer diferentes.
Las funciones de densidad de probabilidad (fdp) dependientes de clase, p(xic) y p(xid), donde x; es el log del valor
de UFR medido para el biomarcador i, y ¢ y d se refieren a las poblaciones de control y enfermedad, se modelaron
como funciones de distribucion log-normal caracterizadas por una media u y varianza ¢°. Los parametros para fdp de
los 3 modelos compuestos por los diez biomarcadores potenciales se enumeran en la Tabla 31.

La clasificacion bayesiana simple para dicho modelo es proporcionada por la siguiente ecuacion, donde p(d) es la
prevalencia de la enfermedad en la poblacién,

, p(;”;’i’?j _ n‘, Tei\ L On | (% — Had 2‘_L xé_:{*‘-;:,é : (P
“(p(clfe)) ;E”’(od,.,:) 22( oo ) ( oo ) *lz(l—p(d))

apropiada para el ensayo y n = 10. Cada uno de los términos en la suma es una relacion de probabilidad logaritmica
para un marcador individual y la relacion de probabilidad logaritmica total de que una muestra ¥ esté exenta de la
enfermedad de interés (es decir, en este caso, cada enfermedad particular de los 3 tipos de cancer diferentes) frente
a que tenga la enfermedad es sencillamente la suma de estos términos individuales mas un término que contabiliza
la prevalencia de la enfermedad. Por simplicidad, se supone que p(d) = 05 de modo que

o pld)
i 1 —p(d)

Dada una medicion de muestra desconocida en log(UFR) para cada uno de los diez biomarcadores de 9,5, 8,8, 7,8,
8,3,94,7,0,7,9, 6,3, 7,7, 10,6, el calculo de la clasificacion se detalla en la Tabla 32. Los componentes individuales
que comprenden la relacion de probabilidad logaritmica para clase de enfermedad frente a control se tabulan y
pueden calcularse a partir de los pardmetros en la Tabla 31 y los valores de #. La suma de las relaciones de
probabilidad logaritmica individuales es -3,326, o una probabilidad de estar exento de la enfermedad frente a tener la
enfermedad de 28, donde la probabilidad e33?® = 28. Solamente 4 de los valores de biomarcadores tienen
probabilidades mas coherentes con el grupo de enfermedad (probabilidad log > 0) pero se ha descubierto
uniformemente que los 6 biomarcadores restantes favorecen el grupo de control. La multiplicacion de las
probabilidades entre si proporciona los mismos resultados que el mostrado anteriormente; una probabilidad de 28 de
que la muestra desconocida esté exenta de la enfermedad. De hecho, esta muestra vino de la poblacién de control
en el conjunto de entrenamiento de CPNM.

= (.

6.2 Algoritmo avido para seleccionar paneles de biomarcadores de cancer con respecto a clasificadores
parte 1

Se seleccionaron subconjuntos de los biomarcadores en la Tabla 1 para construir clasificadores potenciales que
podrian usarse para determinar cuales de los marcadores podrian usarse como biomarcadores de cancer general
para detectar cancer.

Dado un conjunto de marcadores, se entren6 un modelo definido para cada uno de los 3 estudios de cancer, de
modo que fue necesaria una medida global de rendimiento para seleccionar un conjunto de biomarcadores que fue
capaz de clasificar simultaneamente muchos tipos diferentes de cancer. La medida de rendimiento de clasificador
usada aqui fue la media del area bajo la curva de ROC en todos los clasificadores bayesianos simples. La curva de
ROC es la representacion de la tasa de verdadero positivo (sensibilidad) frente a la tasa de falso positivo (1-
especificidad) de un unico clasificador. El area bajo la curva (ABC) de ROC varia de 0 a 1,0, donde una ABC de 1,0
corresponde a clasificacion perfecta y una ABC de 0,5 corresponde a clasificador aleatorio (lanzamiento de
moneda). Se pueden aplicar otras medidas comunes de rendimiento tales como la medida F o la suma o el producto

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2674318 T3

de sensibilidad y especificidad. Especificamente, se podria desear tratar la sensibilidad y especificidad con diferente
peso, para seleccionar los clasificadores que rinden con mayor especificidad a costa de algo de sensibilidad o para
seleccionar los clasificadores que rinden con mayor sensibilidad a costa de especificidad. Los inventores eligen usar
la ABC porque abarca todas las combinaciones de sensibilidad y especificidad en una Unica medida. Diferentes
aplicaciones tendran diferentes beneficios para hallazgos de verdadero positivo y verdadero negativo y tendran
diferentes costes asociados con hallazgos de falso positivo con respecto a hallazgos de falso negativo. El cambio de
la medida de rendimiento puede cambiar el subconjunto exacto de marcadores seleccionados para un conjunto de
datos dado.

Para el enfoque bayesiano para la diferenciacion de muestras de cancer de muestras de control descritas en la
Seccioén 6.1 de este Ejemplo, el clasificador se parametrizé completamente por las distribuciones de biomarcadores
en cada uno de los 3 estudios de cancer y la lista de biomarcadores se eligio de la Tabla 19. Es decir, el subconjunto
de marcadores elegido para inclusion determiné un clasificador de una manera uno a uno dado un conjunto de datos
de entrenamiento.

El método avido empleado aqui se us6 para buscar el subconjunto éptimo de marcadores de la Tabla 1. Para
numeros pequefios de marcadores o clasificadores con relativamente pocos marcadores, cada posible subconjunto
de marcadores se enumerd y se evalud con respecto al rendimiento del clasificador construido con ese conjunto de
marcadores particular (véase Ejemplo 4). (Este enfoque se conoce bien en el campo de la estadistica como
«seleccion de mejor subconjunto»; véase, por ejemplo, Hastie et al). Sin embargo, para los clasificadores descritos
en el presente documento, el nimero de combinaciones de multiples marcadores puede ser muy grande y no fue
factible evaluar cada posible conjunto de 10 marcadores, ya que hay 30.045.015 posibles combinaciones que
pueden generarse de una lista de solamente 30 analitos totales. Debido a la inviabilidad de buscar en cada
subconjunto de marcadores, puede no encontrarse el subconjunto 6ptimo individual; sin embargo, usando este
enfoque, se descubrieron muchos subconjuntos excelentes y, en muchos casos, cualquiera de estos subconjuntos
puede representar uno optimo.

En lugar de evaluar cada posible conjunto de marcadores, puede seguirse un enfoque por etapas directo «avido»
(véase, por ejemplo, Dabney AR, Storey JD (2007) Optimality Driven Nearest Centroid Classification from Genomic
Data.PLoS ONE 2(10): e1002. doi:10.1371/journal.pone.0001002). Usando este método, se inicia un clasificador con
el mejor marcador individual (basado en la distancia KS para los marcadores individuales) y se deja crecer en cada
etapa probando, a su vez, cada miembro de una lista de marcadores que no es actualmente un miembro del
conjunto de marcadores en el clasificador. EI marcador que puntda mejor en combinacién con el clasificador
existente se afiade al clasificador. Esto se repite hasta que no se consigue mejora adicional en el rendimiento.
Desafortunadamente, este enfoque puede obviar combinaciones valiosas de marcadores para las que algunos de
los marcadores individuales no se han elegido todos antes de que se detenga el proceso.

El procedimiento avido usado aqui fue una elaboraciéon del enfoque por etapas directo precedente, porque, para
ampliar la busqueda, en lugar de mantener solamente un Unico subconjunto de marcadores en cada etapa, se
mantuvo una lista de conjuntos de marcadores candidatos. La lista se sembré con una lista de marcadores
individuales. La lista se expandié en etapas obteniendo nuevos subconjuntos de marcadores de los que estan
actualmente en la lista y afiadiéndolos a la lista. Cada subconjunto de marcadores actualmente en la lista se
extendié afadiendo cualquier marcador de la Tabla 1 que no es parte ya de ese clasificador, y que, tras su adicion al
subconjunto, no duplicaria un subconjunto existente (estos se denominan «marcadores permisibles»). Cada vez que
se definié un nuevo conjunto de marcadores, se entrend un conjunto de clasificadores compuesto de uno para cada
estudio de cancer usando estos marcadores y el rendimiento global se midié6 mediante la ABC media en los 3
estudios. Para evitar el sobreajuste potencial, la ABC para cada modelo de estudio de cancer se calculé mediante un
procedimiento de validacion cruzada décuplo. Cada subconjunto de marcadores existente se extendié por cada
marcador permisible de la lista. Claramente, dicho proceso generaria con el tiempo cada posible subconjunto y la
lista se quedaria sin espacio. Por lo tanto, todos los conjuntos de marcadores generados se mantuvieron solamente
mientras la lista fuera de un tamafio menor que cierto tamafio predeterminado. Una vez que la lista alcanzé el limite
de tamafo predeterminado, se hizo elitista; es decir, solamente los conjuntos de clasificadores que mostraron un
nivel determinado de rendimiento se mantuvieron en la lista, y los otros salieron de la lista y se perdieron. Esto se
consiguié manteniendo la lista clasificada por orden de rendimiento de conjunto de clasificadores; se insertaron
nuevos conjuntos de marcadores cuyos clasificadores eran globalmente al menos tan buenos como el peor conjunto
de clasificadores actualmente en la lista, obligando a la expulsién de los conjuntos de clasificadores de menor
rendimiento actuales. Un detalle de implementacion adicional es que la lista se reemplazé completamente en cada
etapa generacional; por lo tanto, cada conjunto de marcadores en la lista tuvo el mismo niumero de marcadores y en
cada etapa el numero de marcadores por clasificador crecié en uno.

En una realizacion, el conjunto (o panel) de biomarcadores Util para construir clasificadores para diagnosticar cancer
general con respecto a ausencia de cancer se basa en la ABC media para la combinacion particular de
biomarcadores usada en el esquema de clasificacién. Se identificaron muchas combinaciones de biomarcadores
obtenidas de los marcadores en la Tabla 19 que fueron capaces de clasificar eficazmente diferentes muestras de
cancer de controles. Se exponen paneles representativos en las tablas 22-29, que exponen una serie de 100
paneles diferentes de 3-10 biomarcadores, que tienen la ABC de validacién cruzada (VC) media indicada para cada
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panel. El nimero total de apariciones de cada marcador en cada uno de estos paneles se indica en la parte inferior
de cada tabla.

Los biomarcadores seleccionados en la Tabla 19 dan lugar a clasificadores que rinden mejor que clasificadores
construidos con «no marcadores». En la Figura 15, se presenta el rendimiento de los clasificadores de diez
biomarcadores de los inventores en comparacién con el rendimiento de otros posibles clasificadores.

La Figura 15A muestra la distribucion de ABC medias para clasificadores construidos a partir de conjuntos
muestreados aleatoriamente de diez «no marcadores» tomados del conjunto completo de 23 presentes en los 3
estudios, excluyendo los diez marcadores en la Tabla 19. El rendimiento de los diez biomarcadores de cancer
potenciales se presenta como una linea vertical discontinua. Esta representacion muestra claramente que el
rendimiento de los diez biomarcadores potenciales es mucho mayor que la distribucién de otras combinaciones de
biomarcadores.

La Figura 15B presenta una distribucion similar a la Figura 15A, sin embargo los conjuntos muestreados de forma
aleatoria se restringieron a los 49 biomarcadores de la Tabla 1 que no se seleccionaron por el procedimiento de
seleccion de biomarcadores avido para diez clasificadores de analitos. Esta representacion demuestra que los diez
marcadores seleccionados por el algoritmo avido representan un subconjunto de biomarcadores que generalizan
para otros tipos de cancer mucho mejor que clasificadores construidos con los 49 biomarcadores restantes.

Finalmente, La Figura 16 muestra la curva de ROC de clasificador para cada uno de los 3 clasificadores de estudios
de cancer. Se pretende que las realizaciones y los ejemplos anteriores sean solamente ejemplos. Ninguna
realizacion, ejemplo o elemento particular de una realizacion o ejemplo particular debe interpretarse como un
elemento o caracteristica critico, requerido o esencial de cualquiera de las reivindicaciones. Ademas, ningun
elemento descrito en el presente documento es necesario para la practica de las reivindicaciones adjuntas a menos
que se describa expresamente como «esencial» o «criticon. Pueden realizarse diversas alteraciones,
modificaciones, sustituciones y otras variaciones a las realizaciones desveladas sin alejarse del alcance de la
presente solicitud, que se define por las reivindicaciones adjuntas. La memoria descriptiva, incluyendo las figuras y
los ejemplos, debe interpretarse de una manera ilustrativa, en lugar de una restrictiva, y se pretende que todas estas
modificaciones y sustituciones se incluyan en el alcance de la solicitud. En consecuencia, el alcance de la solicitud
deberia estar determinado por las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes legales, en lugar de por los ejemplos
proporcionados anteriormente. Por ejemplo, pueden ejecutarse etapas indicadas en cualquiera de las
reivindicaciones del método o proceso en cualquier orden factible y no se limitan a un orden presentado en
cualquiera de las realizaciones, los ejemplos o las reivindicaciones. Ademas, en cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, uno o mas biomarcadores de la Tabla 1 o Tabla 19 pueden excluirse especificamente
como un biomarcador individual o como un biomarcador de cualquier panel.

Tabla 1: Biomarcadores de cancer

Columnan.® Columnan.® 2 Columna Columnan.° 4 Columnan.5 Columnan.°
1 n°3 6
Biomarcador| Simbolo(s) de Entrez Gene | ID Entrez ID SwissProt  |Nombre publico Direccion
n.° de designacion de Gene
biomarcadores
1 AHSG 197 P02765 a2-HS-Glucoproteina Descendente
2 AKR7A2 8574 043488 Aflatoxina B1 aldehido Ascendente
reductasa
3 AKT3 10000 Q9Y243 PKB y Ascendente
4 ASGR1 432 P07306 ASGPR1 Descendente
5 BDNF 627 P23560 BDNF Descendente
6 BMP1 649 P13497 BMP-1 Descendente
7 BMPER 168667 Q8N8U9 BMPER Descendente
8 C9 735 P02748 C9 Ascendente
9 CA6 765 P23280 Anhidrasa carbonica VI Descendente
10 CAPG 822 P40121 CapG Descendente
1 CDH1 999 P12830 Cadherina-1 Descendente
12 CHRDLA1 91851 Q9BU40 Tipo cordina 1 Ascendente
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13 CKB-CKM- 1152; P12277; P06732 |CK-MB Descendente
14 CLIC1 ﬂgg 000299 canal intracelular de cloruro | Ascendente
15 CMA1 1215 P23946 1Quimasa Descendente
16 CNTN1 1272 Q12860 Contactina-1 Descendente|
17 COL18A1 80781 P39060 Endostatina Ascendente
18 CRP 1401 P02741 CRP Ascendente
19 CTSL2 1515 060911 Catepsina V Descendente
20 DDC 1644 P20711 dopa descarboxilasa Descendente
21 EGFR 1956 P00533 ERBB1 Descendente
22 FGA-FGB-FGG 2243; P02671; P02675; |Dimero D Ascendente

2244, P02679

2266
23 FN1 2335 P02751 Fibronectina FN1.4 Descendente
24 GHR 2690 P10912 Receptor de hormona del  |Descendente

crecimiento

25 GPI 2821 P06744 glucosa fosfato isomerasa | Ascendente
26 HMGB1 3146 P09429 HMG-1 Ascendente
27 HNRNPAB 3182 Q99729 hnRNP A/B Ascendente
28 HP 3240 P00738 Haptoglobina, Tipo mixto Ascendente
29 HSP90AA1 3320 P07900 HSP 90a Ascendente
30 HSPA1A 3303 P08107 HSP 70 Ascendente
31 IGFBP2 3485 P18065 IGFBP-2 Ascendente
32 IGFBP4 3487 P22692 IGFBP-4 Ascendente
33 IL12B-IL23A 3593; | P29460; QINPF7 |IL-23 Ascendente

51561
34 ITIH4 3700 Q14624 Cadena pesada de inhibidor | Ascendente

de inter-a-tripsina H4

35 KIT 3815 P10721 SCF sR Descendente|
36 KLK3-SERPINA3 354;12 | P07288; P01011 |PSA-ACT Ascendente
37 L1CAM 3897 P32004 NCAM-L1 Descendente
38 LRIG3 121227 Q6UXM1 LRIG3 Descendente
39 MMP12 4321 P39900 MMP-12 Ascendente
40 MMP7 4316 P09237 MMP-7 Ascendente
41 NME2 4831 P22392 NDP quinasa B Ascendente
42 PA2G4 5036 QoUQ80 Proteina de union a ErbB3 | Ascendente
43 PLA2G7 7941 Q13093 ESIQILAZ/ PAFAH Descendente
44 PLAUR 5329 Q03405 SUPAR Ascendente
45 PRKACA 5566 P17612 PRKA C-a Ascendente
46 PRKCB 5579 P05771 PKC-B-II Descendente
47 PROK1 84432 P58294 EG-VEGF Descendente
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48 PRSS2 5645 P07478 Tripsina-2 Ascendente
49 PTN 5764 P21246 Pleiotropina Ascendente
50 SERPINA1 5265 P01009 a1-antitripsina Ascendente
51 STC1 6781 P52823 Estaniocalcina-1 Ascendente
52 STX1A 6804 Q16623 Sintaxina 1A Descendente
53 TACSTD2 4070 P09758 Proteina GA733-1 Descendente
54 TFF3 7033 Q07654 Factor trefoil 3 Ascendente
55 TGFBI 7045 Q15582 BIGH3 Descendente
56 TPI1 7167 P60174 Triosafosfato isomerasa Ascendente
57 TPT1 7178 P13693 Fortilina Ascendente
58 YWHAG 7532 P61981 14-3-3 proteina y Ascendente
59 YWHAH 7533 Q04917 14-3-3 proteina eta Ascendente

Tabla 2: Paneles de 1 biomarcador

Marcadores ABC de
vC
1 [YWHAG 0,840
2  |MMP7 0,804
3 |CLIC1 0,803
4 MMP12 0,773
5 |STX1A 0,771
6 |[C9 0,769
7 |LRIG3 0,769
8 |EGFR 0,767
9 [TPT1 0,760
10 |CMA1 0,758
11 [YWHAH 0,756
12 |GPI 0,752
13 |BMP1 0,751
14 |DDC 0,747
15  INME2 0,745
16 |IGFBP2 0,743
17 |FGA-FGB-FGG 0,741
18 |CAPG 0,738
19 |AKR7A2 0,733
20 |HNRNPAB 0,730
21 |CDH1 0,728
22 |[HSP90AA1 0,726
23 |CKB-CKM 0,724
24 |CRP 0,724
25 |PTN 0,723
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26 BMPER 0,721
27 TP 0,720
28 [TGFBI 0,720
29 [KIT 0,717
30 HP 0,715
31 |KLK3-SERPINA3 0,713
32 |PLAUR 0,711
33 |GHR 0,705
34 |CA6 0,705
35 |PRKACA 0,704
36 |COL18A1 0,701
37 |HMGBH1 0,700
38 |IGFBP4 0,698
39 |AKT3 0,697
40 |AHSG 0,697
41 |CTSL2 0,694
42 |[TACSTD2 0,690
43 |FN1 0,690
44  |IL12B-IL23A 0,690
45 |BDNF 0,689
46 |L1CAM 0,688
47 |SERPINA1 0,688
48 |PROK11 0,684
49 |PRKCB 0,684
50 |STC1 0,682
51 |CHRDL1 0,679
52 [TFF3 0,678
53 |PRSS2 0,663
54 |ASGR1 0,660
55 |HSPA1A 0,658
56 |PA2G4 0,655
57 |CNTN1 0,648
58 |ITIH4 0,635
59 |PLA2G7 0,631

Tabla 3: Paneles de 2 biomarcadores

Marcadores ABC de
VvC
MMP7 YWHAG 0,878
C9 YWHAG 0,876
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3 [STX1A YWHAG 0,874
4  |MMP7 CLIC1 0,874
5 |LRIG3 YWHAG 0,871
6 |KLK3-SERPINA3 [YWHAG 0,867
7  [YWHAG CRP 0,867
8 [BMP1 YWHAG 0,866
9 MMP12 CLIC1 0,865
10 [TGFBI YWHAG 0,864
11 |KLK3-SERPINA3 |CLIC1 0,863
12 [YWHAG L1CAM 0,863
13 |STX1A CLIC1 0,863
14 |SERPINA1 YWHAG 0,862
15 |CMA1 YWHAG 0,862
16 |[NME2 FGA-FGB-FGG 0,861
17 |CA6 YWHAG 0,859
18 MMP7 AKR7A2 0,859
19 |DDC YWHAG 0,858
20 |C9 CLIC1 0,857
21 MMP7 NME2 0,857
22 |CKB-CKM YWHAG 0,857
23 |FGA-FGB-FGG CLIC1 0,856
24 BMP1 CLIC1 0,856
25 |[EGFR YWHAG 0,856
26 |AHSG YWHAG 0,855
27 |YWHAG MMP12 0,855
28 |MMP7 TPI1 0,855
29 KIT YWHAG 0,855
30 [LRIG3 CLIC1 0,854
31 |HP YWHAG 0,854
32 |PLAUR YWHAG 0,854
33 |CMA1 CLIC1 0,853
34 |BDNF YWHAG 0,853
35 [EGFR CLIC1 0,853
36 |MMP7 TPT1 0,852
37 |[YWHAG CLIC1 0,851
38 |PTN YWHAG 0,850
39 |BDNF CLIC1 0,849
40 |IGFBP2 YWHAG 0,849
41 MMP7 GPI 0,849

54




ES2674318 T3

42 |CNTN1 YWHAG 0,849
43 BMPER YWHAG 0,848
44 [YWHAG FGA-FGB-FGG 0,847
45 MMP7 HNRNPAB 0,847
46 |C9 GPI 0,847
47 [YWHAG GPI 0,846
48 |L1CAM MMP12 0,846
49 [YWHAG ITIH4 0,846
50 |GHR YWHAG 0,846
51 |[YWHAG HNRNPAB 0,846
52 |MMP7 CMA1 0,846
53 |C9 NME2 0,845
54 |MMP7 LRIG3 0,845
55 |IGFBP2 CLIC1 0,845
56 |COL18A1 YWHAG 0,845
57 |CHRDL1 CLIC1 0,845
58 |CDH1 MMP7 0,844
59 |PLAUR CLIC1 0,844
60 (TP FGA-FGB-FGG 0,844
61 |CHRDL1 YWHAG 0,844
62 MMP7 PRKACA 0,844
63 |C9 AKR7A2 0,843
64 |YWHAG PLA2G7 0,843
65 |KLK3-SERPINA3 [TPT1 0,843
66 |BMP1 GPI 0,843
67 |KLK3-SERPINA3  MMP7 0,842
68 |C9 TPT1 0,842
69 |COL18A1 CLIC1 0,842
70 [YWHAG AKR7A2 0,842
71 [YWHAG STC1 0,842
72 |MMP7 TGFBI 0,842
73 |AKR7A2 MMP12 0,842
74  IMMP7 YWHAH 0,842
75 HMGB1 MMP7 0,841
76 |TPT1 FGA-FGB-FGG 0,841
77 |GHR CLIC1 0,841
78 |KLK3-SERPINA3 [STX1A 0,840
79 |LRIG3 TPT1 0,840
80 [STX1A MMP12 0,840
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81 [YWHAG PRSS2 0,840
82 |DDC CLIC1 0,840
83 |CRP CLIC1 0,840
84 HMGB1 YWHAG 0,840
85 [STX1A TPT1 0,839
86 |CDH1 YWHAG 0,839
87 [STX1A GPI 0,839
88 |KLK3-SERPINA3  |NME2 0,838
89 [LRIG3 YWHAH 0,838
90 |AKR7A2 FGA-FGB-FGG 0,838
91 C9 HNRNPAB 0,837
92 [TACSTD2 YWHAG 0,837
93 [YWHAG TPI1 0,837
94 |STX1A NME2 0,836
95 |KLK3-SERPINA3 |AKR7A2 0,836
96 [LRIG3 AKR7A2 0,836
97 |NME2 MMP12 0,836
98 |CAPG CLIC1 0,836
99 [YWHAG NME2 0,836
100 MMP7 STX1A 0,835

Tabla 4: Paneles de 3 biomarcadores

Marcadores ABC de
vC
1 |[KLK3-SERPINA3  MMP7 CLIC1 0,896
2 |KLK3-SERPINA3 |STX1A CLIC1 0,895
3 |KLK3-SERPINA3 [|STX1A YWHAG 0,895
4  MMP7 C9 YWHAG 0,895
5 |MMP7 YWHAG CLIC1 0,894
6 |C9 STX1A YWHAG 0,893
7  MMP7 LRIG3 YWHAG 0,893
8 |MMP7 TGFBI YWHAG 0,893
9 |MMP7 CMA1 CLIC1 0,893
10 |BDNF MMP7 CLIC1 0,892
11 [MMP7 GHR CLIC1 0,892
12 |CDHA1 MMP7 YWHAG 0,892
13 |BDNF C9 CLIC1 0,892
14 |STX1A YWHAG CRP 0,892
15 |MMP7 YWHAG TPI1 0,892
16 |MMP7 STX1A YWHAG 0,892
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17 |TGFBI STX1A YWHAG 0,891
18 |LRIG3 YWHAG CRP 0,891
19 MMP7 YWHAG L1CAM 0,891
20 MMP7 YWHAG PA2G4 0,891
21 |C9 LRIG3 YWHAG 0,890
22 |STX1A MMP12 CLIC1 0,890
23 MMP7 LRIG3 CLIC1 0,890
24 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 YWHAG 0,890
25 MMP7 BMP1 CLIC1 0,890
26 |BDNF STX1A CLIC1 0,890
27 MMP7 STX1A CLIC1 0,889
28 |MMP7 BMP1 YWHAG 0,889
29 HMGBH1 MMP7 YWHAG 0,889
30 [SERPINA1 STX1A YWHAG 0,889
31 |MMP7 YWHAG GPI 0,889
32 |MMP7 CMA1 YWHAG 0,889
33 |MMP7 YWHAG NME2 0,889
34 |MMP7 C9 CLIC1 0,889
35 [C9 CMA1 YWHAG 0,888
36 |MMP7 YWHAG CRP 0,888
37 |KLK3-SERPINA3  |CNTN1 YWHAG 0,888
38 |MMP7 YWHAG AKR7A2 0,887
39 |MMP7 ITIH4 CLIC1 0,887
40 |CDH1 MMP7 CLIC1 0,887
41 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 AKR7A2 0,887
42 MMP7 GHR YWHAG 0,887
43 |KLK3-SERPINA3 |CHRDL1 CLIC1 0,887
44 |KLK3-SERPINA3 [LRIG3 YWHAG 0,887
45 BMP1 STX1A CLIC1 0,887
46 |C9 STX1A CLIC1 0,887
47 MMP7 GPI CLIC1 0,887
48 [TGFBI LRIG3 YWHAG 0,886
49 |IGFBP2 MMP7 YWHAG 0,886
50 |MMP7 CKB-CKM YWHAG 0,886
51 |LRIG3 STX1A YWHAG 0,886
52 |GHR STX1A CLIC1 0,886
53 |MMP7 DDC YWHAG 0,886
54 |BMP1 STX1A YWHAG 0,886
55 |MMP7 DDC CLIC1 0,886
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56 |C9 CHRDL1 CLIC1 0,885
57 |MMP7 C9 AKR7A2 0,885
58 |BDNF MMP7 YWHAG 0,885
59 KIT MMP7 YWHAG 0,885
60 MMP7 TGFBI CLIC1 0,885
61 |BDNF IGFBP2 CLIC1 0,885
62 MMP7 YWHAG ITIH4 0,885
63 MMP7 YWHAG HNRNPAB 0,885
64 |KLK3-SERPINA3 |LRIG3 CLIC1 0,885
65 MMP7 HP YWHAG 0,885
66 |HMGB1 MMP7 CLIC1 0,885
67 MMP7 YWHAG PLA2G7 0,885
68 |CHRDL1 CMA1 CLIC1 0,885
69 [STX1A YWHAG L1CAM 0,885
70 |MMP7 CMA1 NME2 0,885
71 |BMP1 MMP12 CLIC1 0,884
72 C9 CHRDL1 YWHAG 0,884
73 |KLK3-SERPINA3  |CMA1 CLIC1 0,884
74 [EGFR MMP7 CLIC1 0,884
75 [STX1A YWHAG CLIC1 0,884
76  |MMP7 AHSG YWHAG 0,884
77 |IGFBP2 MMP7 CLIC1 0,884
78 |MMP7 TPT1 YWHAG 0,884
79 |KLK3-SERPINA3 |COL18A1 CLIC1 0,884
80 [EGFR MMP7 YWHAG 0,884
81 IC9 YWHAG L1CAM 0,884
82 |KLK3-SERPINA3  MMP7 TPI1 0,884
83 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CLIC1 0,884
84 |MMP7 CA6 YWHAG 0,884
85 |BMP1 YWHAG CRP 0,883
86 |MMP7 CMA1 TPI1 0,883
87 |KLK3-SERPINA3  MMP7 NME2 0,883
88 |BDNF C9 YWHAG 0,883
89 |AHSG STX1A YWHAG 0,883
90 [C9 MMP12 CLIC1 0,883
91 IC9 BMP1 YWHAG 0,883
92 |KLK3-SERPINA3 [STX1A TPT1 0,883
93 |CNTN1 C9 YWHAG 0,883
94 C9 CA6 YWHAG 0,883
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95 |CA6 STX1A YWHAG 0,883

96 MMP7 CNTNA1 YWHAG 0,883

97 |KLK3-SERPINA3 [STX1A NME2 0,883

98 MMP7 HNRNPAB  |CLIC1 0,883

99 MMP7 SERPINA1  [YWHAG 0,883

100 [TGFBI CMA1 YWHAG 0,883

Tabla 5: Paneles de 4 biomarcadores
Marcadores ABC de
vC

1 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 STX1A CLIC1 0,911
2 |KLK3-SERPINA3 | BDNF STX1A CLIC1 0,910
3 |BDNF C9 CHRDL1 CLIC1 0,909
4 |BDNF C9 STX1A CLIC1 0,908
5 [MMP7 C9 YWHAG TPI1 0,908
6 |MMP7 C9 YWHAG CLIC1 0,908
7  MMP7 GHR STX1A CLIC1 0,907
8 |[KLK3-SERPINA3  [MMP7 CMA1 CLIC1 0,907
9 |KLK3-SERPINA3 [BDNF MMP7 CLIC1 0,907
10 |MMP7 C9 CMA1 CLIC1 0,907
11 |BDNF MMP7 YWHAG CLIC1 0,907
12 |CDH1 MMP7 C9 YWHAG 0,907
13 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 LRIG3 CLIC1 0,906
14  |MMP7 GHR CMA1 CLIC1 0,906
15 |MMP7 C9 YWHAG NME2 0,906
16 |CDH1 MMP7 STX1A YWHAG 0,906
17  |MMP7 C9 LRIG3 YWHAG 0,905
18 |MMP7 C9 YWHAG GPI 0,905
19 |CDH1 MMP7 STX1A CLIC1 0,905
20 |BDNF MMP7 GHR CLIC1 0,905
21 MMP7 STX1A YWHAG CLIC1 0,905
22 |BDNF MMP7 LRIG3 CLIC1 0,905
23 |BDNF MMP7 STX1A CLIC1 0,905
24  MMP7 LRIG3 YWHAG CLIC1 0,905
25 |BDNF MMP7 CMA1 CLIC1 0,905
26 MMP7 C9 TGFBI YWHAG 0,904
27 |CDH1 MMP7 LRIG3 YWHAG 0,904
28 |KLK3-SERPINA3 |CHRDL1 CMA1 CLIC1 0,904
29 [TGFBI STX1A YWHAG CRP 0,904
30 |BDNF MMP7 C9 CLIC1 0,904
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31 |KLK3-SERPINA3 [CHRDLT  [STXTA CLICT 0,904
32 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 STX1A YWHAG 0,904
33 |KLK3-SERPINA3 [BMP1 STX1A CLICT 0,904
34 [MMP7 STX1A YWHAG NME2 0,904
35 [BDNF MMP7 TGFBI CLIC1 0,904
36 |MMP7 Cc9 YWHAG L1CAM 0,904
37 |MMP7 TGFBI LRIG3 YWHAG 0,904
38 |KLK3-SERPINA3 |BDNF CHRDL1  |CLICT 0,904
39 |KLK3-SERPINA3 |GHR STX1A CLICT 0,904
40 |KLK3-SERPINA3  |LRIG3 CHRDL1  |CLICT 0,904
41 |KLK3-SERPINA3  [MMP7 LRIG3 YWHAG 0,904
42 |KLK3-SERPINA3  |LRIG3 STX1A CLIC1 0,904
43 |MMP7 GHR BMP1 CLIC1 0,904
44 CDH1 MMP7 CMA1 CLICT 0,904
45 |LRIG3 STX1A YWHAG CRP 0,904
46 |MMP7 GHR YWHAG CLIC1 0,904
47 |BDNF GHR STX1A CLIC1 0,904
48 |MMP7 Cco CMA1 YWHAG 0,904
49 |MMP7 LRIG3 GPI CLIC1 0,904
50 |MMP7 Co STX1A YWHAG 0,903
51 |[BDNF MMP7 GPI CLIC1 0,903
52 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 YWHAG CLICT 0,903
53 |MMP7 TGFBI STX1A YWHAG 0,903
54 |KLK3-SERPINA3 |[COL18AT  [STXTA CLICT 0,903
55 |MMP7 TGFBI CMA1 CLICT 0,903
56 |MMP7 Co YWHAG PA2G4 0,903
57 |MMP7 C9 YWHAG  |AKR7A2 0,903
58 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 BMP1 CLICT 0,903
59 |MMP7 GHR LRIG3 CLICT 0,903
60 [MMP7 GHR Cco CLIC1 0,903
61 [MMP7 BMP1 YWHAG CLIC1 0,903
62 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 GHR CLIC1 0,903
63 |BDNF STX1A MMP12 CLIC 0,903
64 |MMP7 LRIG3 YWHAG CRP 0,903
65 [BDNF IGFBP2 MMP7 CLIC1 0,903
66 |GHR STX1A CRP CLIC1 0,903
67 |[BDNF STX1A CRP CLIC 0,902
68 |KLK3-SERPINA3  |CNTN1 BMP1 CLIC1 0,902
69 |BDNF MMP7 Cco YWHAG 0,902
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70 |CDH1 MMP7 TGFBI YWHAG 0,902

71 |BDNF IGFBP2 STX1A CLIC1 0,902

72 |[KLK3-SERPINA3  MMP7 NME2 CLIC1 0,902

73 |[KLK3-SERPINA3  MMP7 TPI1 CLIC1 0,902

74  MMP7 LRIG3 YWHAG NME2 0,902

75 |KLK3-SERPINA3 |[EGFR STX1A CLIC1 0,902

76 |BDNF IGFBP2 LRIG3 CLIC1 0,902

77 MMP7 CMA1 YWHAG CLIC1 0,902

78 |MMP7 GHR STX1A YWHAG 0,902

79 [HMGB1 MMP7 C9 YWHAG 0,902

80 |(IGFBP2 MMP7 CMA1 CLIC1 0,902

81 |MMP7 GHR GPI CLIC1 0,902

82 |KLK3-SERPINA3 |STX1A YWHAG CLIC1 0,902

83 |[KLK3-SERPINA3 |SERPINA1 [STX1A YWHAG 0,902

84 |BDNF PLAUR LRIG3 CLIC1 0,902

85 |BDNF TGFBI STX1A CLIC1 0,902

86 |BDNF MMP7 ITIH4 CLIC1 0,902

87 |MMP7 LRIG3 YWHAG GPI 0,902

88 |MMP7 BMP1 YWHAG GPI 0,902

89 |[C9 CHRDL1 CMA1 CLIC1 0,902

90 MMP7 BMP1 CMA1 CLIC1 0,902

91 |[KLK3-SERPINA3 MMP7 CNTNA1 CLIC1 0,902

92 |MMP7 CMA1 HNRNPAB  |CLIC1 0,902

93 |[KLK3-SERPINA3 |LRIG3 STX1A YWHAG 0,902

94 |BDNF LRIG3 STX1A CLIC1 0,902

95 |MMP7 TGFBI CMA1 YWHAG 0,902

96 MMP7 LRIG3 YWHAG TPI1 0,902

97 |MMP7 CMA1 NME2 CLIC1 0,902

98 |MMP7 GHR CRP CLIC1 0,902

99 |[C9 LRIG3 CHRDL1 CLIC1 0,902

100 [MMP7 LRIG3 STX1A CLIC1 0,902

Tabla 6: Paneles de 5 biomarcadores
Marcadores ABC de
vC

1 [TGFBI LRIG3 CHRDL1 |NME2 CRP 0,922
2 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 STX1A CLIC1 0,920
3 |BDNF MMP7 GHR STX1A CLIC1 0,919
4 |BDNF MMP7 C9 YWHAG CLIC1 0,918
5 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 GHR STX1A CLIC1 0,918
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6 |BDNF C9 CHRDL1 |AHSG CLIC1 0,918
7 |CDH1 MMP7 GHR STX1A CLIC1 0,918
8 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 STX1A NME2 CLIC1 0,918
9 |MMP7 GHR STX1A YWHAG CLIC1 0,918
10 MMP7 GHR STX1A GPI CLIC1 0,918
11 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 LRIG3 STX1A CLIC1 0,917
12 |BDNF MMP7 GHR GPI CLIC1 0,917
13 |BDNF MMP7 STX1A YWHAG CLIC1 0,917
14 |BDNF TGFBI LRIG3 CHRDL1 CLIC1 0,917
15 |KLK3-SERPINA3 |BDNF LRIG3 STX1A CLIC1 0,917
16 |KLK3-SERPINA3 |BDNF C9 STX1A CLIC1 0,917
17 |BDNF MMP7 LRIG3 YWHAG CLIC1 0,917
18 |BDNF GHR C9 STX1A CLIC1 0,916
19 |BDNF IGFBP2 |LRIG3 CRP CLIC1 0,916
20 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CHRDL1 [STX1A CLIC1 0,916
21 |KLK3-SERPINA3 |CDH1 MMP7 STX1A CLIC1 0,916
22 MMP7 GHR STX1A CRP CLIC1 0,916
23 |BDNF MMP7 TGFBI STX1A CLIC1 0,916
24 MMP7 GHR TGFBI STX1A CLIC1 0,916
25 MMP7 GHR C9 STX1A CLIC1 0,916
26 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CLIC1 0,916
27 MMP7 GHR STX1A NME2 CLIC1 0,916
28 |KLK3-SERPINA3 |HMGB1 |MMP7 STX1A CLIC1 0,916
29 MMP7 C9 STX1A YWHAG NME2 0,916
30 |BDNF MMP7 LRIG3 STX1A CLIC1 0,916
31 |MMP7 C9 STX1A YWHAG CLIC1 0,916
32 |BDNF CDHA1 MMP7 STX1A CLIC1 0,916
33 |BDNF C9 TGFBI CHRDL1 CLIC1 0,915
34 |MMP7 C9 LRIG3 YWHAG TPI1 0,915
35 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 LRIG3 CLIC1 0,915
36 |BDNF C9 LRIG3 CHRDL1 CLIC1 0,915
37 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 CMA1 CLIC1 0,915
38 |BDNF LRIG3 CHRDL1 |CRP CLIC1 0,915
39 |BDNF MMP7 STX1A ITIH4 CLIC1 0,915
40 |BDNF MMP7 GHR C9 CLIC1 0,915
41 | BDNF MMP7 C9 GPI CLIC1 0,915
42 |HMGB1 MMP7 GHR STX1A CLIC1 0,915
43 |BDNF MMP7 LRIG3 GPI CLIC1 0,915
44 |GHR BMP1 STX1A CRP CLIC1 0,915
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45 |BDNF MMP7 BMP1 GPI CLIC1 0,915
46 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 STX1A YWHAG CLIC1 0,915
47 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 BMP1 CHRDL1 CLIC1 0,915
48 |BDNF GHR STX1A CRP CLIC1 0,915
49 |KLK3-SERPINA3 |BDNF TGFBI STX1A CLIC1 0,915
50 |KLK3-SERPINA3 BDNF MMP7 PA2G4 CLIC1 0,915
51 |CDH1 MMP7 TGFBI STX1A YWHAG 0,915
52 |BDNF MMP7 C9 STX1A CLIC1 0,915
53 |MMP7 GHR TGFBI CMA1 CLIC1 0,915
54 |BDNF MMP7 TGFBI CMA1 CLIC1 0,915
55 |CDH1 MMP7 C9 TGFBI YWHAG 0,915
56 |MMP7 C9 LRIG3 YWHAG NME2 0,915
57 |BDNF MMP7 STX1A NME2 CLIC1 0,915
58 |BDNF EGFR TGFBI STX1A CLIC1 0,915
59 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 LRIG3 GPI CLIC1 0,915
60 |BDNF MMP7 STX1A GPI CLIC1 0,915
61 MMP7 C9 LRIG3 YWHAG GPI 0,915
62 |KLK3-SERPINA3 MMP7 CMA1 TPI1 CLIC1 0,915
63 |CDH1 MMP7 C9 STX1A YWHAG 0,915
64 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CNTNA1 CHRDL1 CLIC1 0,915
65 |KLK3-SERPINA3 | BDNF LRIG3 CHRDL1 CLIC1 0,915
66 |BDNF MMP7 GHR LRIG3 CLIC1 0,914
67 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 NME2 CLIC1 0,914
68 |BDNF IGFBP2 MMP7 GPI CLIC1 0,914
69 |KLK3-SERPINA3 | BDNF STX1A CLIC1 PLA2G7 0,914
70 |CDH1 MMP7 GHR CMA1 CLIC1 0,914
71 |MMP7 C9 LRIG3 GPI CLIC1 0,914
72 |MMP7 GHR STX1A PA2G4 CLIC1 0,914
73 |KLK3-SERPINA3  MMP7 STX1A PA2G4 CLIC1 0,914
74 |KLK3-SERPINA3  MMP7 STX1A TPI1 CLIC1 0,914
75 |KLK3-SERPINA3  MMP7 STX1A HNRNPAB  |CLIC1 0,914
76  |MMP7 GHR LRIG3 GPI CLIC1 0,914
77 |MMP7 GHR CMA1 GPI CLIC1 0,914
78 |BDNF IGFBP2 |MMP7 LRIG3 CLIC1 0,914
79 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 TPI1 CLIC1 0,914
80 |BDNF MMP7 STX1A TPT1 CLIC1 0,914
81 |BDNF LRIG3 STX1A CRP CLIC1 0,914
82 |BDNF MMP7 STX1A CLIC1 PLA2G7 0,914
83 |KLK3-SERPINA3 | BDNF AHSG STX1A CLIC1 0,914
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84 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 CNTN1 STX1A CLIC1 0,914
85 |BDNF GHR TGFBI STX1A CLIC1 0,914
86 |BDNF MMP7 NME2 ITIH4 CLIC1 0,914
87 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 BMP1 STX1A CLIC1 0,914
88 |MMP7 C9 CMA1 NME2 CLIC1 0,914
89 |BDNF MMP7 LRIG3 NME2 CLIC1 0,914
90 |BDNF TGFBI LRIG3 STX1A CLIC1 0,914
91 |KLK3-SERPINA3 |CDH1 MMP7 STX1A YWHAG 0,914
92 |MMP7 C9 LRIG3 YWHAG CLIC1 0,914
93 |BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 CLIC1 0,914
94 |KLK3-SERPINA3 |BDNF STX1A CRP CLIC1 0,914
95 |BDNF MMP7 BMP1 YWHAG CLIC1 0,914
96 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 LRIG3 CMA1 CLIC1 0,914
97 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 BMP1 STX1A CLIC1 0,914
98 |BDNF IGFBP2 [MMP7 STX1A CLIC1 0,914
99 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 STX1A YWHAG GPI 0,914
100 |MMP7 LRIG3 STX1A YWHAG CLIC1 0,914
Tabla 7: Paneles de 6 biomarcadores
Marcadores ABC de
VC
1 |BDNF MMP7 GHR STX1A GPI 0,928
CLIC1
2 |BDNF TGFBI LRIG3 CHRDLA1 CRP 0,928
CLIC1
3 |KLK3-SERPINA3 [BDNF MMP7 STX1A NME2 0,928
CLIC1
4 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR STX1A 0,927
CLIC1
5 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,927
CLIC1
6 |[TGFBI LRIG3 CHRDLA1 AHSG NME2 0,927
CRP
7 |KLK3-SERPINA3 [BDNF MMP7 TGFBI STX1A 0,927
CLIC1
8 |BDNF MMP7 C9 STX1A YWHAG 0,926
CLIC1
9 |KLK3-SERPINA3 [BDNF MMP7 STX1A TPT1 0,926
CLIC1
10 |BDNF MMP7 GHR STX1A PA2G4 0,926
CLIC1
11 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 LRIG3 STX1A 0,925
CLIC1
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12 |BDNF MMP7 C9 LRIG3 YWHAG 0,925
CLIC1

13 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 GHR STX1A TPI1 0,925
CLIC1

14 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 STX1A 0,925
CLIC1

15 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 STX1A PA2G4 0,925
CLIC1

16 |BDNF MMP7 GHR STX1A NME2 0,925
CLIC1

17 |BDNF IGFBP2 |MMP7 LRIG3 NME2 0,925
CLIC1

18 |BDNF GHR C9 AHSG STX1A 0,925
CLIC1

19 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 STX1A TPI1 0,925
CLIC1

20 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,925
CLIC1

21 |BDNF MMP7 GHR STX1A CRP 0,925
CLIC1

22 BDNF MMP7 GHR LRIG3 GPI 0,925
CLIC1

23 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CDHA1 MMP7 STX1A 0,925
CLIC1

24 MMP7 GHR C9 STX1A YWHAG 0,925
CLIC1

25 MMP7 GHR C9 STX1A HNRNPAB 0,925
CLIC1

26 |KLK3-SERPINA3 | BDNF TGFBI CHRDL1 |STX1A 0,925
CLIC1

27 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 STX1A CLIC1 0,925
PLA2G7

28 |MMP7 GHR C9 STX1A GPI 0,925
CLIC1

29 BDNF MMP7 GHR LRIG3 YWHAG 0,925
CLIC1

30 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 GHR STX1A NME2 0,925
CLIC1

31 |BDNF MMP7 GHR STX1A CLIC1 0,925
PLA2G7

32 |BDNF MMP7 GHR STX1A TPT1 0,925
CLIC1

33 |BDNF MMP7 C9 STX1A NME2 0,924
CLIC1
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34 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 LRIG3 NME2 0,924
CLIC1

35 |BDNF MMP7 LRIG3 STX1A GPI 0,924
CLIC1

36 |BDNF MMP7 GHR AHSG STX1A 0,924
CLIC1

37 |BDNF MMP7 GHR C9 YWHAG 0,924
CLIC1

38 |CDH1 MMP7 GHR STX1A CRP 0,924
CLIC1

39 |BDNF IGFBP2 |MMP7 LRIG3 GPI 0,924
CLIC1

40 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 STX1A YWHAG 0,924
CLIC1

41 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 STX1A GPI 0,924
CLIC1

42 |BDNF CDHA1 MMP7 GHR STX1A 0,924
CLIC1

43 |BDNF IGFBP2  MMP7 TPI1 ITIH4 0,924
CLIC1

44 BDNF MMP7 STX1A NME2 ITIH4 0,924
CLIC1

45 |BDNF MMP7 GHR STX1A YWHAG 0,924
CLIC1

46 |KLK3-SERPINA3 |BDNF CNTNA1 TGFBI CHRDL1 0,924
CLIC1

47 |KLK3-SERPINA3 |CDH1 MMP7 LRIG3 STX1A 0,924
CLIC1

48 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 LRIG3 STX1A NME2 0,924
CLIC1

49 |KLK3-SERPINA3 |BDNF TGFBI LRIG3 STX1A 0,923
CLIC1

50 |BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 GPI 0,923
CLIC1

51 |BDNF TGFBI LRIG3 STX1A CRP 0,923
CLIC1

52 |KLK3-SERPINA3 (CDH1 MMP7 GHR STX1A 0,923
CLIC1

53 |BDNF MMP7 GHR TGFBI GPI 0,923
CLIC1

54 |BDNF MMP7 C9 CMA1 NME2 0,923
CLIC1

55 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 AHSG STX1A 0,923

CLIC1
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56 |KLK3-SERPINA3 |MMP7 GHR STX1A GPI 0,923
CLIC1

57 |BDNF MMP7 C9 STX1A TPT1 0,923
CLIC1

58 |BDNF MMP7 GHR CNTNA1 TGFBI 0,923
CLIC1

59 |MMP7 GHR TGFBI STX1A CRP 0,923
CLIC1

60 |KLK3-SERPINA3 MMP7 GHR STX1A YWHAG 0,923
CLIC1

61 |[TGFBI LRIG3 CHRDL1 |STX1A NME2 0,923
CRP

62 |BDNF MMP7 C9 STX1A GPI 0,923
CLIC1

63 |BDNF IGFBP2 |MMP7 TGFBI STX1A 0,923
CLIC1

64 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 STX1A HNRNPAB 0,923
CLIC1

65 MMP7 GHR C9 STX1A NME2 0,923
CLIC1

66 |CDH1 MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,923
CLIC1

67 |KLK3-SERPINA3 MMP7 GHR STX1A PA2G4 0,923
CLIC1

68 |BDNF MMP7 TGFBI STX1A GPI 0,923
CLIC1

69 |BDNF MMP7 STX1A YWHAG ITIH4 0,923
CLIC1

70 |BDNF MMP7 GHR LRIG3 STX1A 0,923
CLIC1

71 |BDNF KIT MMP7 GHR STX1A 0,923
CLIC1

72 |MMP7 GHR TGFBI STX1A GPI 0,923
CLIC1

73 |BDNF MMP7 STX1A TPI1 ITIH4 0,923
CLIC1

74 |BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 STX1A 0,923
CLIC1

75 |BDNF EGFR TGFBI AHSG STX1A 0,923
CLIC1

76 |KLK3-SERPINA3 | BDNF TGFBI LRIG3 CHRDL1 0,923
CLIC1

77 |CDH1 MMP7 GHR STX1A GPI 0,923
CLIC1
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78 |BDNF IGFBP2 |MMP7 LRIG3 TPI1 0,923
CLIC1

79 |BDNF GHR LRIG3 STX1A CRP 0,923
CLIC1

80 |BDNF CDHA1 MMP7 LRIG3 STX1A 0,923
CLIC1

81 |KLK3-SERPINA3  |MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,923
CLIC1

82 |BDNF IGFBP2 |LRIG3 AHSG CRP 0,923
CLIC1

83 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 LRIG3 GPI 0,923
CLIC1

84 |BDNF MMP7 GHR LRIG3 NME2 0,923
CLIC1

85 |KLK3-SERPINA3 | BDNF EGFR TGFBI STX1A 0,923
CLIC1

86 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,923
CLIC1

87 |MMP7 GHR C9 CMA1 NME2 0,923
CLIC1

88 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CMA1 0,923
CLIC1

89 |MMP7 GHR STX1A NME2 CRP 0,922
CLIC1

90 |BDNF MMP7 C9 LRIG3 GPI 0,922
CLIC1

91 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 LRIG3 TPT1 0,922
CLIC1

92 |BDNF MMP7 STX1A TPT1 ITIH4 0,922
CLIC1

93 KIT MMP7 C9 LRIG3 YWHAG 0,922
TPI1

94 |BDNF CDHA1 MMP7 STX1A ITIH4 0,922
CLIC1

95 |MMP7 GHR STX1A TPI1 CRP 0,922
CLIC1

96 |BDNF C9 TGFBI LRIG3 CHRDL1 0,922
CLIC1

97 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CNTNA1 BMP1 CHRDL1 0,922
CLIC1

98 |BDNF GHR TGFBI STX1A CRP 0,922
CLIC1

99 |KLK3-SERPINA3 [LRIG3 CHRDL1 |STX1A CRP 0,922

CLIC1
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100 |MMP7 GHR LRIG3 STX1A YWHAG 0,922
CLIC1
Tabla 8: Paneles de 7 biomarcadores

Marcadores ABC de

VC

1 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,933
GPI CLIC1

2 |KLK3-SERPINA3 [BDNF MMP7 GHR STX1A 0,932
NME2 CLIC1

3 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,932
GPI CLIC1

4 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR STX1A 0,932
PA2G4 CLIC1

5 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,932
CRP CLIC1

6 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,932
PA2G4 CLIC1

7 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR STX1A 0,932
TPI1 CLIC1

8 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,932
TPT1 CLIC1

9 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 STX1A NME2 0,932
ITIH4 CLIC1

10 [BDNF CDH1 MMP7 GHR TGFBI 0,932
STX1A CLIC1

11 [BDNF TGFBI LRIG3 CHRDLA1 STX1A 0,932
CRP CLIC1

12 [BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,932
NME2 CLIC1

13 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 LRIG3 STX1A 0,932
NME2 CLIC1

14 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 LRIG3 STX1A 0,932
GPI CLIC1

15 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,931
STX1A CLIC1

16 |KLK3-SERPINA3 |BDNF CNTN1 TGFBI LRIG3 0,931
CHRDLA1 CLIC1

17 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,931
NME2 CLIC1

18 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 LRIG3 STX1A 0,931
TPT1 CLIC1

19 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 0,931
STX1A CLIC1

20 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR STX1A 0,931
GPI CLIC1
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21 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,931
YWHAG CLIC1

22 |BDNF MMP7 GHR STX1A NME2 0,931
ITIH4 CLIC1

23 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,931
STX1A CLIC1

24 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR STX1A 0,931
TPT1 CLIC1

25 |BDNF MMP7 GHR AHSG STX1A 0,931
GPI CLIC1

26 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 STX1A TPI1 0,931
ITIH4 CLIC1

27 |BDNF MMP7 GHR STX1A PA2G4 0,931
GPI CLIC1

28 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 STX1A 0,931
PA2G4 CLIC1

29 |BDNF MMP7 GHR STX1A NME2 0,931
CRP CLIC1

30 |KLK3-SERPINA3 BDNF MMP7 TGFBI STX1A 0,931
NME2 CLIC1

31 |BDNF MMP7 GHR TGFBI AHSG 0,931
STX1A CLIC1

32 |BDNF CDHA1 MMP7 GHR AHSG 0,931
STX1A CLIC1

33 |KLK3-SERPINA3 |BDNF EGFR MMP7 STX1A 0,931
NME2 CLIC1

34 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 LRIG3 0,931
STX1A CLIC1

35 |BDNF MMP7 GHR LRIG3 STX1A 0,930
GPI CLIC1

36 |BDNF GHR TGFBI LRIG3 CHRDL1 0,930
CRP CLIC1

37 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,930
CLIC1 PLA2G7

38 |BDNF MMP7 GHR C9 LRIG3 0,930
YWHAG CLIC1

39 |BDNF KIT MMP7 GHR STX1A 0,930
TPT1 CLIC1

40 |BDNF MMP7 C9 STX1A NME2 0,930
ITIH4 CLIC1

41 |KLK3-SERPINA3 |BDNF TGFBI LRIG3 CHRDL1 0,930
STX1A CLIC1

42 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 STX1A 0,930
TPI1 CLIC1
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43 |BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 STX1A 0,930
GPI CLIC1

44 |BDNF MMP7 GHR STX1A GPI 0,930
CRP CLIC1

45 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,930
GPI CLIC1

46 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,930
PA2G4 CLIC1

47 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 STX1A 0,930
TPT1 CLIC1

48 |[KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 CHRDL1 STX1A 0,930
PA2G4 CLIC1

49 |BDNF MMP7 GHR AHSG STX1A 0,930
PA2G4 CLIC1

50 |KLK3-SERPINA3 |BDNF IGFBP2 MMP7 STX1A 0,930
NME2 CLIC1

51 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CDHA1 MMP7 0,930
STX1A CLIC1

52 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CDHA1 MMP7 LRIG3 0,930
STX1A CLIC1

53 |BDNF GHR TGFBI LRIG3 STX1A 0,930
CRP CLIC1

54 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 TGFBI STX1A 0,930
PA2G4 CLIC1

55 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 LRIG3 0,930
NME2 CLIC1

56 |KLK3-SERPINA3 BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,930
STX1A CLIC1

57 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 STX1A 0,930
NME2 CLIC1

58 |BDNF MMP7 GHR SERPINA1  [STX1A 0,930
TPI1 CLIC1

59 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,930
STX1A CLIC1

60 [BDNF GHR TGFBI CHRDL1 STX1A 0,930
CRP CLIC1

61 |BDNF MMP7 GHR STX1A CRP 0,930
CLIC1 PLA2G7

62 |BDNF MMP7 GHR STX1A TPT1 0,930
CRP CLIC1

63 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,930
STX1A CLIC1

64 |BDNF KIT MMP7 GHR STX1A 0,930
PA2G4 CLIC1
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65 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR STX1A 0,930
CLIC1 PLA2G7

66 |KLK3-SERPINA3 | BDNF IGFBP2 MMP7 LRIG3 0,930
NME2 CLIC1

67 |BDNF KIT TGFBI LRIG3 CHRDL1 0,930
NME2 CRP

68 [TGFBI LRIG3 CHRDL1 |AHSG STX1A 0,930
NME2 CRP

69 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,929
TPI1 CLIC1

70 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 STX1A NME2 0,929
CLIC1 PLA2G7

71 |KLK3-SERPINA3  [KIT MMP7 GHR STX1A 0,929
PA2G4 CLIC1

72 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 LRIG3 0,929
TPI1 CLIC1

73 |BDNF CDHA1 MMP7 GHR STX1A 0,929
GPI CLIC1

74 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,929
TPT1 CLIC1

75 |BDNF MMP7 GHR LRIG3 GPI 0,929
CRP CLIC1

76 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 C9 STX1A 0,929
NME2 CLIC1

77 |BDNF MMP7 C9 TGFBI CMA1 0,929
NME2 CLIC1

78 |CDH1 MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,929
CRP CLIC1

79 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,929
HNRNPAB CLIC1

80 |BDNF MMP7 C9 LRIG3 STX1A 0,929
YWHAG CLIC1

81 |BDNF IGFBP2  [TGFBI LRIG3 STX1A 0,929
CRP CLIC1

82 |BDNF MMP7 GHR LRIG3 STX1A 0,929
NME2 CLIC1

83 |BDNF IGFBP2 MMP7 LRIG3 NME2 0,929
CRP CLIC1

84 BDNF MMP7 GHR CHRDL1 STX1A 0,929
PA2G4 CLIC1

85 |BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,929
STX1A CLIC1

86 |BDNF MMP7 C9 TGFBI STX1A 0,929
NME2 CLIC1
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87 |BDNF EGFR MMP7 STX1A TPI1 0,929
ITIH4 CLIC1
88 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 C9 STX1A 0,929
YWHAG CLIC1
89 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 LRIG3 STX1A 0,929
PA2G4 CLIC1
90 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 STX1A PA2G4 0,929
ITIH4 CLIC1
91 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 LRIG3 STX1A 0,929
HNRNPAB CLIC1
92 |KLK3-SERPINA3 |BDNF EGFR MMP7 TGFBI 0,929
STX1A CLIC1
93 |BDNF MMP7 GHR STX1A TPI1 0,929
ITIH4 CLIC1
94 |BDNF CDH1 MMP7 GHR STX1A 0,929
CRP CLIC1
95 |BDNF MMP7 GHR STX1A NME2 0,929
CLIC1 PLA2G7
96 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 TGFBI STX1A 0,929
TPI1 CLIC1
97 |BDNF MMP7 GHR STX1A PA2G4 0,929
ITIH4 CLIC1
98 |MMP7 GHR BMP1 STX1A NME2 0,929
CRP CLIC1
99 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 STX1A L1CAM 0,929
CLIC1 PLA2G7
100 |BDNF KIT MMP7 GHR STX1A 0,929
GPI CLIC1
Tabla 9: Paneles de 8 biomarcadores
Marcadores ABC de
VC
1 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 GHR 0,940
STX1A PA2G4 CLIC1
2 |BDNF TGFBI LRIG3 CHRDLA1 AHSG 0,938
STX1A CRP CLIC1
3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,938
NME2 CRP CLIC1
4 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 LRIG3 0,937
STX1A NME2 CLIC1
5 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,937
STX1A NME2 CLIC1
6 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,937
STX1A NME2 CLIC1
7 |KLK3-SERPINA3 [BDNF KIT MMP7 GHR 0,937
STX1A TPT1 CLIC1
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8 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR LRIG3 0,937
STX1A NME2 CLIC1

9 [BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,937
STX1A GPI CLIC1

10 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,936
GPI CRP CLIC1

11 |KLK3-SERPINA3  |BDNF KIT MMP7 GHR 0,936
STX1A TPI1 CLIC1

12 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,936
STX1A NME2 CLIC1

13 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,936
PA2G4 GPI CLIC1

14 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,936
STX1A PA2G4 CLIC1

15 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 0,936
STX1A NME2 CLIC1

16 |BDNF CDHA1 MMP7 GHR TGFBI 0,936
AHSG STX1A CLIC1

17 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR AHSG 0,936
STX1A PA2G4 CLIC1

18 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,936
STX1A GPI CLIC1

19 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 GHR 0,936
STX1A NME2 CLIC1

20 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR STX1A 0,936
PA2G4 GPI CLIC1

21 |BDNF GHR TGFBI LRIG3 AHSG 0,936
STX1A CRP CLIC1

22 BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,936
TPI1 CRP CLIC1

23 |BDNF KIT MMP7 GHR LRIG3 0,936
STX1A NME2 CLIC1

24 BDNF KIT MMP7 GHR C9 0,936
STX1A PA2G4 CLIC1

25 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CDHA1 MMP7 LRIG3 0,936
STX1A TPT1 CLIC1

26 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 STX1A 0,936
TPI1 ITIH4 CLIC1

27 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,935
STX1A GPI CLIC1

28 |BDNF KIT MMP7 GHR C9 0,935
STX1A TPT1 CLIC1

29 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 0,935
STX1A GPI CLIC1
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30 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 STX1A 0,935
NME2 ITIH4 CLIC1

31 |BDNF MMP7 GHR TGFBI AHSG 0,935
STX1A GPI CLIC1

32 |BDNF KIT MMP7 GHR STX1A 0,935
PA2G4 ITIH4 CLIC1

33 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 LRIG3 CHRDL1 0,935
STX1A NME2 CLIC1

34 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,935
PA2G4 CRP CLIC1

35 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,935
STX1A CRP CLIC1

36 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,935
GPI CRP CLIC1

37 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 LRIG3 CHRDL1 0,935
STX1A TPI1 CLIC1

38 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CDHA1 MMP7 0,935
LRIG3 STX1A CLIC1

39 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 LRIG3 CHRDL1 0,935
STX1A TPT1 CLIC1

40 |BDNF GHR TGFBI CHRDL1 |AHSG 0,935
STX1A CRP CLIC1

41 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 LRIG3 0,935
STX1A TPT1 CLIC1

42 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,935
STX1A TPI1 CLIC1

43 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 0,935
STX1A PA2G4 CLIC1

44 BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,935
STX1A PA2G4 CLIC1

45 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 0,935
STX1A TPT1 CLIC1

46 | BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,935
STX1A TPT1 CLIC1

47 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 GHR 0,935
TGFBI STX1A CLIC1

48 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 LRIG3 0,935
STX1A TPI1 CLIC1

49 |BDNF MMP7 GHR STX1A TPI1 0,935
CRP ITIH4 CLIC1

50 |KLK3-SERPINA3 BDNF KIT MMP7 STX1A 0,935
PA2G4 ITIH4 CLIC1

51 |BDNF CDHA1 MMP7 GHR TGFBI 0,935
STX1A CRP CLIC1
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52 |BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,935
STX1A NME2 CLIC1

53 |BDNF KIT MMP7 GHR C9 0,935
STX1A GPI CLIC1

54 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR LRIG3 0,935
STX1A TPT1 CLIC1

55 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,935
STX1A PA2G4 CLIC1

56 |BDNF MMP7 GHR C9 AHSG 0,935
STX1A NME2 CLIC1

57 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR LRIG3 0,935
STX1A GPI CLIC1

58 |BDNF MMP7 GHR STX1A NME2 0,935
GPI CRP CLIC1

59 |BDNF GHR TGFBI LRIG3 CHRDL1 0,935
AHSG CRP CLIC1

60 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR STX1A 0,935
NME2 CLIC1 PLA2G7

61 |BDNF KIT MMP7 GHR STX1A 0,935
TPI1 ITIH4 CLIC1

62 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,935
NME2 CLIC1 PLA2G7

63 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,935
NME2 ITIH4 CLIC1

64 |BDNF MMP7 GHR LRIG3 STX1A 0,935
NME2 CRP CLIC1

65 |BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,935
STX1A YWHAG CLIC1

66 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 [STX1A 0,935
PA2G4 CRP CLIC1

67 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,935
STX1A PA2G4 CLIC1

68 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,935
TPI1 ITIH4 CLIC1

69 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,935
AHSG STX1A CLIC1

70 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 [STX1A 0,935
TPT1 CRP CLIC1

71 |BDNF MMP7 GHR STX1A NME2 0,935
CRP ITIH4 CLIC1

72 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,935
LRIG3 STX1A CLIC1

73 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 0,935
STX1A TPI1 CLIC1
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74 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,935
CRP CLIC1 PLA2G7

75 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 TGFBI CHRDL1 0,935
STX1A PA2G4 CLIC1

76 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,934
PA2G4 GPI CLIC1

77 |BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,934
STX1A GPI CLIC1

78 |BDNF GHR TGFBI LRIG3 CHRDL1 0,934
STX1A CRP CLIC1

79 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,934
TPI1 ITIH4 CLIC1

80 |KLK3-SERPINA3 | BDNF TGFBI LRIG3 CHRDL1 0,934
STX1A CRP CLIC1

81 |BDNF MMP7 GHR C9 CHRDL1 0,934
STX1A TPT1 CLIC1

82 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,934
STX1A HNRNPAB  |CLIC1

83 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 [STX1A 0,934
NME2 CRP CLIC1

84 |KLK3-SERPINA3 | BDNF EGFR MMP7 TGFBI 0,934
STX1A NME2 CLIC1

85 |BDNF KIT MMP7 GHR C9 0,934
STX1A HNRNPAB  |CLIC1

86 |BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,934
NME2 GPI CLIC1

87 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,934
LRIG3 STX1A CLIC1

88 |BDNF MMP7 GHR TGFBI AHSG 0,934
STX1A CLIC1 PLA2G7

89 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 LRIG3 0,934
STX1A HNRNPAB  |CLIC1

90 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,934
STX1A NME2 CLIC1

91 |BDNF MMP7 GHR STX1A NME2 0,934
CRP CLIC1 PLA2G7

92 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR AHSG 0,934
STX1A NME2 CLIC1

93 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR AHSG 0,934
STX1A TPI1 CLIC1

94 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,934
CRP HNRNPAB  |CLIC1

95 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 [STX1A 0,934
PA2G4 GPI CLIC1
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96 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 LRIG3 0,934
STX1A PA2G4 CLIC1
97 |BDNF MMP7 GHR CHRDLA1 AHSG 0,934
STX1A PA2G4 CLIC1
98 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,934
GPI CLIC1 PLA2G7
99 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR C9 0,934
STX1A TPT1 CLIC1
100 | BDNF MMP7 GHR C9 STX1A 0,934
TPT1 ITIH4 CLIC1
Tabla 10: Paneles de 9 biomarcadores
Marcadores ABC de
VC
1 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,941
STX1A NME2 CRP CLIC1
2 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDLA1 0,941
STX1A PA2G4 CRP CLIC1
3 |KLK3-SERPINA3 [BDNF KIT MMP7 GHR 0,941
TGFBI STX1A TPI1 CLIC1
4 | BDNF KIT MMP7 GHR LRIG3 0,941
STX1A NME2 CRP CLIC1
5 |KLK3-SERPINA3 [BDNF KIT MMP7 GHR 0,941
TGFBI STX1A PA2G4 CLIC1
6 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDLA1 0,941
STX1A TPI1 CRP CLIC1
7 |KLK3-SERPINA3 [BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 0,940
CHRDLA1 STX1A NME2 CLIC1
8 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,940
STX1A GPI CRP CLIC1
9 |KLK3-SERPINA3 [BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,940
CHRDLA1 STX1A TPI1 CLIC1
10 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 GHR 0,940
LRIG3 STX1A NME2 CLIC1
11 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,940
LRIG3 STX1A TPI1 CLIC1
12 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,940
LRIG3 STX1A GPI CLIC1
13 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 GHR 0,940
STX1A PA2G4 GPI CLIC1
14 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,940
AHSG STX1A NME2 CLIC1
15 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,940
STX1A NME2 CRP CLIC1
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16 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,940
STX1A NME2 CRP CLIC1

17 |BDNF KIT MMP7 GHR C9 0,940
STX1A PA2G4 GPI CLIC1

18 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 GHR 0,940
LRIG3 STX1A PA2G4 CLIC1

19 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,940
LRIG3 STX1A NME2 CLIC1

20 |BDNF MMP7 GHR TGFBI AHSG 0,940
STX1A GPI CRP CLIC1

21 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,940
STX1A TPT1 CRP CLIC1

22 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,940
LRIG3 STX1A TPT1 CLIC1

23 |BDNF CDHA1 MMP7 GHR TGFBI 0,940
STX1A NME2 CRP CLIC1

24 BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,940
AHSG STX1A PA2G4 CLIC1

25 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,940
NME2 GPI CRP CLIC1

26 |BDNF KIT MMP7 GHR STX1A 0,940
TPI1 CRP ITIH4 CLIC1

27 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,939
CHRDL1 STX1A TPT1 CLIC1

28 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,939
TGFBI LRIG3 STX1A CLIC1

29 BDNF IGFBP2  MMP7 TGFBI LRIG3 0,939
STX1A NME2 CRP CLIC1

30 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,939
AHSG STX1A PA2G4 CLIC1

31 |BDNF MMP7 GHR C9 CHRDL1 0,939
STX1A PA2G4 GPI CLIC1

32 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 |STX1A 0,939
TPI1 CRP ITIH4 CLIC1

33 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 0,939
CHRDL1 STX1A TPI1 CLIC1

34 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,939
TGFBI STX1A NME2 CLIC1

35 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR CHRDL1 0,939
AHSG STX1A TPI1 CLIC1

36 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,939
PA2G4 CRP ITIH4 CLIC1

37 |BDNF KIT MMP7 GHR C9 0,939
STX1A TPI1 ITIH4 CLIC1
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38 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR CHRDL1 0,939
STX1A NME2 PA2G4 CLIC1

39 |BDNF KIT MMP7 GHR STX1A 0,939
PA2G4 CRP ITIH4 CLIC1

40 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 |STX1A 0,939
PA2G4 GPI CRP CLIC1

41 |KLK3-SERPINA3 |BDNF IGFBP2 MMP7 TGFBI 0,939
LRIG3 STX1A NME2 CLIC1

42 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,939
NME2 CRP ITIH4 CLIC1

43 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 GHR 0,939
LRIG3 STX1A HNRNPAB  |CLIC1

44 BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,939
LRIG3 STX1A NME2 CLIC1

45 |BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,939
STX1A NME2 GPI CLIC1

46 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,939
STX1A NME2 CRP CLIC1

47 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,939
STX1A GPI CRP CLIC1

48 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,939
STX1A TPI1 CRP CLIC1

49 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,939
STX1A TPI1 CRP CLIC1

50 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,939
SERPINA1 STX1A TPI1 CLIC1

51 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 TGFBI 0,939
LRIG3 STX1A TPI1 CLIC1

52 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,939
STX1A NME2 CRP CLIC1

53 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,939
LRIG3 STX1A CRP CLIC1

54 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,939
STX1A PA2G4 ITIH4 CLIC1

55 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR CHRDL1 0,939
STX1A PA2G4 GPI CLIC1

56 |BDNF GHR TGFBI LRIG3 CHRDL1 0,939
AHSG STX1A CRP CLIC1

57 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CDHA1 MMP7 0,939
GHR STX1A TPT1 CLIC1

58 |KLK3-SERPINA3 | BDNF EGFR MMP7 GHR 0,939
TGFBI STX1A PA2G4 CLIC1

59 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,939
AHSG STX1A GPI CLIC1
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60 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 TGFBI 0,939
LRIG3 STX1A NME2 CLIC1

61 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,939
CHRDL1 STX1A PA2G4 CLIC1

62 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,939
LRIG3 STX1A TPI1 CLIC1

63 |BDNF CDHA1 MMP7 GHR TGFBI 0,939
AHSG STX1A CRP CLIC1

64 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 |AHSG 0,939
STX1A PA2G4 CRP CLIC1

65 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,939
STX1A TPI1 ITIH4 CLIC1

66 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,939
AHSG STX1A PA2G4 CLIC1

67 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,939
AHSG STX1A CLIC1 PLA2G7

68 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,938
TGFBI STX1A TPT1 CLIC1

69 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 CHRDL1 |STX1A 0,938
NME2 PA2G4 ITIH4 CLIC1

70 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 LRIG3 0,938
STX1A TPI1 ITIH4 CLIC1

71 |BDNF KIT MMP7 GHR C9 0,938
LRIG3 STX1A NME2 CLIC1

72 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,938
LRIG3 STX1A GPI CLIC1

73 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,938
STX1A NME2 GPI CLIC1

74 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CDHA1 MMP7 0,938
GHR STX1A PA2G4 CLIC1

75 |KLK3-SERPINA3 | BDNF EGFR MMP7 TGFBI 0,938
LRIG3 STX1A NME2 CLIC1

76 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,938
LRIG3 STX1A GPI CLIC1

77 |BDNF KIT MMP7 GHR LRIG3 0,938
STX1A TPI1 CRP CLIC1

78 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR AHSG 0,938
STX1A PA2G4 GPI CLIC1

79 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,938
STX1A PA2G4 ITIH4 CLIC1

80 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR CHRDL1 0,938
STX1A TPT1 PA2G4 CLIC1

81 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 |AHSG 0,938
STX1A TPI1 CRP CLIC1
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82 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT CDH1 MMP7 0,938
LRIG3 STX1A NME2 CLIC1
83 |BDNF KIT MMP7 GHR C9 0,938
STX1A PA2G4 ITIH4 CLIC1
84 |BDNF IGFBP2 [MMP7 GHR TGFBI 0,938
AHSG STX1A TPI1 CLIC1
85 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 GHR 0,938
STX1A TPI1 ITIH4 CLIC1
86 |BDNF MMP7 GHR CHRDLA1 AHSG 0,938
STX1A TPT1 CRP CLIC1
87 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,938
TPI1 CRP ITIH4 CLIC1
88 |BDNF KIT MMP7 GHR STX1A 0,938
NME2 CRP ITIH4 CLIC1
89 |KLK3-SERPINA3 |BDNF EGFR MMP7 GHR 0,938
AHSG STX1A PA2G4 CLIC1
90 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,938
CHRDLA1 STX1A NME2 CLIC1
91 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,938
STX1A NME2 GPI CLIC1
92 |BDNF CDH1 MMP7 GHR TGFBI 0,938
LRIG3 AHSG STX1A CLIC1
93 |BDNF CDH1 MMP7 GHR TGFBI 0,938
STX1A GPI CRP CLIC1
94 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR STX1A 0,938
NME2 GPI CRP CLIC1
95 |BDNF MMP7 GHR C9 CHRDLA1 0,938
AHSG STX1A TPI1 CLIC1
96 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,938
STX1A PA2G4 CRP CLIC1
97 |KLK3-SERPINA3 |BDNF EGFR MMP7 GHR 0,938
TGFBI STX1A TPI1 CLIC1
98 |BDNF MMP7 GHR TGFBI STX1A 0,938
NME2 CRP CLIC1 PLA2G7
99 |BDNF MMP7 GHR TGFBI BMP1 0,938
STX1A NME2 CRP CLIC1
100 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,938
STX1A GPI CRP CLIC1
Tabla 11: Paneles de 10 biomarcadores
Marcadores ABC de
VC
1 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDLA1 0,944
SERPINA1 STX1A NME2 PA2G4 CLIC1
2 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDLA1 0,944
AHSG STX1A TPI1 CRP CLIC1
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3 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,944
LRIG3 STX1A NME2 CRP CLIC1

4 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,944
STX1A PA2G4 CRP ITIH4 CLIC1

5 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,944
STX1A TPI1 CRP ITIH4 CLIC1

6 BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,943
STX1A TPI1 CRP ITIH4 CLIC1

7 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,943
CHRDL1 AHSG STX1A TPI1 CLIC1

8 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,943
CHRDL1 STX1A TPI1 CRP CLIC1

9 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,943
CHRDL1 STX1A TPI1 CRP CLIC1

10 |KLK3-SERPINA3  |BDNF KIT MMP7 GHR 0,943
TGFBI LRIG3 STX1A TPI1 CLIC1

11 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,943
STX1A PA2G4 GPI CRP CLIC1

12 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,943
AHSG STX1A NME2 CRP CLIC1

13 |BDNF IGFBP2 MMP7 GHR TGFBI 0,943
LRIG3 STX1A NME2 CRP CLIC1

14 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,943
STX1A PA2G4 CRP ITIH4 CLIC1

15 [BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,943
LRIG3 STX1A TPI1 CRP CLIC1

16 [BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,943
CHRDL1 STX1A PA2G4 GPI CLIC1

17 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,943
AHSG STX1A PA2G4 CRP CLIC1

18 [BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,943
STX1A NME2 PA2G4 CRP CLIC1

19 [BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,943
CHRDL1 STX1A TPI1 CRP CLIC1

20 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,943
STX1A NME2 CRP ITIH4 CLIC1

21 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 STX1A 0,943
NME2 PA2G4 CRP ITIH4 CLIC1

22 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,942
CHRDL1 STX1A NME2 CRP CLIC1

23 |KLK3-SERPINA3 BDNF MMP7 GHR CHRDL1 0,942
STX1A NME2 PA2G4 CRP CLIC1

24 |KLK3-SERPINA3 BDNF MMP7 TGFBI LRIG3 0,942
CHRDL1 SERPINA1 |STX1A TPI1 CLIC1
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25 |KLK3-SERPINA3 BDNF MMP7 GHR CHRDL1 0,942
AHSG STX1A TPI1 CRP CLIC1

26 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,942
LRIG3 STX1A TPT1 CRP CLIC1

27 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,942
AHSG STX1A NME2 CRP CLIC1

28 |KLK3-SERPINA3 BDNF MMP7 GHR CHRDL1 0,942
AHSG STX1A PA2G4 GPI CLIC1

29 |BDNF MMP7 GHR C9 CHRDL1 0,942
AHSG STX1A TPT1 PA2G4 CLIC1

30 |KLK3-SERPINA3 BDNF EGFR MMP7 GHR 0,942
TGFBI AHSG STX1A TPI1 CLIC1

31 |KLK3-SERPINA3 BDNF EGFR MMP7 GHR 0,942
TGFBI AHSG STX1A NME2 CLIC1

32 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,942
AHSG STX1A NME2 ITIH4 CLIC1

33 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,942
STX1A NME2 GPI CRP CLIC1

34 |BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,942
CHRDL1 STX1A NME2 PA2G4 CLIC1

35 |KLK3-SERPINA3  BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,942
CHRDL1 STX1A PA2G4 CRP CLIC1

36 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,942
AHSG STX1A PA2G4 ITIH4 CLIC1

37 |KLK3-SERPINA3  BDNF KIT MMP7 GHR 0,942
LRIG3 AHSG STX1A NME2 CLIC1

38 |BDNF KIT EGFR MMP7 GHR 0,942
TGFBI STX1A TPI1 ITIH4 CLIC1

39 |KLK3-SERPINA3  BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,942
CHRDL1 AHSG STX1A PA2G4 CLIC1

40 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,942
LRIG3 STX1A GPI CRP CLIC1

41 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 AHSG 0,942
STX1A PA2G4 GPI CRP CLIC1

42 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,942
LRIG3 STX1A TPI1 ITIH4 CLIC1

43 |KLK3-SERPINA3  |BDNF KIT MMP7 GHR 0,942
TGFBI AHSG STX1A PA2G4 CLIC1

44 |KLK3-SERPINA3  |BDNF KIT MMP7 GHR 0,942
TGFBI LRIG3 STX1A PA2G4 CLIC1

45 |KLK3-SERPINA3  |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,942
CHRDL1 STX1A NME2 PA2G4 CLIC1

46 |KLK3-SERPINA3  |BDNF KIT MMP7 GHR 0,942
TGFBI LRIG3 STX1A NME2 CLIC1

84




ES2674318 T3

47 |BDNF MMP7 GHR C9 CHRDL1 0,942
AHSG STX1A PA2G4 GPI CLIC1

48 |BDNF MMP7 GHR C9 CHRDL1 0,942
AHSG GPI TPI1 CRP CLIC1

49 |BDNF CDHA1 MMP7 GHR TGFBI 0,942
LRIG3 STX1A NME2 CRP CLIC1

50 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,942
AHSG STX1A NME2 CRP CLIC1

51 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,942
SERPINA1 STX1A TPI1 CRP CLIC1

52 |BDNF CDHA1 MMP7 GHR CHRDL1 0,942
AHSG STX1A TPT1 CRP CLIC1

53 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,942
STX1A TPI1 CRP ITIH4 CLIC1

54 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,942
LRIG3 CHRDL1 STX1A TPI1 CLIC1

55 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,942
CHRDL1 STX1A CRP HNRNPAB  |CLIC1

56 |KLK3-SERPINA3 [BDNF KIT MMP7 GHR 0,942
TGFBI LRIG3 STX1A TPT1 CLIC1

57 |KLK3-SERPINA3  [BDNF KIT MMP7 GHR 0,942
LRIG3 STX1A TPI1 ITIH4 CLIC1

58 |KLK3-SERPINA3 [BDNF KIT MMP7 GHR 0,942
TGFBI STX1A PA2G4 CRP CLIC1

59 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,942
STX1A NME2 CRP CLIC1 PLA2G7

60 [BDNF EGFR MMP7 GHR C9 0,942
TGFBI AHSG STX1A NME2 CLIC1

61 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,942
CHRDL1 TPI1 CRP ITIH4 CLIC1

62 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,942
CHRDL1 STX1A GPI CRP CLIC1

63 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,942
CHRDL1 AHSG STX1A NME2 CLIC1

64 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT MMP7 GHR 0,942
TGFBI STX1A PA2G4 ITIH4 CLIC1

65 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT EGFR MMP7 0,942
GHR TGFBI STX1A PA2G4 CLIC1

66 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT CDH1 MMP7 0,942
GHR LRIG3 STX1A NME2 CLIC1

67 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,942
STX1A PA2G4 GPI ITIH4 CLIC1

68 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,942
CHRDL1 GPI TPI1 CRP CLIC1
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69 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,942
STX1A GPI TPI1 CRP CLIC1

70 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,942
FN1 STX1A TPI1 CRP CLIC1

71 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,942
STX1A NME2 CRP ITIH4 CLIC1

72 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,942
SERPINA1 AHSG STX1A TPI1 CLIC1

73 |BDNF CDH1 MMP7 GHR CHRDL1 0,942
AHSG STX1A PA2G4 CRP CLIC1

74 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,942
STX1A GPI TPI1 CRP CLIC1

75 |BDNF HMGB1 MMP7 GHR TGFBI 0,942
CHRDL1 AHSG STX1A CRP CLIC1

76 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,942
STX1A NME2 GPI CRP CLIC1

77 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT MMP7 GHR 0,942
TGFBI LRIG3 CHRDL1 TPI1 CLIC1

78 |BDNF KIT MMP7 GHR TGFBI 0,942
LRIG3 CHRDL1 NME2 CRP CLIC1

79 |BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,942
CHRDL1 AHSG TPI1 CRP CLIC1

80 |BDNF MMP7 GHR C9 CHRDL1 0,942
AHSG STX1A GPI TPI1 CLIC1

81 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,942
CHRDL1 AHSG STX1A NME2 CLIC1

82 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,941
STX1A NME2 CRP CLIC1 PLA2G7

83 |BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,941
CHRDL1 AHSG STX1A TPT1 CLIC1

84 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,941
SERPINA1 STX1A PA2G4 GPI CLIC1

85 |BDNF MMP7 GHR TGFBI CHRDL1 0,941
AHSG STX1A PA2G4 GPI CLIC1

86 |KLK3-SERPINA3  BDNF KIT MMP7 GHR 0,941
LRIG3 STX1A NME2 GPI CLIC1

87 |KLK3-SERPINA3  BDNF MMP7 GHR LRIG3 0,941
CHRDL1 AHSG STX1A TPI1 CLIC1

88 |KLK3-SERPINA3 | BDNF MMP7 GHR CNTNA1 0,941
TGFBI CHRDL1 STX1A PA2G4 CLIC1

89 |BDNF MMP7 GHR C9 CHRDL1 0,941
STX1A NME2 PA2G4 ITIH4 CLIC1

90 |BDNF IGFBP2 MMP7 GHR TGFBI 0,941
AHSG STX1A TPI1 CRP CLIC1
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91 |BDNF MMP7 GHR C9 TGFBI 0,941
CHRDLA1 GPI TPI1 CRP CLICA1
92 |BDNF MMP7 GHR TGFBI LRIG3 0,941
CHRDLA1 STX1A TPT1 CRP CLICA1
93 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,941
LRIG3 STX1A NME2 CRP CLICA1
94 |BDNF EGFR MMP7 GHR TGFBI 0,941
CHRDLA1 STX1A NME2 CRP CLICA1
95 |BDNF KIT MMP7 GHR C9 0,941
LRIG3 STX1A NME2 CRP CLICA1
96 |BDNF CDH1 MMP7 GHR TGFBI 0,941
LRIG3 AHSG STX1A CRP CLICA1
97 |BDNF MMP7 GHR CHRDL1 AHSG 0,941
STX1A GPI TPI1 CRP CLICA1
98 |BDNF KIT MMP7 GHR LRIG3 0,941
STX1A NME2 GPI CRP CLICA1
99 |KLK3-SERPINA3 |BDNF MMP7 GHR TGFBI 0,941
AHSG STX1A TPI1 CRP CLICA1
100 |BDNF MMP7 GHR C9 CHRDL1 0,941
AHSG STX1A NME2 GPI CLICA1
Tabla 12: Recuentos de marcadores en paneles de biomarcadores
Tamafo del panel
Biomarcador 3 4 5 6 7 8 9 10
AHSG 37 45 59 85 116 | 159 222 349
AKR7A2 87 48 23 9 3 3 1 0
AKT3 0 0 0 0 0 0 0 1
BDNF 53 129 | 332 | 583 | 801 | 953 988 995
BMP1 81 93 84 74 42 32 26 23
BMPER 13 1 0 0 0 0 0 0
C9 131 | 178 | 252 | 244 | 233 | 211 203 194
CAG6 29 14 1 0 0 0 0 0
CAPG 6 0 0 0 0 0 0 0
CDH1 22 56 104 | 105 | 112 | 129 145 166
CHRDLA1 50 61 81 98 116 | 170 304 477
CKB-CKM 26 18 8 8 6 2 0 1
CLIC1 260 | 447 | 669 | 883 | 978 | 994 | 1000 | 1000
CMA1 84 119 | 189 | 158 99 62 37 19
CNTN1 20 52 61 59 42 30 31 29
COL18A1 25 17 7 0 1 0 0 0
CRP 74 89 95 112 | 153 | 200 308 454
CTSL2 2 0 0 0 0 0 0 0
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DDC 37 23 7 5 4 0 0 0
EGFR 63 47 27 41 50 88 100 121
FGA-FGB-FGG 23 0 0 0 0 0 0 0
FN1 3 0 0 2 0 2 8 18
GHR 32 67 159 | 315 | 452 | 587 745 850
GPI 71 79 103 | 147 | 167 | 183 202 225
HMGB1 15 36 1" 17 19 4 6 4
HNRNPAB 46 27 35 45 60 41 38 32
HP 21 7 0 0 0 0 0 0
HSP90AA1 2 0 0 0 0 0 0 0
HSPA1A 6 2 0 0 0 0 0 0
IGFBP2 42 51 74 105 | 142 | 129 91 67
IGFBP4 19 6 1 3 2 0 5 6
ITIH4 23 46 51 64 117 | 163 180 208
KIT 21 26 30 51 109 | 203 205 327
KLK3-SERPINA3 | 111 | 188 | 262 | 287 | 307 | 338 377 378
L1CAM 41 45 44 16 9 8 3 8
LRIG3 109 | 161 | 241 | 293 | 330 | 367 376 407
MMP12 71 29 5 2 0 0 0 0
MMP7 270 | 626 | 782 | 852 | 916 | 960 982 996
NME2 83 77 112 | 159 | 189 | 251 282 299
PA2G4 7 33 41 57 85 146 203 275
PLA2G7 17 32 28 30 47 67 70 66
PLAUR 33 22 1" 5 0 0 0 0
PRKACA 8 0 0 0 0 0 0 0
PRKCB 3 0 0 0 0 0 0 0
PROK11 2 0 0 0 0 0 0 0
PRSS2 5 0 0 0 0 0 0 0
PTN 17 2 0 0 0 0 0 0
SERPINA1 51 35 23 16 29 36 43 68
STC1 17 10 7 4 4 8 8 7
STX1A 131 | 268 | 345 | 520 | 691 | 823 902 934
TACSTD2 7 1 2 0 1 0 0 3
TGFBI 62 98 136 | 191 | 266 | 339 | 462 579
TPI1 42 64 106 | 124 | 139 | 187 243 305
TPT1 54 33 22 29 67 88 108 108
YWHAG 419 | 492 | 369 | 202 96 37 6 1
YWHAH 16 0 1 0 0 0 0 0
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CLIC1 BDNF
MMP7 STX1A
GHR TGFBI
CHRDL1 CRP
LRIG3 KLK3-SERPINA3
AHSG KIT

Tabla 14: Parametros obtenidos del conjunto de entrenamiento para clasificador bayesiano simple.

Biomarcador e Hd Oc Od

BMPER 7,450 7,323 0,108 0,164
COL18A1 8,763 8,876 0,125 0,162
CMA1 6,800 6,754 0,047 0,041
MMP7 8,881 9,232 0,235 0,182
KIT 9,603 9,503 0,139 0,141
IGFBP2 8,514 9,006 0,417 0,448
PROK11 6,196 6,154 0,042 0,058
DDC 6,746 6,711 0,034 0,043
PRKACA 7,594 7,753 0,187 0,113
FGA-FGB-FGG 9,836 10,258 0,338 0,580
CNTNA1 9,265 9,149 0,181 0,114
CRP 7,733 9,005 1,095 1,422
HNRNPAB 7,252 7,517 0,304 0,225
HSP90AA1 9,165 9,343 0,226 0,182
PLA2G7 10,131 9,952 0,277 0,184
BDNF 6,931 6,854 0,102 0,068
AKR7A2 6,761 7,155 0,432 0,248
IGFBP4 8,138 8,268 0,140 0,163
PLAUR 8,248 8,385 0,133 0,178
C9 11,715 11,936 0,189 0,223
SERPINA1 10,215 10,371 0,169 0,239
STC1 8,475 8,691 0,242 0,293
HP 11,848 12,057 0,222 0,196
L1CAM 7,893 7,721 0,226 0,152
ITIH4 10,596 10,738 0,121 0,227
BMP1 8,766 8,548 0,213 0,234
TFF3 8,288 8,536 0,195 0,307
PRKCB 6,817 6,780 0,051 0,060
IL12B-IL23A 6,189 6,153 0,037 0,039
CLIC1 7,907 8,260 0,259 0,230
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CDH1 9,252 9,050 0,200 0,181
CHRDL1 8,665 8,938 0,215 0,388
EGFR 10,578 10,428 0,119 0,135
ASGR1 6,661 6,619 0,050 0,052
TACSTD2 6,879 6,849 0,040 0,043
PRSS2 10,080 10,457 0,421 0,529
AKT3 7,816 7,886 0,074 0,068
HMGB1 8,430 8,546 0,133 0,096
CAPG 7,271 7,602 0,272 0,277
YWHAH 7,644 7,774 0,107 0,105
PTN 8,149 8,250 0,116 0,152
YWHAG 8,156 8,496 0,205 0,187
CTSL2 6,262 6,207 0,063 0,069
GHR 7,724 7,595 0,135 0,102
TGFBI 9,944 9,777 0,178 0,239
GPI 7,506 7,760 0,278 0,260
TPI1 9,087 9,392 0,450 0,221
STX1A 7,186 7,143 0,035 0,033
LRIG3 7,411 7,301 0,090 0,092
TPT1 8,847 9,137 0,290 0,224
PA2G4 7,735 8,026 0,643 0,329
NME2 6,333 6,618 0,339 0,242
CKB-CKM 7,515 7,230 0,317 0,307
CA6 7,180 7,038 0,228 0,108
AHSG 11,197 11,107 0,149 0,134
KLK3-SERPINA3 8,102 8,327 0,194 0,330
FN1 9,286 9,058 0,239 0,325
MMP12 6,129 6,323 0,100 0,260
HSPA1A 8,819 9,011 0,316 0,224
Tabla 15: ABC para combinaciones de biomarcadores a modo de ejemplo
ABC
MMP7 0,803
2 | MMP7 | CLIC1 0,883
3 | MMP7 | CLIC1 | STX1A 0,901
4 | MMP7 | CLIC1 | STX1A | CHRDL1 0,899
5 | MMP7 | CLIC1 | STX1A | CHRDL1 | PA2G4 0,912
6 | MMP7 | CLIC1 | STX1A | CHRDL1 | PA2G4 | SERPINA1 0,922
7 | MMP7 | CLIC1 | STX1A | CHRDL1 | PA2G4 | SERPINA1 | BDNF 0,930
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8 | MMP7 | CLIC1 | STX1A | CHRDL1 | PA2G4 | SERPINA1 | BDNF | GHR 0,937
9 | MMP7 | CLIC1 | STX1A | CHRDL1 | PA2G4 | SERPINA1 | BDNF | GHR | TGFBI 0,944
10 | MMP7 | CLIC1 | STX1A | CHRDL1 | PA2G4 | SERPINA1 | BDNF | GHR | TGFBI | NME2 | 0,948

Tabla 16: Calculos obtenidos del conjunto de entrenamiento para clasificador bayesiano simple.

Biomarcador e Wd Oc (o] i p(clE) | p(dIz) | In(p(d|®)/p(c|®))
GHR 7,724 7,595 0,135 | 0,102 7,860 1,778 | 0,136 -2,572
SERPINA1 10,215 | 10,371 | 0,169 | 0,239 | 10,573 | 0,252 | 1,166 1,531
STX1A 7,186 7,143 0,035 | 0,033 7,259 1,382 | 0,024 -4,053
CHRDL1 8,665 8,938 0,215 | 0,388 8,405 0,896 | 0,401 -0,804
CLIC1 7,907 8,260 0,259 | 0,230 8,068 1,267 | 1,226 -0,034
PA2G4 7,735 8,026 0,643 | 0,329 | 7,285 0,486 | 0,096 -1,622
NME2 6,333 6,618 0,339 | 0,242 | 6,322 1,175 | 0,783 -0,406
MMP7 8,881 9,232 0,235 | 0,182 8,684 1,194 | 0,023 -3,942
TGFBI 9,944 9,777 0,178 | 0,239 | 9,778 1,446 | 1,669 0,144
BDNF 6,931 6,854 0,102 | 0,068 | 6,904 3,768 | 4,484 0,174
Tabla 17: Caracteristicas clinicas del conjunto de entrenamiento
Metadatos Niveles Control |Enfermeda| valor de p
d
Muestras 218 46
SEXO F 118 36
M 100 10 4,34e-03
EDAD Media 57,2 67,3
DT 10,2 10,8 2,35e-07
ESTADIO DE I 0 26
CANCER
Il 0 4
1 0 7
v 0 9 NaN
USUARIO DE Nunca 1 2
TABACO
No indicado 3 10
Pasado 84 24
Actual 130 10 1,27e-10

Tabla 18: Proteinas de clasificadores de diez biomarcadores

Biomarcador

UniProt ID

Direccion*

Proceso bioldgico (GO)

BDNF

P23560

Descendent
e

respuesta a la tension
comunicacioén celular
regulacion de la muerte celular
proceso de sefializacion

MMP7

P09237

Ascendente

protedlisis

GHR

P10912

Descendent
e

regulacion de la muerte celular
proceso de sefializacion
sefalizacion

regulacion de la ruta de
sefalizacion
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TGFBI Q15562 Joseendent ?(;g:iflzrc?gir? gec ?allu;?jrhesién celular
CHRDL1 Q9BU40 )Ascendente |sefializacion

SERPINA1 P01009 )Ascendente [respuesta a la tensién

STX1A Q16623 Descendent cs;gﬁmalfpzi;;gicéign celular

NME2 P22392 /Ascendente

PA2G4 Q9UQ80 Ascendente |proliferacion celular

CLIC1 000299 Ascendente |proceso de sefializacion

Tabla 19: Biomarcadores de cancer general

KLK3-SERPINA3 EGFR
BMPER FGA-FGB-FGG
C9 STX1A
AKR7A2 CKB-CKM
DDC CA6
IGFBP2 IGFBP4
FN1 BMP1
CRP KIT
CNTNA1 SERPINA1
BDNF GHR
ITIH4 NME2
AHSG

Tabla 20: Paneles de 1 biomarcador

Marcadores ABC de VC
media
1 C9 0,792
2  |KLK3-SERPINA3 0,782
3 |[CRP 0,763
4 BMPER 0,745
5 |BMP1 0,732
6 KIT 0,729
7  |AKR7A2 0,726
8 |[EGFR 0,726
9 ITIH4 0,721
10 |IGFBP2 0,720
11 |BDNF 0,720
12 [STX1A 0,719
13 INME2 0,714
14 |[FGA-FGB-FGG 0,712
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15 |CNTN1 0,708
16 |CKB-CKM 0,708
17 JAHSG 0,707
18 |GHR 0,704
19 |IGFBP4 0,703
20 |CA6 0,700
21 |DDC 0,696
22 |FN1 0,694
23 |SERPINA1 0,688

Tabla 21: Paneles de 2 biomarcadores

Marcadores ABC de VC

media
1 |C9 AKR7A2 0,832
2 |KLK3-SERPINA3 |AKR7A2 0,831
3 |KLK3-SERPINA3 |NME2 0,828
4 |AKR7A2 CRP 0,827
5 |KLK3-SERPINA3 |[EGFR 0,826
6 |KLK3-SERPINA3 |STX1A 0,826
7 |C9 NME2 0,824
8 |KLK3-SERPINA3 |BDNF 0,823
9 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 0,822
10 |KLK3-SERPINA3 |CA6 0,819
11 KIT C9 0,819
12 |BDNF C9 0,818
13 |KLK3-SERPINA3 |BMP1 0,816
14 |KLK3-SERPINA3 |BMPER 0,816
15 |INME2 CRP 0,815
16 |KLK3-SERPINA3 KIT 0,815
17 |C9 BMPER 0,814
18 |BMPER NME2 0,812
19 |KLK3-SERPINA3 |C9 0,811
20 |KLK3-SERPINA3 [CRP 0,811
21 |C9 STX1A 0,811
22 |[EGFR C9 0,811
23 |BMPER AKR7A2 0,810
24 BMPER CRP 0,810
25 |BDNF CRP 0,810
26 |C9 DDC 0,809
27 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 0,809
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28 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 0,808
29 |SERPINA1 AKR7A2 0,808
30 |AKR7A2 ITIH4 0,808
31 C9 AHSG 0,807
32 |IGFBP4 C9 0,807
33 |KLK3-SERPINA3 [DDC 0,807
34 |BMP1 AKR7A2 0,806
35 |CNTN1 C9 0,806
36 [STX1A CRP 0,805
37 |IGFBP2 CRP 0,805
38 |NME2 ITIH4 0,805
39 |BMP1 CRP 0,805
40 |KLK3-SERPINA3 |AHSG 0,804
41 |C9 CA6 0,803
42 |C9 CRP 0,802
43 |GHR C9 0,802
44 BDNF AKR7A2 0,802
45 |KLK3-SERPINA3 |FN1 0,801
46 | BDNF KIT 0,801
47 |KLK3-SERPINA3 |GHR 0,799
48 |EGFR ITIH4 0,799
49 |C9 BMP1 0,798
50 |KIT CRP 0,798
51 |IGFBP2 C9 0,798
52 |BMP1 NME2 0,797
53 IC9 ITIH4 0,797
54 |[EGFR AKR7A2 0,797
55 |NME2 FGA-FGB-FGG 0,796
56 |[EGFR CRP 0,795
57 |IGFBP2 AKR7A2 0,795
58 [STX1A ITIH4 0,795
59 |SERPINA1 NME2 0,795
60 [KIT AKR7A2 0,795
61 |IGFBP2 BMPER 0,794
62 |CNTN1 AKR7A2 0,794
63 |C9 FN1 0,794
64 |AKR7A2 FGA-FGB-FGG 0,793
65 |BDNF NME2 0,793
66 |GHR CRP 0,792
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67 |AHSG AKR7A2 0,792
68 |CNTN1 BMPER 0,791
69 [KIT BMP1 0,791
70 |CNTN1 BMP1 0,791
71 KIT BMPER 0,790
72 |KLK3-SERPINA3  (ITIH4 0,790
73 |DDC CRP 0,789
74 |CA6 CRP 0,788
75 |IGFBP4 AKR7A2 0,788
76 |IGFBP4 CRP 0,788
77 |GHR BMPER 0,787
78 |IGFBP2 CNTNA1 0,787
79 [EGFR NME2 0,787
80 |BMPER ITIH4 0,786
81 |BDNF CNTNA1 0,785
82 IC9 CKB-CKM 0,785
83 |GHR AKR7A2 0,785
84 |FN1 CRP 0,784
85 |BDNF BMPER 0,784
86 |CNTN1 CRP 0,784
87 |KLK3-SERPINA3 |CKB-CKM 0,784
88 [EGFR AHSG 0,783
89 [EGFR BMPER 0,783
90 [STX1A NME2 0,783
91 |BMP1 BMPER 0,783
92 |DDC ITIH4 0,783
93 |CA6 BMPER 0,782
94 STX1A AKR7A2 0,781
95 |CRP ITIH4 0,781
96 |BDNF ITIH4 0,780
97 |IGFBP2 ITIH4 0,780
98 |AHSG NME2 0,779
99 |CNTN1 NME2 0,779
100 |CA6 AKR7A2 0,778

Tabla 22: Paneles de 3 biomarcadores

Marcadores ABC de VC
media
IGFBP2 AKR7A2 CRP 0,849
KLK3-SERPINA3 [ BMPER NME2 0,849
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3 |KLK3-SERPINA3 |C9 AKR7A2 0,848
4 |KLK3-SERPINA3 |AKR7A2 CRP 0,848
5 |KLK3-SERPINA3 |[EGFR AKR7A2 0,848
6 BMP1 AKR7A2 CRP 0,848
7 |C9 BMPER AKR7A2 0,848
8 |C9 BMPER NME2 0,848
9 |KLK3-SERPINA3 |BMP1 AKR7A2 0,847
10 |C9 AKR7A2 CRP 0,847
11 |KLK3-SERPINA3 |BMP1 NME2 0,847
12 |BDNF KIT C9 0,846
13 |BDNF C9 AKR7A2 0,845
14 |KLK3-SERPINA3 |[EGFR NME2 0,845
15 |BMPER NME2 CRP 0,845
16 [ BMPER AKR7A2 CRP 0,845
17 |KLK3-SERPINA3 |BMPER AKR7A2 0,845
18 |KLK3-SERPINA3 |BDNF AKR7A2 0,844
19 [KIT C9 AKR7A2 0,844
20 |KLK3-SERPINA3 |NME2 CRP 0,844
21 |EGFR C9 AKR7A2 0,844
22 BDNF AKR7A2 CRP 0,844
23 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 AKR7A2 0,843
24 |CNTN1 C9 AKR7A2 0,843
25 |KLK3-SERPINA3 |CA6 AKR7A2 0,843
26 |C9 AHSG AKR7A2 0,843
27 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 AKR7A2 0,843
28 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT 0,842
29 |KLK3-SERPINA3 |C9 NME2 0,842
30 |KLK3-SERPINA3 [CNTN1 AKR7A2 0,842
31 |KLK3-SERPINA3 | BDNF NME2 0,841
32 |BMP1 NME2 CRP 0,841
33 |KLK3-SERPINA3  [KIT AKR7A2 0,841
34 KIT AKR7A2 CRP 0,841
35 |BMPER NME2 ITIH4 0,840
36 [EGFR AKR7A2 CRP 0,840
37 |KLK3-SERPINA3 [STX1A AKR7A2 0,840
38 |[IGFBP4 C9 AKR7A2 0,839
39 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP4 NME2 0,839
40 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 NME2 0,839
41 |C9 DDC AKR7A2 0,839

96




ES2674318 T3

42 |BDNF C9 NME2 0,839
43 |GHR AKR7A2 CRP 0,839
44 |C9 BMP1 AKR7A2 0,839
45 |KLK3-SERPINA3 |BDNF CNTNA1 0,838
46 |KLK3-SERPINA3 [STX1A NME2 0,838
47 |IGFBP2 C9 AKR7A2 0,838
48 |GHR C9 AKR7A2 0,838
49 |C9 AKR7A2 ITIH4 0,838
50 |BMP1 BMPER NME2 0,837
51 |BDNF KIT CRP 0,837
52 C9 STX1A AKR7A2 0,837
53 |BDNF NME2 CRP 0,837
54 |KLK3-SERPINA3 |AKR7A2 ITIH4 0,837
55 |C9 NME2 CRP 0,836
56 |C9 NME2 ITIH4 0,836
57 |BMP1 BMPER AKR7A2 0,836
58 |KLK3-SERPINA3 | BDNF C9 0,836
59 |KLK3-SERPINA3 |AHSG AKR7A2 0,836
60 |KLK3-SERPINA3 |CA6 NME2 0,835
61 |KLK3-SERPINA3 |GHR AKR7A2 0,835
62 [KIT C9 NME2 0,835
63 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 BMP1 0,835
64 |C9 AHSG NME2 0,835
65 |BDNF KIT AKR7A2 0,835
66 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 NME2 0,835
67 [STX1A AKR7A2 CRP 0,835
68 |KLK3-SERPINA3 KIT STX1A 0,835
69 |KLK3-SERPINA3 |NME2 ITIH4 0,835
70 |KLK3-SERPINA3 [SERPINA1 |AKR7A2 0,834
71 |IGFBP4 AKR7A2 CRP 0,834
72 |IGFBP2 BMPER AKR7A2 0,834
73 |[EGFR C9 NME2 0,834
74 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CRP 0,834
75 |KLK3-SERPINA3 [STX1A CRP 0,834
76 |GHR BMPER AKR7A2 0,833
77 |IGFBP2 NME2 CRP 0,833
78 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 BMPER 0,833
79 |KLK3-SERPINA3  [KIT BMP1 0,833
80 |KLK3-SERPINA3 | BDNF EGFR 0,833

97




ES2674318 T3

81 |CNTN1 C9 NME2 0,833

82 |KLK3-SERPINA3  [KIT NME2 0,833

83 |KLK3-SERPINA3 | BDNF STX1A 0,833

84 |KLK3-SERPINA3 |AHSG NME2 0,833

85 |CNTN1 AKR7A2 CRP 0,833

86 [C9 SERPINA1  |AKR7A2 0,833

87 |KLK3-SERPINA3 |C9 STX1A 0,833

88 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CA6 0,833

89 [EGFR AKR7A2 ITIH4 0,833

90 |KLK3-SERPINA3 [KIT EGFR 0,833

91 IC9 DDC NME2 0,833

92 |KLK3-SERPINA3 [DDC AKR7A2 0,833

93 |CNTN1 BMP1 AKR7A2 0,832

94 |AKR7A2 CRP ITIH4 0,832

95 |KLK3-SERPINA3 [EGFR ITIH4 0,832

96 |CNTN1 BMPER AKR7A2 0,832

97 |KLK3-SERPINA3 [EGFR AHSG 0,832

98 |KLK3-SERPINA3 | BDNF IGFBP4 0,832

99 |(IGFBP4 SERPINA1  |AKR7A2 0,832

100 [SERPINA1 BMPER AKR7A2 0,832

Tabla 23: Paneles de 4 biomarcadores
Marcadores ABC d? ve

media
1 BDNF KIT AKR7A2 CRP 0,860
2 KLK3-SERPINA3  |[CNTN1 BMPER NME2 0,860
3 BDNF KIT C9 AKR7A2 0,859
4 KLK3-SERPINA3  |BMP1 BMPER NME2 0,859
5 KIT BMP1 AKR7A2 CRP 0,859
6 KLK3-SERPINA3  |BMP1 NME2 CRP 0,858
7 KLK3-SERPINA3  |CNTN1 BMP1 NME2 0,858
8 KLK3-SERPINA3 |[EGFR AKR7A2 CRP 0,857
9 KLK3-SERPINA3  |C9 BMPER AKR7A2 0,857
10 KLK3-SERPINA3  KIT C9 AKR7A2 0,857
11 KLK3-SERPINA3  |BMP1 AKR7A2 CRP 0,857
12 KLK3-SERPINA3 |IGFBP2  |[AKR7A2 CRP 0,857
13 C9 BMPER  |AKR7A2 CRP 0,857
14 KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 C9 AKR7A2 0,857
15 GHR BMPER  |AKR7A2 CRP 0,857
16 CNTNA1 C9 BMPER AKR7A2 0,857
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17 BDNF IGFBP2 AKR7A2 CRP 0,857
18 KIT C9 AKR7A2 CRP 0,857
19 IGFBP2 BMPER  |AKR7A2 CRP 0,857
20 KLK3-SERPINA3 |[EGFR C9 AKR7A2 0,856
21 KLK3-SERPINA3  |CNTN1 BMP1 AKR7A2 0,856
22 KLK3-SERPINA3  |CNTN1 C9 AKR7A2 0,856
23 KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 AKR7A2 CRP 0,856
24 KLK3-SERPINA3  |C9 BMPER NME2 0,856
25 KLK3-SERPINA3  [KIT BMP1 AKR7A2 0,856
26 KLK3-SERPINA3  BMPER NME2 CRP 0,856
27 GHR C9 BMPER AKR7A2 0,856
28 CNTNA1 C9 BMPER NME2 0,856
29 GHR BMPER NME2 CRP 0,855
30 KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT AKR7A2 0,855
31 BDNF C9 AKR7A2 CRP 0,855
32 KLK3-SERPINA3  |C9 AKR7A2 CRP 0,855
33 KLK3-SERPINA3 | BDNF AKR7A2 CRP 0,855
34 IGFBP2 BMPER NME2 CRP 0,855
35 KLK3-SERPINA3  |[CNTN1 BMPER AKR7A2 0,855
36 KLK3-SERPINA3 | BMPER  |AKR7A2 CRP 0,855
37 BMP1 BMPER  |AKR7A2 CRP 0,855
38 KLK3-SERPINA3  |[EGFR BMPER NME2 0,855
39 CNTNA1 C9 BMP1 AKR7A2 0,855
40 KLK3-SERPINA3  [KIT AKR7A2 CRP 0,854
41 KLK3-SERPINA3 |GHR BMPER NME2 0,854
42 KLK3-SERPINA3  |IGFBP4 BMPER NME2 0,854
43 IGFBP2 C9 AKR7A2 CRP 0,854
44 KLK3-SERPINA3  |IGFBP2 CNTNA1 AKR7A2 0,854
45 KLK3-SERPINA3 | BDNF C9 AKR7A2 0,854
46 GHR C9 BMPER NME2 0,854
47 KLK3-SERPINA3  BMPER NME2 ITIH4 0,854
48 KIT IGFBP2 AKR7A2 CRP 0,854
49 KLK3-SERPINA3 |[EGFR NME2 CRP 0,854
50 KIT C9 BMPER AKR7A2 0,854
51 KIT EGFR C9 AKR7A2 0,854
52 BMP1 BMPER NME2 CRP 0,854
53 KLK3-SERPINA3  |IGFBP2 BMPER AKR7A2 0,853
54 EGFR C9 AHSG AKR7A2 0,853
55 KLK3-SERPINA3  |[EGFR NME2 ITIH4 0,853

99




ES2674318 T3

56 IGFBP2 CNTNA1 AKR7A2 CRP 0,853
57 C9 BMPER NME2 ITIH4 0,853
58 IGFBP2 BMP1 AKR7A2 CRP 0,853
59 KLK3-SERPINA3  |CNTN1 AKR7A2 CRP 0,853
60 KLK3-SERPINA3  |IGFBP4 C9 NME2 0,853
61 KLK3-SERPINA3  |IGFBP2 BMPER NME2 0,853
62 KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 SERPINA1  |AKR7A2 0,853
63 BDNF CNTNA1 C9 AKR7A2 0,853
64 CNTNA1 BMP1 AKR7A2 CRP 0,853
65 KLK3-SERPINA3 | BDNF CNTNA1 AKR7A2 0,853
66 BDNF KIT C9 NME2 0,853
67 KLK3-SERPINA3  |CNTN1 C9 NME2 0,853
68 KLK3-SERPINA3 |[EGFR BMPER AKR7A2 0,853
69 KLK3-SERPINA3  |IGFBP4 AKR7A2 ITIH4 0,853
70 KLK3-SERPINA3  |IGFBP4 NME2 CRP 0,853
71 KLK3-SERPINA3  |IGFBP4 BMP1 AKR7A2 0,852
72 EGFR C9 AKR7A2 ITIH4 0,852
73 EGFR C9 AKR7A2 CRP 0,852
74 KLK3-SERPINA3  [KIT BMP1 NME2 0,852
75 KLK3-SERPINA3  [KIT EGFR AKR7A2 0,852
76 KLK3-SERPINA3 |[EGFR AKR7A2 ITIH4 0,852
77 KLK3-SERPINA3 | BDNF NME2 CRP 0,852
78 IGFBP4 C9 AKR7A2 ITIH4 0,852
79 KLK3-SERPINA3 |GHR BMPER AKR7A2 0,852
80 KLK3-SERPINA3  |BMP1 BMPER AKR7A2 0,852
81 IGFBP2 C9 BMPER AKR7A2 0,852
82 BDNF KIT NME2 CRP 0,852
83 KLK3-SERPINA3  [KIT C9 NME2 0,852
84 IGFBP2 AKR7A2 |CRP ITIH4 0,852
85 C9 BMPER  |AKR7A2 ITIH4 0,852
86 KLK3-SERPINA3 [EGFR BMP1 AKR7A2 0,852
87 KLK3-SERPINA3  |C9 CA6 AKR7A2 0,852
88 KLK3-SERPINA3  |[NME2 CRP ITIH4 0,852
89 EGFR CNTNA1 C9 AKR7A2 0,852
90 KLK3-SERPINA3  |C9 STX1A AKR7A2 0,852
91 C9 BMPER NME2 CRP 0,852
92 KIT CNTNA1 C9 AKR7A2 0,852
93 KLK3-SERPINA3  |IGFBP4 BMPER AKR7A2 0,851
94 KIT C9 BMP1 AKR7A2 0,851
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95 KLK3-SERPINA3  KIT BMPER NME2 0,851
96 KLK3-SERPINA3  |CNTN1 NME2 CRP 0,851
97 KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT NME2 0,851
98 BDNF C9 AHSG AKR7A2 0,851
99 KLK3-SERPINA3 | BDNF EGFR AKR7A2 0,851
100 [KIT C9 BMPER NME2 0,851
Tabla 24: Paneles de 5 biomarcadores
Marcadores ABC d? ve
media
1 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 C9 BMPER  |AKR7A2 0,866
2 |BDNF KIT C9 AKR7A2 |CRP 0,866
3 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 BMP1 BMPER NME2 0,865
4 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 |CNTN1 AKR7A2 |CRP 0,865
5 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP2 |CNTN1 BMPER  |AKR7A2 0,865
6 |BDNF KIT IGFBP2 |AKR7A2 |CRP 0,865
7 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT AKR7A2 |CRP 0,865
8 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP2 |CNTN1 BMPER NME2 0,865
9 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 BMP1 NME2 CRP 0,865
10 |KLK3-SERPINA3 KIT CNTNA1 BMP1 AKR7A2 0,864
11 |KLK3-SERPINA3  KIT C9 BMPER  |AKR7A2 0,864
12 |KLK3-SERPINA3  KIT BMP1 AKR7A2 |CRP 0,864
13 |BDNF KIT BMP1 AKR7A2 |CRP 0,864
14 |KLK3-SERPINA3  KIT CNTNA1 BMP1 NME2 0,864
15 |KLK3-SERPINA3  KIT C9 BMPER NME2 0,864
16 |GHR C9 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,864
17 |KLK3-SERPINA3 [EGFR NME2 CRP ITIH4 0,864
18 |KLK3-SERPINA3  KIT BMP1 BMPER NME2 0,864
19 |KLK3-SERPINA3  KIT CNTNA1 C9 AKR7A2 0,864
20 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT C9 AKR7A2 0,864
21 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP4 |C9 BMPER  |AKR7A2 0,863
22 [KIT GHR C9 BMPER  |AKR7A2 0,863
23 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,863
24 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTNA1 AKR7A2 0,863
25 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4 C9 AKR7A2 0,863
26 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 BMP1 AKR7A2 |CRP 0,863
27 |KLK3-SERPINA3 |C9 BMPER |AKR7A2 |(ITIH4 0,863
28 [KIT BMP1 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,863
29 [KIT CNTNA1 C9 BMP1 AKR7A2 0,863
30 |[KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 BMPER NME2 0,863
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31 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,863
32 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 C9 BMPER NME2 0,863
33 KIT C9 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,863
34 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 BMP1 BMPER  |AKR7A2 0,863
35 |[KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |CNTN1 C9 AKR7A2 0,862
36 KIT GHR BMPER |AKR7A2 |CRP 0,862
37 |GHR CNTNA1 C9 BMPER  |AKR7A2 0,862
38 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 BMPER NME2 CRP 0,862
39 |KLK3-SERPINA3 |GHR BMPER |AKR7A2 |CRP 0,862
40 |BDNF KIT CNTNA1 C9 AKR7A2 0,862
41 |KLK3-SERPINA3 |C9 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,862
42 |KLK3-SERPINA3 |GHR C9 BMPER  |AKR7A2 0,862
43 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |C9 AKR7A2  |ITIH4 0,862
44 |KLK3-SERPINA3  |CNTN1 C9 BMP1 AKR7A2 0,862
45 |KLK3-SERPINA3  KIT CNTNA1 C9 NME2 0,862
46 |IGFBP2 CNTNA1 C9 BMPER  |AKR7A2 0,862
47 |IGFBP2 CNTNA1 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,862
48 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP2 AKR7A2 |CRP 0,862
49 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |BMP1 NME2 CRP 0,862
50 [KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |BMP1 AKR7A2 |CRP 0,862
51 KIT GHR BMP1 AKR7A2 |CRP 0,862
52 KIT IGFBP2 |C9 AKR7A2 |CRP 0,862
53 |KLK3-SERPINA3 |BDNF CNTNA1 C9 AKR7A2 0,862
54 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 BMPER NME2 CRP 0,862
55 |KLK3-SERPINA3 |[EGFR AKR7A2 |CRP ITIH4 0,862
56 |KLK3-SERPINA3 |[EGFR CNTNA1 C9 AKR7A2 0,862
57 |KLK3-SERPINA3 [KIT BMP1 NME2 CRP 0,861
58 |[KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 BMPER |AKR7A2 |[CRP 0,861
59 |[KLK3-SERPINA3 [KIT C9 AKR7A2 |CRP 0,861
60 |KLK3-SERPINA3 [KIT EGFR AKR7A2 |CRP 0,861
61 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP4 |C9 BMPER NME2 0,861
62 |KLK3-SERPINA3 [KIT C9 BMP1 AKR7A2 0,861
63 |KIT GHR C9 AKR7A2 |CRP 0,861
64 |KLK3-SERPINA3 |C9 DDC BMPER  |AKR7A2 0,861
65 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP2 |CNTN1 NME2 CRP 0,861
66 |KIT CNTNA1 C9 BMPER  |AKR7A2 0,861
67 |KLK3-SERPINA3  [KIT EGFR C9 AKR7A2 0,861
68 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 BMPER  |AKR7A2 |ITIH4 0,861
69 |KLK3-SERPINA3 [EGFR C9 BMPER  |AKR7A2 0,861
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70 |CNTN1 C9 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,861
71 [KIT GHR BMPER NME2 CRP 0,861
72 (IGFBP2 C9 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,861
73 |KLK3-SERPINA3 |GHR BMPER NME2 CRP 0,861
74 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 |CNTN1 C9 AKR7A2 0,861
75 |BDNF IGFBP2 |CNTN1 AKR7A2 |CRP 0,861
76 |(IGFBP2 CNTNA1 BMP1 AKR7A2 |CRP 0,861
77 |BDNF KIT C9 BMPER  |AKR7A2 0,861
78 |[KLK3-SERPINA3 |BDNF C9 AKR7A2 |CRP 0,861
79 [KIT IGFBP2 |BMP1 AKR7A2 |CRP 0,861
80 |[KLK3-SERPINA3 |BMP1 BMPER NME2 CRP 0,861
81 |[KLK3-SERPINA3 |BDNF IGFBP2 |AKR7A2 |CRP 0,861
82 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 |BMP1 AKR7A2 |CRP 0,861
83 |BDNF KIT GHR AKR7A2 |CRP 0,861
84 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 BMPER NME2 ITIH4 0,861
85 |[KLK3-SERPINA3 [KIT BMPER NME2 CRP 0,861
86 |[KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 |AKR7A2 [CRP ITIH4 0,861
87 |KLK3-SERPINA3 [KIT BMPER |AKR7A2 |CRP 0,861
88 |BDNF KIT C9 AHSG AKR7A2 0,860
89 |(IGFBP2 BMPER |NME2 CRP ITIH4 0,860
90 [KIT IGFBP2 | BMPER |AKR7A2 |CRP 0,860
91 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 BMPER NME2 CRP 0,860
92 |[KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4  |AKR7A2 |CRP 0,860
93 |[KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 |[EGFR AKR7A2 |CRP 0,860
94 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |CNTN1 C9 NME2 0,860
95 |KLK3-SERPINA3 |GHR CNTNA1 BMPER NME2 0,860
96 |[KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |C9 AKR7A2 |CRP 0,860
97 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 BMPER  |AKR7A2 0,860
98 [KIT C9 BMP1 AKR7A2 |CRP 0,860
99 |[KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 |C9 BMPER  |AKR7A2 0,860
100 |KLK3-SERPINA3 [EGFR C9 AKR7A2 |CRP 0,860
Tabla 25: Paneles de 6 biomarcadores
Marcadores ABC de VC
media
1 |[KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 C9 BMPER 0,871
AKR7A2
2 KIT GHR C9 BMPER  |AKR7A2 0,871
CRP
3 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT CNTN1 C9 0,871
AKR7A2
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4 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 C9 BMP1 0,871
AKR7A2

5 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 |CNTN1 BMPER  |AKR7A2 0,871
CRP

6 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |CNTNA1 C9 BMPER 0,871
AKR7A2

7 |KLK3-SERPINA3  KIT CNTNA1 C9 BMPER 0,870
NME2

8 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR C9 BMPER 0,870
AKR7A2

9 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 |CNTN1 C9 BMPER 0,870
AKR7A2

10 |KLK3-SERPINA3 |[IGFBP2 |CNTN1 BMPER  |AKR7A2 0,870
ITIH4

11 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4 |C9 BMPER 0,870
AKR7A2

12 |KLK3-SERPINA3  KIT CNTNA1 BMP1 BMPER 0,870
NME2

13 |BDNF KIT IGFBP2 |C9 AKR7A2 0,869
CRP

14 |BDNF KIT GHR C9 AKR7A2 0,869
CRP

15 |KLK3-SERPINA3 |[IGFBP2 |CNTN1 BMP1 AKR7A2 0,869
CRP

16 |KLK3-SERPINA3  KIT CNTNA1 BMP1 NME2 0,869
CRP

17 |KLK3-SERPINA3  KIT CNTNA1 BMP1 BMPER 0,869
AKR7A2

18 |BDNF KIT IGFBP2 |CNTN1 AKR7A2 0,869
CRP

19 KIT GHR BMP1 BMPER  |AKR7A2 0,869
CRP

20 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 |CNTN1 BMPER NME2 0,869
CRP

21 |KLK3-SERPINA3 |CNTN1 C9 BMP1 BMPER 0,868
AKR7A2

22 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |C9 BMPER  |AKR7A2 0,868
ITIH4

23 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP2 |CNTN1 BMPER 0,868
AKR7A2

24 |GHR CNTNA1 C9 BMPER  |AKR7A2 0,868
CRP

25 [KIT GHR CNTNA1 C9 BMPER 0,868
AKR7A2
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26 |KLK3-SERPINA3 |GHR CNTNA1 C9 BMPER 0,868
AKR7A2

27 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4 |C9 AKR7A2 0,868
ITIH4

28 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |CNTN1 BMPER  |AKR7A2 0,868
ITIH4

29 BDNF KIT IGFBP2 |CNTN1 C9 0,867
AKR7A2

30 KIT CNTNA1 C9 BMP1 BMPER 0,867
AKR7A2

31 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT IGFBP2 AKR7A2 0,867
CRP

32 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 BMP1 BMPER  |AKR7A2 0,867
ITIH4

33 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR BMPER NME2 0,867
CRP

34 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT C9 AKR7A2 0,867
CRP

35 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 C9 BMP1 0,867
NME2

36 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTNA1 AKR7A2 0,867
CRP

37 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP4  |CNTN1 C9 AKR7A2 0,867
ITIH4

38 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 C9 BMPER  |AKR7A2 0,867
ITIH4

39 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTNA1 C9 0,867
NME2

40 |KLK3-SERPINA3 KIT CNTNA1 BMP1 AKR7A2 0,867
CRP

41 |KLK3-SERPINA3 |BDNF IGFBP2 |CNTN1 AKR7A2 0,867
CRP

42 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP2 |CNTN1 AKR7A2 0,867
CRP

43 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |CNTNA1 BMPER NME2 0,867
ITIH4

44 |KLK3-SERPINA3 |GHR CNTNA1 BMPER  |AKR7A2 0,867
CRP

45 |KLK3-SERPINA3 |[EGFR CNTNA1 C9 BMPER 0,867
AKR7A2

46 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 |BMPER  |AKR7A2 0,867
CRP

47 KIT IGFBP2 |C9 BMPER  |AKR7A2 0,867
CRP
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48 |KLK3-SERPINA3  KIT EGFR C9 BMPER 0,867
AKR7A2

49 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP2 |CNTN1 BMPER 0,867
NME2

50 |KLK3-SERPINA3 [KIT C9 BMP1 BMPER 0,867
AKR7A2

51 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR BMPER  |AKR7A2 0,867
CRP

52 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 BMP1 BMPER  |AKR7A2 0,867
CRP

53 |BDNF KIT C9 BMPER  |AKR7A2 0,867
CRP

54 KIT GHR BMP1 BMPER NME2 0,867
CRP

55 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,867
ITIH4

56 |KIT IGFBP2 |CNTN1 C9 BMPER 0,867
AKR7A2

57 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP4 |CNTN1 BMP1 AKR7A2 0,867
ITIH4

58 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4  |CNTN1 C9 0,867
AKR7A2

59 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP2 |CNTN1 BMPER NME2 0,867
ITIH4

60 |IGFBP2 CNTNA1 C9 BMPER  |AKR7A2 0,866
CRP

61 |KLK3-SERPINA3  KIT EGFR CNTNA1 C9 0,866
AKR7A2

62 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 |BMP1 AKR7A2 0,866
CRP

63 |BDNF KIT CNTNA1 C9 AKR7A2 0,866
CRP

64 |KLK3-SERPINA3 KIT C9 BMPER  |AKR7A2 0,866
CRP

65 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |CNTN1 BMP1 NME2 0,866
ITIH4

66 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 |BMP1 AKR7A2 |CRP 0,866
ITIH4

67 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4 |BMP1 AKR7A2 0,866
CRP

68 |KLK3-SERPINA3 |GHR C9 BMPER  |AKR7A2 0,866
CRP

69 |KLK3-SERPINA3  KIT BMP1 BMPER  |AKR7A2 0,866

CRP
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70 |KLK3-SERPINA3 IGFBP2 |CNTN1 BMP1 BMPER 0,866
AKR7A2

71 |KLK3-SERPINA3  IGFBP2 |CNTN1 DDC BMPER 0,866
AKR7A2

72 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 |CNTN1 C9 0,866
AKR7A2

73 |KLK3-SERPINA3  [KIT C9 DDC BMPER 0,866
AKR7A2

74 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 BMPER  |AKR7A2 0,866
CRP

75 |KLK3-SERPINA3 IGFBP4  |[CNTN1 BMP1 AKR7A2 0,866
CRP

76 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4  |CNTN1 BMP1 0,866
AKR7A2

77 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTNA1 NME2 0,866
CRP

78 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 BMP1 AKR7A2 |CRP 0,866
ITIH4

79 KIT IGFBP2 |CNTN1 BMP1 AKR7A2 0,866
CRP

80 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP2 |CNTN1 BMP1 NME2 0,866
CRP

81 |KLK3-SERPINA3  [CNTN1 C9 BMPER  |AKR7A2 0,866
CRP

82 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTNA1 BMP1 0,866
AKR7A2

83 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP4  |CNTN1 BMP1 NME2 0,866
CRP

84 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP4 BMPER |AKR7A2 |CRP 0,866
ITIH4

85 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP2 [EGFR CNTNA1 AKR7A2 0,866
CRP

86 |BDNF KIT C9 AHSG AKR7A2 0,866
CRP

87 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 |CNTN1 BMP1 0,866
AKR7A2

88 |KLK3-SERPINA3 [KIT BMP1 BMPER NME2 0,866
CRP

89 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CNTNA1 C9 AKR7A2 0,866
CRP

90 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 BMPER NME2 0,866
ITIH4

91 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP4 BMPER |NME2 CRP 0,866

ITIH4
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92 KIT IGFBP2 |CNTN1 BMPER AKR7A2 0,866
CRP
93 |KLK3-SERPINA3 |[IGFBP4 |CNTN1 C9 BMPER 0,866
NME2
94 |KLK3-SERPINA3 |[IGFBP4 |CNTN1 C9 BMP1 0,866
AKR7A2
95 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTN1 BMPER NME2 0,866
CRP
96 |KLK3-SERPINA3 |[IGFBP2 |CNTN1 AKR7A2 |CRP 0,866
ITIH4
97 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT C9 BMPER 0,866
AKR7A2
98 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 | BMPER AKR7A2 0,866
CRP
99 |BDNF KIT IGFBP2 |AHSG AKR7A2 0,866
CRP
100 [KLK3-SERPINA3 KIT C9 BMPER AKR7A2 0,866
ITIH4
Tabla 26: Paneles de 7 biomarcadores
Marcadores ABC de VC
media
1 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTN1 C9 0,875
BMPER AKR7A2
2 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 |CNTN1 C9 0,875
BMPER AKR7A2
3 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTN1 C9 BMP1 0,875
BMPER AKR7A2
4 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 |CNTN1 BMPER 0,874
AKR7A2 CRP
5 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTN1 BMP1 BMPER 0,873
AKR7A2 ITIH4
6 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 CNTN1 C9 BMPER 0,873
AKR7A2 ITIH4
7 |KLK3-SERPINA3 [BDNF KIT IGFBP2 |CNTN1 0,873
AKR7A2 CRP
8 KIT GHR CNTN1 C9 BMPER 0,873
AKR7A2 CRP
9 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 |CNTN1 C9 0,873
BMPER AKR7A2
10 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 |[C9 BMPER 0,873
AKR7A2 ITIH4
11 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTN1 C9 0,872
BMPER AKR7A2
12 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 |CNTN1 BMP1 0,872
AKR7A2 CRP
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13 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR CNTNA1 BMPER 0,872
AKR7A2 CRP

14 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 CNTNA1 BMP1 BMPER 0,872
AKR7A2 ITIH4

15 [KIT GHR CNTNA1 BMP1 BMPER 0,872
AKR7A2 CRP

16 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 CNTNA1 BMPER |AKR7A2 0,872
CRP ITIH4

17 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR C9 BMPER 0,872
AKR7A2 CRP

18 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR IGFBP4 |C9 0,872
BMPER AKR7A2

19 |KLK3-SERPINA3  KIT CNTNA1 BMP1 BMPER 0,872
AKR7A2 CRP

20 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTNA1 C9 0,872
BMPER NME2

21 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTNA1 C9 0,872
AKR7A2 CRP

22 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4  |CNTN1 BMP1 0,872
NME2 ITIH4

23 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP2 |CNTN1 BMPER 0,872
AKR7A2 ITIH4

24 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 IGFBP4  |CNTN1 BMPER 0,872
AKR7A2 ITIH4

25 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 CNTNA1 BMP1 AKR7A2 (0,872
CRP ITIH4

26 [KIT GHR C9 BMP1 BMPER 0,872
AKR7A2 CRP

27 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 CNTNA1 C9 BMP1 0,872
BMPER AKR7A2

28 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 GHR CNTNA1 BMPER 0,872
AKR7A2 CRP

29 KIT GHR CNTNA1 C9 BMP1 0,872
BMPER AKR7A2

30 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 C9 AHSG 0,872
BMPER AKR7A2

31 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 CNTNA1 DDC BMPER 0,872
AKR7A2 ITIH4

32 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 |BMPER 0,872
AKR7A2 CRP

33 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,872
BMPER AKR7A2

34 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 |CNTN1 BMP1 0,872
BMPER AKR7A2
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35 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR BMP1 BMPER 0,871
AKR7A2 CRP

36 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4  |CNTN1 C9 0,871
BMPER AKR7A2

37 |BDNF KIT IGFBP2 |CNTN1 C9 0,871
AKR7A2 CRP

38 |BDNF KIT GHR C9 BMPER 0,871
AKR7A2 CRP

39 KIT IGFBP2 CNTNA1 C9 BMPER 0,871
AKR7A2 CRP

40 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 |CNTN1 BMPER 0,871
NME2 CRP

41 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4  |CNTN1 C9 0,871
BMP1 AKR7A2

42 KIT GHR C9 AHSG BMPER 0,871
AKR7A2 CRP

43 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 CNTNA1 C9 BMPER 0,871
AKR7A2 ITIH4

44 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,871
AKR7A2 CRP

45 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4  |CNTN1 BMP1 0,871
AKR7A2 ITIH4

46 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 IGFBP4  |CNTN1 BMPER 0,871
AKR7A2 CRP

47 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 CNTNA1 C9 BMPER 0,871
AKR7A2 CRP

48 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 | BMPER |AKR7A2 (0,871
CRP ITIH4

49 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR CNTNA1 BMPER 0,871
AKR7A2 ITIH4

50 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 CNTNA1 BMP1 AKR7A2 10,871
CRP ITIH4

51 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 IGFBP4 | BMPER |AKR7A2 (0,871
CRP ITIH4

52 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4  |CNTN1 BMPER 0,871
AKR7A2 ITIH4

53 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 C9 BMPER 0,871
AKR7A2 ITIH4

54 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 CNTNA1 BMP1 BMPER 0,871
AKR7A2 CRP

55 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 |CNTN1 BMP1 0,871
NME2 CRP

56 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4  |CNTN1 C9 0,871
AKR7A2 ITIH4
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57 |KLK3-SERPINA3 [KIT EGFR CNTNA1 C9 0,870
BMPER AKR7A2

58 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 |C9 BMP1 0,870
BMPER AKR7A2

59 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 CNTNA1 BMP1 BMPER 0,870
AKR7A2 ITIH4

60 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4  |CNTN1 BMPER 0,870
AKR7A2 ITIH4

61 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTNA1 C9 0,870
BMP1 AKR7A2

62 [KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

63 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTNA1 BMP1 0,870
AKR7A2 CRP

64 |KLK3-SERPINA3 |GHR CNTNA1 C9 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

65 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP4 CNTNA1 BMP1 BMPER 0,870
NME2 ITIH4

66 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 |C9 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

67 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT IGFBP2 |CNTN1 0,870
C9 AKR7A2

68 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4 |BMP1 AKR7A2 (0,870
CRP ITIH4

69 [KIT GHR CNTNA1 C9 BMP1 0,870
AKR7A2 CRP

70 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 C9 BMP1 0,870
DDC AKR7A2

71 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 C9 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

72 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 |C9 0,870
AKR7A2 CRP

73 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 |BMP1 0,870
AKR7A2 CRP

74 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT C9 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

75 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 BMP1 BMPER 0,870
NME2 CRP

76 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 IGFBP4  |CNTN1 AKR7A2 (0,870
CRP ITIH4

77 |KLK3-SERPINA3 |GHR CNTNA1 BMP1 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

78 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 C9 BMP1 0,870
BMPER NME2
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79 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 |GHR BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

80 |KLK3-SERPINA3 [KIT EGFR CNTNA1 BMP1 0,870
AKR7A2 CRP

81 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4  |CNTN1 BMP1 0,870
AKR7A2 CRP

82 KIT EGFR GHR C9 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

83 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR C9 AHSG 0,870
BMPER AKR7A2

84 |KLK3-SERPINA3 | BDNF IGFBP2 |CNTN1 C9 0,870
AKR7A2 CRP

85 KIT IGFBP2 GHR C9 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

86 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 BMPER |AKR7A2 (0,870
CRP ITIH4

87 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR C9 BMP1 0,870
BMPER AKR7A2

88 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 C9 BMP1 0,870
AKR7A2 CRP

89 |KLK3-SERPINA3  [KIT EGFR CNTNA1 C9 0,870
BMP1 AKR7A2

90 |KLK3-SERPINA3 [KIT EGFR C9 BMPER 0,870
AKR7A2 ITIH4

91 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 |CNTN1 DDC 0,870
BMPER AKR7A2

92 |BDNF KIT IGFBP2 |C9 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP

93 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 IGFBP4  |CNTN1 C9 0,870
BMPER AKR7A2

94 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 C9 CA6 0,870
BMPER AKR7A2

95 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 |AKR7A2 (0,870
CRP ITIH4

96 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 C9 0,870
AKR7A2 CRP

97 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 CNTNA1 C9 DDC 0,870
BMPER AKR7A2

98 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 C9 DDC 0,870
BMPER AKR7A2

99 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP4 CNTNA1 C9 BMPER 0,870
NME2 ITIH4

100 [KIT CNTNA1 C9 BMP1 BMPER 0,870
AKR7A2 CRP
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Tabla 27: Paneles de 8 biomarcadores

Marcadores ABC de VC
media

1 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTN1 C9 0,877
BMP1 BMPER AKR7A2

2 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP4 CNTN1 BMP1 0,876
BMPER AKR7A2 (ITIH4

3 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 |BMPER 0,876
AKR7A2 CRP ITIH4

4 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4  |CNTN1 0,876
C9 BMPER AKR7A2

5 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTN1 C9 0,876
AHSG BMPER AKR7A2

6 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTN1 BMP1 0,876
BMPER AKR7A2 |[CRP

7 |KLK3-SERPINA3 |[IGFBP2 IGFBP4 CNTN1 BMPER 0,876
AKR7A2 CRP ITIH4

8 KIT GHR CNTN1 C9 BMP1 0,876
BMPER AKR7A2 |[CRP

9 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTN1 0,876
BMPER AKR7A2 |[CRP

10 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 CNTN1 BMP1 0,876
BMPER AKR7A2 |[CRP

11 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTN1 C9 0,875
BMPER AKR7A2 |[CRP

12 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTN1 C9 0,875
BMPER AKR7A2 (ITIH4

13 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTN1 C9 0,875
BMP1 BMPER AKR7A2

14 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTN1 C9 0,875
AHSG BMPER AKR7A2

15 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTN1 C9 0,875
BMPER AKR7A2 |[CRP

16 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTN1 BMP1 0,875
BMPER AKR7A2 (ITIH4

17 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP4 CNTN1 BMP1 0,875
AKR7A2 CRP ITIH4

18 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 |C9 0,875
BMPER AKR7A2 (ITIH4

19 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4  |CNTN1 0,875
BMP1 AKR7A2 |[CRP

20 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTN1 C9 BMP1 0,874
AHSG BMPER AKR7A2

21 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTN1 0,874
C9 BMPER AKR7A2
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22 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR IGFBP4 |C9 0,874
BMPER AKR7A2 |CRP

23 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP2 CNTNA1 C9 0,874
BMP1 BMPER  |AKR7A2

24 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR CNTNA1 C9 0,874
CA6 BMPER  |AKR7A2

25 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4 BMP1 BMPER (0,874
AKR7A2 CRP ITIH4

26 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,874
BMPER AKR7A2  |ITIH4

27 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,874
BMPER NME2 ITIH4

28 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,874
BMPER NME2 CRP

29 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 CNTNA1 BMPER (0,874
AKR7A2 CRP ITIH4

30 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR CNTNA1 C9 0,874
BMP1 AKR7A2 |CRP

31 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR CNTNA1 BMPER (0,874
AKR7A2 CRP ITIH4

32 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4  |CNTNA1 0,874
BMPER AKR7A2 |CRP

33 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,874
AKR7A2 CRP ITIH4

34 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 CNTNA1 C9 0,874
BMPER AKR7A2  |ITIH4

35 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4  |CNTNA1 0,874
BMPER AKR7A2  |ITIH4

36 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 C9 0,874
BMPER AKR7A2  |ITIH4

37 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4 C9 BMP1 0,874
BMPER AKR7A2  |ITIH4

38 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR CNTNA1 C9 0,874
BMPER AKR7A2  |ITIH4

39 KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 C9 0,874
BMPER AKR7A2 |CRP

40 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4  |BMP1 0,874
BMPER AKR7A2 |CRP

41 KIT GHR IGFBP4 C9 BMPER (0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

42 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 C9 0,873
BMPER AKR7A2  |ITIH4

43 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 C9 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP
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44 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

45 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR BMP1 BMPER (0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

46 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP4 C9 AHSG 0,873
BMPER AKR7A2  |ITIH4

47 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,873
BMP1 AKR7A2  |ITIH4

48 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

49 |BDNF KIT GHR CNTNA1 C9 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

50 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 C9 DDC 0,873
BMPER AKR7A2  |ITIH4

51 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4  |BMP1 0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

52 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTNA1 DDC 0,873
BMPER AKR7A2  |ITIH4

53 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 BMP1 DDC 0,873
BMPER AKR7A2  |ITIH4

54 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT CNTNA1 C9 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

55 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT IGFBP2 |CNTNA1 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

56 |KIT GHR CNTNA1 C9 FN1 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

57 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 IGFBP4 |BMPER |0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

58 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 BMPER (0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

59 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP4 CNTNA1 C9 AHSG 0,873
BMPER AKR7A2  |ITIH4

60 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,873
NME2 CRP ITIH4

61 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR C9 AHSG 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

62 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT IGFBP2 |CNTNA1 0,873
BMP1 AKR7A2 |CRP

63 |KLK3-SERPINA3  KIT IGFBP2 CNTNA1 C9 0,873
DDC BMPER  |AKR7A2

64 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 CNTNA1 BMP1 BMPER (0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

65 |KLK3-SERPINA3  KIT GHR CNTNA1 C9 0,873
DDC BMPER  |AKR7A2
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66 [KIT GHR IGFBP4 BMP1 BMPER (0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

67 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT IGFBP2 |CNTNA1 0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

68 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 IGFBP4  |CNTNA1 0,873
C9 BMPER  |AKR7A2

69 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT IGFBP2 |CNTNA1 0,873
C9 AKR7A2 |CRP

70 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 IGFBP4  |CNTNA1 0,873
BMPER AKR7A2  |ITIH4

71 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,873
AHSG BMPER  |AKR7A2

72 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR C9 BMP1 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

73 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

74 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4  |CNTNA1 0,873
BMP1 NME2 CRP

75 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 |BMPER |0,873
NME2 CRP ITIH4

76 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,873
DDC AKR7A2 |CRP

77 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 BMP1 BMPER (0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

78 |BDNF KIT IGFBP2 CNTNA1 C9 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

79 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR CNTNA1 CA6 0,873
BMPER AKR7A2 |CRP

80 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP4 CNTNA1 C9 BMP1 0,873
BMPER AKR7A2  |ITIH4

81 |KLK3-SERPINA3  [KIT EGFR CNTNA1 BMP1 0,873
AKR7A2 CRP ITIH4

82 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 CNTNA1 C9 0,872
BMP1 AKR7A2 |CRP

83 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,872
AKR7A2 CRP ITIH4

84 |KLK3-SERPINA3  [KIT CNTNA1 C9 BMP1 0,872
BMPER AKR7A2  |ITIH4

85 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4  |CNTNA1 0,872
AKR7A2 CRP ITIH4

86 |KLK3-SERPINA3 [KIT CNTNA1 C9 BMP1 0,872
BMPER AKR7A2 |CRP

87 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP4 CNTNA1 BMP1 BMPER (0,872
AKR7A2 CRP ITIH4
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88 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 EGFR CNTN1 0,872
C9 BMPER AKR7A2

89 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTN1 AHSG 0,872
BMPER AKR7A2 |[CRP

90 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR C9 0,872
BMPER AKR7A2 |[CRP

91 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 |C9 0,872
AKR7A2 CRP ITIH4

92 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 |C9 0,872
AHSG BMPER AKR7A2

93 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 |C9 0,872
BMP1 BMPER AKR7A2

94 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT IGFBP2 |CNTN1 0,872
C9 BMPER AKR7A2

95 KIT GHR CNTN1 C9 AHSG 0,872
BMPER AKR7A2 |[CRP

96 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTN1 AHSG 0,872
BMPER AKR7A2 |[CRP

97 KIT IGFBP2 GHR CNTN1 BMP1 0,872
BMPER AKR7A2 |[CRP

98 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTN1 CA6 0,872
BMPER AKR7A2 ITIH4

99 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTN1 C9 0,872
FN1 BMPER AKR7A2

100 KIT GHR CNTN1 C9 BMP1 0,872
AHSG BMPER AKR7A2

Tabla 28: Paneles de 9 biomarcadores
Marcadores ABC de VC
media

1 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 BMP1 0,878
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

2 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,878
BMP1 AKR7A2 CRP ITIH4

3 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,878
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

4 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,878
BMP1 BMPER AKR7A2 ITIH4

5 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTN1 (0°] 0,877
BMP1 BMPER AKR7A2 |CRP

6 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTN1 (0°] 0,877
BMP1 BMPER AKR7A2 ITIH4

7 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTN1 (0°] 0,877
BMP1 AHSG BMPER AKR7A2

8 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,877
BMP1 BMPER AKR7A2 |CRP
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9 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,877
C9 BMP1 BMPER  |AKR7A2

10 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 C9 0,877
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

11 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,877
C9 BMPER AKR7A2  |ITIH4

12 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,877
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

13 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,877
C9 BMPER AKR7A2 |CRP

14 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,876
BMP1 BMPER AKR7A2 |CRP

15 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,876
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

16 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
C9 BMP1 AKR7A2 |CRP

17 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
C9 AHSG BMPER  |AKR7A2

18 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,876
C9 BMPER AKR7A2 |CRP

19 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR CNTNA1 C9 0,876
AHSG BMPER AKR7A2 |CRP

20 |[KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,876
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

21 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,876
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

22 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,876
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

23 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
CA6 BMPER AKR7A2  (ITIH4

24 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,876
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

25 |[KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,876
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

26 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,876
BMP1 AHSG BMPER  |AKR7A2

27 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,876
AHSG BMPER AKR7A2 |CRP

28 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

29 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,875
AHSG BMPER AKR7A2  (ITIH4

30 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,875
AHSG BMPER AKR7A2 |CRP
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31 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 AKR7A2 CRP ITIH4

32 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 BMPER AKR7A2  (ITIH4

33 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 AKR7A2 CRP ITIH4

34 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 BMPER NME2 CRP

35 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 CA6 0,875
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

36 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 CA6 BMPER  |AKR7A2

37 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 (0,875
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

38 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 C9 0,875
AHSG BMPER AKR7A2  |ITIH4

39 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR CNTNA1 C9 0,875
BMP1 BMPER AKR7A2  |ITIH4

40 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 C9 0,875
CA6 BMPER AKR7A2 |CRP

41 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,875
BMPER NME2 CRP ITIH4

42 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 BMPER AKR7A2  |ITIH4

43 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,875
AHSG BMPER AKR7A2  (ITIH4

44 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 BMPER AKR7A2 |CRP

45 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 C9 0,875
BMP1 AKR7A2 CRP ITIH4

46 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 AHSG 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

47 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,874
DDC BMPER AKR7A2  |ITIH4

48 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,874
DDC BMPER AKR7A2  |ITIH4

49 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 IGFBP4 C9 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

50 |KLK3-SERPINA3 [KIT EGFR GHR CNTNA1 0,874
C9 AHSG BMPER  |AKR7A2

51 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 (0,874
CNTNA1 BMPER AKR7A2 |CRP

52 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 C9 0,874
BMP1 BMPER AKR7A2  (ITIH4
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53 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,874
C9 SERPINA1 BMPER  |AKR7A2

54 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 AHSG 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

55 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTN1 C9 0,874
DDC BMPER AKR7A2  |ITIH4

56 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,874
C9 AHSG BMPER  |AKR7A2

57 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTNA1 C9 0,874
BMP1 BMPER AKR7A2 |CRP

58 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTN1 C9 0,874
AHSG BMPER AKR7A2 |CRP

59 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,874
FN1 BMPER AKR7A2 |CRP

60 |[KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 C9 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

61 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTNA1 C9 0,874
BMP1 AHSG BMPER  |AKR7A2

62 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 (0,874
CNTNA1 C9 BMPER  |AKR7A2

63 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 C9 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

64 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,874
CA6 BMPER AKR7A2 |CRP

65 |[KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,874
CA6 AKR7A2 CRP ITIH4

66 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 C9 0,874
BMP1 FN1 BMPER  |AKR7A2

67 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 FN1 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

68 [KIT GHR IGFBP4 C9 BMP1 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

69 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 CA6 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

70 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,874
BMP1 NME2 CRP ITIH4

71 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 IGFBP4 BMP1 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

72 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT GHR CNTNA1 0,874
C9 BMPER AKR7A2 |CRP

73 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 C9 0,874
AHSG BMPER AKR7A2 |CRP

74 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,874
BMP1 AKR7A2 CRP ITIH4
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75 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 C9 0,874
CA6 BMPER AKR7A2  |ITIH4

76 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR CNTNA1 C9 0,874
CA6 BMPER AKR7A2  (ITIH4

77 |KIT IGFBP2 GHR CNTN1 C9 0,874
BMP1 BMPER AKR7A2 |CRP

78 |KLK3-SERPINA3 |BDNF KIT IGFBP2 CNTNA1 0,874
C9 BMPER AKR7A2 |CRP

79 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 EGFR CNTNA1 0,874
C9 AHSG BMPER  |[AKR7A2

80 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,874
BMPER NME2 CRP ITIH4

81 |KLK3-SERPINA3 [KIT EGFR CNTNA1 C9 0,874
BMP1 AHSG BMPER  |AKR7A2

82 |KLK3-SERPINA3 |[GHR IGFBP4 CNTNA1 CA6 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

83 |KLK3-SERPINA3  [KIT GHR IGFBP4 BMP1 0,874
BMPER NME2 CRP ITIH4

84 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,874
AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

85 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,874
DDC BMPER AKR7A2  |ITIH4

86 |KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 C9 0,874
AHSG BMPER AKR7A2 |CRP

87 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 C9 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

88 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 C9 0,874
BMP1 DDC BMPER  |AKR7A2

89 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR C9 BMP1 0,874
AHSG BMPER AKR7A2 |CRP

90 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,874
CA6 BMPER AKR7A2 |CRP

91 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,874
DDC BMPER AKR7A2 |CRP

92 KIT GHR CNTNA1 C9 BMP1 0,874
AHSG BMPER AKR7A2 |CRP

93 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,874
AHSG BMPER AKR7A2 |CRP

94 |KLK3-SERPINA3  [KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,874
DDC AKR7A2 CRP ITIH4

95 |KLK3-SERPINA3 [IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 DDC 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

96 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 AHSG 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4
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97 |[KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTN1 0,874
CA6 BMPER AKR7A2 |CRP

98 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,874
BMP1 SERPINA1 BMPER AKR7A2

99 KIT GHR IGFBP4 CNTN1 BMP1 0,874
BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

100 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTN1 (0°] 0,874
BMP1 AHSG AKR7A2 |CRP

Tabla 29: Paneles de 10 biomarcadores
Marcadores ABC de VC
media

1 KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 0,880
CNTN1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

2 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,880
BMP1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

3 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,878
CA6 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

4  |KLK3-SERPINA3 KKIT IGFBP2 IGFBP4 CNTN1 0,878
BMP1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

5 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTN1 C9 0,878
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

6 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,878
C9 BMP1 BMPER AKR7A2 ITIH4

7 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 C9 0,878
BMP1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

8 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,877
C9 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

9 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,877
BMP1 AHSG AKR7A2 CRP ITIH4

10 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,877
BMP1 BMPER NME2 CRP ITIH4

11 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR CNTN1 0,877
C9 AHSG BMPER AKR7A2 CRP

12 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,877
C9 CA6 BMPER AKR7A2 ITIH4

13 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTN1 0,877
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

14 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,877
BMP1 CA6 BMPER AKR7A2 ITIH4

15 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,877
C9 BMP1 BMPER AKR7A2 CRP

16 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTN1 0,877
BMP1 CA6 AKR7A2 CRP ITIH4

17 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP4 CNTN1 BMP1 0,877
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4
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18 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,877
BMP1 AHSG BMPER AKR7A2 ITIH4

19 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,877
C9 BMP1 AHSG BMPER AKR7A2

20 |[KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

21 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 C9 0,876
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

22 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 C9 0,876
BMP1 AHSG BMPER AKR7A2 CRP

23 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
C9 BMP1 AKR7A2 CRP ITIH4

24 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
C9 AHSG BMPER AKR7A2 ITIH4

25 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,876
BMP1 AHSG BMPER AKR7A2 CRP

26 |[KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
C9 AHSG BMPER AKR7A2 CRP

27 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,876
BMP1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

28 |[KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,876
BMP1 BMPER AKR7A2 NME2 ITIH4

29 |[KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,876
CA6 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

30 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,876
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

31 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 0,876
CNTNA1 BMP1 BMPER AKR7A2 CRP

32 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,876
C9 BMP1 BMPER AKR7A2 CRP

33 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 C9 0,876
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

34 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
C9 CA6 BMPER AKR7A2 CRP

35 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTNA1 C9 0,876
CA6 AHSG BMPER AKR7A2 CRP

36 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,876
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

37 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,876
C9 CA6 AHSG BMPER AKR7A2

38 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTNA1 C9 0,876
BMP1 FN1 BMPER AKR7A2 CRP

39 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 CA6 BMPER AKR7A2 CRP
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40 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 BMP1 AHSG AKR7A2 CRP

41 |KLK3-SERPINA3 (IGFBP2 GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

42 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 AHSG BMPER AKR7A2 CRP

43 |KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 DDC BMPER AKR7A2 ITIH4

44 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 0,875
CNTNA1 C9 BMPER AKR7A2 CRP

45 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 CNTNA1 BMP1 0,875
DDC BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

46 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,875
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

47 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,875
BMP1 AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

48 |KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 DDC AKR7A2 CRP ITIH4

49 |KLK3-SERPINA3 |[GHR IGFBP4 CNTNA1 C9 0,875
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

50 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 0,875
C9 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

51 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTNA1 C9 0,875
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

52 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,875
CA6 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

53 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 BMP1 0,875
CA6 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

54 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 0,875
CNTNA1 C9 BMPER AKR7A2 ITIH4

55 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

56 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,875
C9 CA6 BMPER AKR7A2 CRP

57 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,875
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

58 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 CNTNA1 C9 0,875
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

59 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 C9 0,875
FN1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

60 [KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 AHSG BMPER AKR7A2 ITIH4

61 |[KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 C9 0,875
BMP1 FN1 AHSG BMPER AKR7A2
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62 |[KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

63 |[KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 C9 0,875
BMP1 DDC AHSG BMPER AKR7A2

64 |[KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 BMP1 0,875
FN1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

65 |[KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 BMP1 0,875
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

66 |[KLK3-SERPINA3 [KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
DDC BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

67 |KLK3-SERPINA3 [KIT EGFR GHR CNTNA1 0,875
BMP1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

68 |[KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 AHSG BMPER AKR7A2 ITIH4

69 |[KLK3-SERPINA3 [KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 BMP1 BMPER AKR7A2 NME2

70 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 BMPER AKR7A2 NME2 CRP

71 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 BMP1 0,875
CA6 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

72 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 SERPINA1 AHSG BMPER AKR7A2

73 |KLK3-SERPINA3 |GHR IGFBP4 CNTNA1 C9 0,875
BMP1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

74 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 BMP1 0,875
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

75 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 BMPER AKR7A2 NME2 ITIH4

76 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTNA1 C9 0,875
BMP1 BMPER AKR7A2 NME2 CRP

77 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

78 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,875
DDC BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

79 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

80 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 0,875
CNTNA1 CA6 BMPER AKR7A2 CRP

81 |KLK3-SERPINA3 |IGFBP2 GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

82 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 BMP1 SERPINA1 BMPER AKR7A2

83 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP4 CNTNA1 C9 0,875
BMP1 DDC BMPER AKR7A2 ITIH4
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84 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 C9 0,875
BMP1 AHSG BMPER AKR7A2 CRP

85 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,875
BMP1 FN1 BMPER AKR7A2 CRP

86 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,875
FN1 AHSG BMPER AKR7A2 CRP

87 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 FN1 BMPER AKR7A2 CRP

88 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
C9 BMP1 BMPER AKR7A2 ITIH4

89 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 C9 0,875
CA6 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

90 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 IGFBP4 C9 0,875
AHSG BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

91 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 C9 0,875
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

92 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 C9 0,875
BMP1 AHSG AKR7A2 CRP ITIH4

93 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 IGFBP4 CNTNA1 0,875
BMP1 AHSG BMPER AKR7A2 CRP

94 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 C9 0,875
BMP1 FN1 AKR7A2 CRP ITIH4

95 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 IGFBP4 C9 0,875
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

96 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP4 C9 BMP1 0,875
BMPER AKR7A2 NME2 CRP ITIH4

97 |KLK3-SERPINA3 KIT GHR IGFBP4 CNTNA1 0,875
DDC BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

98 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR CNTNA1 0,875
C9 FN1 BMPER AKR7A2 CRP

99 |KLK3-SERPINA3 KIT IGFBP2 GHR IGFBP4 0,875
BMP1 BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

100 [KLK3-SERPINA3 [KIT GHR CNTNA1 BMP1 0,874
DDC BMPER AKR7A2 CRP ITIH4

Tabla 30: Recuentos de marcadores en paneles de biomarcadores

Tamafio del panel
Biomarcador 3 4 5 6 7 8 9 10
AHSG 118 | 104 | 104 | 117 | 135 | 211 | 284 | 376
AKR7A2 205 | 485 | 676 | 738 | 810 | 859 | 921 | 950
BDNF 143 | 212 | 185 | 171 | 162 | 125 | 113 78
BMP1 127 | 157 | 214 | 273 | 308 | 404 | 457 | 495
BMPER 168 | 205 | 346 | 471 | 572 | 673 | 750 | 820
C9 197 | 313 | 402 | 466 | 515 | 536 | 543 | 587
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CA6 107 96 88 74 96 120 | 165 | 223
CKB-CKM 40 1 0 0 0 0 0 0
CNTN1 137 | 164 | 235 | 420 | 579 | 717 | 763 | 815
CRP 183 | 267 | 407 | 506 | 558 | 588 | 671 | 721
DDC 110 93 93 109 | 129 | 154 | 161 197
EGFR 135 | 162 | 190 | 196 | 193 | 170 | 177 | 179
FGA-FGB-FGG 34 0 0 0 0 0 0 0
FN1 90 46 13 1" 18 44 70 103
GHR 107 98 126 | 181 | 261 | 398 | 513 | 611
IGFBP2 123 | 127 | 176 | 211 | 277 | 320 | 360 | 380
IGFBP4 97 112 | 162 | 198 | 265 | 356 | 461 | 570
ITIH4 143 | 148 | 214 | 272 | 379 | 455 | 542 | 636
KIT 147 | 201 | 290 | 481 | 626 | 760 | 836 | 881
KLK3-SERPINA3 | 213 | 448 | 592 | 721 | 809 | 851 | 916 | 947
NME2 177 | 337 | 365 | 307 | 245 | 198 | 215 | 310
SERPINA1 83 91 56 31 25 35 60 104
STX1A 116 | 133 76 46 38 26 22 17

Tabla 31: Parametros obtenidos de conjuntos de datos de cancer establecidos para clasificadores
bayesianos simples

Mesotelioma CPNM Carc. de células
renales
Control Cancer | Control Cancer | Control Cancer

AKR7A2 Media 6,65 7,35 6,76 7,16 7,48 7,16
DT 0,51 0,48 0,43 0,25 0,58 0,39

BMPER Media 7,31 7,06 7,45 7,32 7,33 7,21
DT 0,21 0,25 0,11 0,16 0,11 0,20

CNTN1 Media 9,15 8,89 9,26 9,15 9,14 8,90
DT 0,21 0,36 0,18 0,11 0,19 0,26
CRP Media 7,84 9,79 7,73 9,00 8,32 10,59
DT 1,06 1,96 1,09 1,42 1,63 1,39

GHR Media 7,60 7,45 7,72 7,59 7,80 7,67
DT 0,13 0,17 0,14 0,10 0,14 0,17

IGFBP2 Media 8,45 8,98 8,51 9,01 8,51 8,92
DT 0,47 0,61 0,42 0,45 0,45 0,45

IGFBP4 Media 7,89 8,05 8,14 8,27 8,15 8,36
DT 0,15 0,24 0,14 0,16 0,20 0,22

ITIH4 Media 10,18 10,46 10,60 10,74 10,56 10,82
DT 0,32 0,34 0,12 0,23 0,15 0,20

KIT Media 9,39 9,18 9,60 9,50 9,39 9,25
DT 0,16 0,20 0,14 0,14 0,16 0,19

KLK3-SERPINA3  Media 8,00 8,51 8,10 8,33 8,09 8,68
DT 0,16 0,53 0,19 0,33 0,23 0,48
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Tabla 32: Calculos obtenidos del conjunto de entrenamiento para clasificador bayesiano simple.

Biomarcador e Wd Oc Od i p(clz) | p(diz) In(p(d|%)/p(c|x))
BMPER 7,450 7,323 0,108 0,164 7,045 0,003 0,576 5,176
KIT 9,603 9,503 0,139 0,141 9,534 2,546 2,767 0,083
AKR7A2 6,761 7,155 0,432 0,248 6,347 0,583 0,008 -4,309
IGFBP4 8,138 8,268 0,140 0,163 8,336 1,046 2,251 0,767
GHR 7,724 7,595 0,135 0,102 7,756 2,867 1,126 -0,935
ITIH4 10,596 10,738 0,121 0,227 10,600 3,301 1,460 -0,816
IGFBP2 8,514 9,006 0,417 0,448 8,812 0,741 0,811 0,091
KLK3-SERPINA3 8,102 8,327 0,194 0,330 7,909 1,253 0,542 -0,838
CNTN1 9,265 9,149 0,181 0,114 9,410 1,602 0,252 -1,848
CRP 7,733 9,005 1,095 1,422 7,675 0,364 0,181 -0,697
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REIVINDICACIONES
1. Un método para diagnosticar que un individuo tiene o no cancer, comprendiendo el método:

detectar, en una muestra de sangre completa, plasma o suero de un individuo, un valor de biomarcador que
corresponde a CAB, en donde dicho individuo se clasifica como aquejado o no aquejado de cancer basandose en
dicho valor de biomarcador.

2. El método de la reivindicacién 1 en donde el método comprende ademés detectar valores de biomarcadores que
corresponden a al menos N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 19 y en
donde N = 2-23.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, en donde detectar los valores de biomarcadores comprende
realizar un ensayo in vitro, en donde dicho ensayo in vitro comprende preferentemente al menos un reactivo de
captura correspondiente a cada uno de dichos biomarcadores y que comprende ademas seleccionar dicho al menos
un reactivo de captura del grupo que consiste en aptameros y anticuerpos, preferentemente en donde dicho al
menos un reactivo de captura es un aptamero.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde el ensayo in vitro se selecciona del grupo que consiste en un
inmunoensayo o un ensayo basado en aptdmeros.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada valor de biomarcador se evalua
basandose en un valor predeterminado o un intervalo de valores predeterminado.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el individuo es un ser humano.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde N = 2-15, N = 3-15, N = 3-10, N = 4-20, N = 4-15,
N =4-10, N = 5-20, N = 5-15 0 N = 5-10.

8. Un método implementado por ordenador para indicar una probabilidad de cancer, comprendiendo el método:

recuperar en un ordenador informacion de biomarcadores para un individuo, en donde la informaciéon de
biomarcadores comprende un valor de biomarcador que corresponde a CA6, en donde dicho biomarcador se
detectd en una muestra de sangre completa, plasma o suero;

realizar con el ordenador una clasificacion del valor de biomarcador;

e

indicar una probabilidad de que dicho individuo tenga cancer basandose en la clasificacion.

9. El método implementado por ordenador segun la reivindicacion 8 en donde la informacion de biomarcadores
comprende ademds valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores
seleccionados de la Tabla 19, en donde N = 3-12.

10. Un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de cancer, comprendiendo el producto de
programa informatico:

un medio leible por ordenador que incorpora cédigo de programa ejecutable por un procesador de un dispositivo
o un sistema informaticos, comprendiendo el cédigo de programa:

cédigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en donde los datos
comprenden valores de biomarcadores que corresponden a CAB, en donde dicho biomarcador se detect6 en
la muestra de sangre completa, plasma o suero; y

codigo que ejecuta un método de clasificacion que indica un estado de cancer del individuo en funcién de
dicho valor de biomarcador.

11. El producto de programa informatico de la reivindicacion 10 en donde los datos comprenden ademas valores de
biomarcadores que corresponden cada uno a al menos un biomarcador y en donde N = 3-12.

12. El producto de programa informatico de la reivindicacién 10 o la reivindicacion 11, en donde dicho método de
clasificacion usa una funcion de densidad de probabilidad o en donde dicho método de clasificacion usa dos o mas
clases.

13. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicho individuo se clasifica como aquejado
0 no aquejado de cancer basandose en dichos valores de biomarcadores y al menos un elemento de informacion
biomédica adicional correspondiente a dicho individuo.

14. El método segun la reivindicacion 1 en donde el cancer es cancer de pulmon no microcitico (CPNM).
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15. El método segun la reivindicacion 14 en donde el método comprende ademas detectar valores de biomarcadores
que corresponden a al menos uno de al menos N biomarcadores seleccionados del grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 1 y en donde N = 2-59.

16. El método segun la reivindicacion 13, en donde dicho al menos un elemento de informacion biomédica adicional
se selecciona de forma independiente del grupo que consiste en:

(a) informacion correspondiente a descriptores fisicos de dicho individuo,

(b) informacién correspondiente a los descriptores radiolégicos de una anomalia pulmonar en dicho individuo,

(c) informacidn correspondiente a la presencia o ausencia de un nédulo pulmonar en dicho individuo,

(d) informacién correspondiente a los descriptores fisicos de un nédulo pulmonar en dicho individuo,

(e) informacion correspondiente a un cambio en la altura y/o el peso de dicho individuo,

(f) informacién correspondiente a la etnia de dicho individuo,

(g) informacién correspondiente al género de dicho individuo,

(h) informacién correspondiente al historial de tabaquismo de dicho individuo,

(i) informacion correspondiente a exposicion a tabaco ambiental en dicho individuo,

(j) informacion correspondiente a historial de uso de alcohol en dicho individuo,

(k) informacién correspondiente al historial ocupacional de dicho individuo,

(I) informacion correspondiente al historial familiar de cancer de pulmoén u otro cancer en dicho individuo,

(b) informacién correspondiente a la presencia o ausencia en dicho individuo de al menos un marcador genético
correlacionado con un mayor riesgo de cancer de pulmoén o cancer en dicho individuo o un miembro de la familia
de dicho individuo,

(n) informacién correspondiente a sintomas clinicos de dicho individuo,

(o) informacién correspondiente a otros ensayos de laboratorio,

(p) informacion correspondiente a valores de expresion génica de dicho individuo y

(q) informacién correspondiente a la exposicion de dichos individuos a carcinégenos conocidos.

17. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o 13 a 16 que comprende detectar valores de
biomarcadores para los biomarcadores:

a. CAG;

b. CA6, YWHAG;

c. MMP7, CA6 e YWHAG;

d. C9, CA6 e YWHAG;

e. CA6, STX1A e YWHAG;

f. KLK3-SERPINAS3 y CAG;

g. C9y CAG;

h. CA6 y CRP;

i. CA6 y BMPER;

j. CA6 y AKR7A2;

k. KLK3-SERPINA3, CA6 y AKR7A2;

|. KLK3-SERPINA3, CA6 y NME2;

m. KLK3-SERPINA3, BDNF y CAG;

n. KLK3-SERPINA3, C9, CA6 y AKR7A2;

0. KLK3-SERPINA3, BMPER, KIT, AKR7A2, CNTN1, C9 y CA6;

p. KLK3-SERPINA3, CA6, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, CNTN1 y C9;

g. KLK3-SERPINA3, BMPER, KIT, AKR7A2, GHR, CRP, CNTN1 y CA6;

r. KLK3-SERPINA3, BMPER, KIT, AKR7A2, GHR, ITIH4, CNTN1 y CA6;

s. KLK3-SERPINAS3, CAB6, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, IGFBP4, ITIH4 y CNTN1;

t. KLK3-SERPINA3, BMPER, KIT, AKR7A2, GHR, CRP, IGFBP4, ITIH4 y CAB;

u. KLK3-SERPINAS3, C9, KIT, CA6, GHR, BMPER, IGFBP4, AKR7A2 y CNTN1;

v. KLK3-SERPINAS3, CAS6, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, CNTN1, CRP y C9;

w. KLK3-SERPINA3, CA8, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, IGFBP4, CRP y CNTN1;

x. KLK3-SERPINAS3, CAB8, KIT, AKR7A2, GHR, CRP, IGFBP4, ITIH4 y CNTN1;

y. KLK3-SERPINA3, BMPER, KIT, AKR7A2, GHR, CRP, CNTN1, ITIH4 y CAS;

z. KLK3-SERPINAS3, CAS6, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, IGFBP4, ITIH4 y C9;

aa. KLK3-SERPINA3, CAG, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, CNTN1, ITIH4 y C9;

bb. KLK3-SERPINA3, BMPER, GHR, AKR7A2, IGFBP4, CRP, GNTN1, ITIH4 y CA6;
cc. KLK3-SERPINAS3, CAB, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, CNTN1, CRP y BMP1;

dd. KLK3-SERPINA3, CA6, KIT, BMPER, IGFBP2, AKR7A2, GHR, CRP y CNTNT;

ee. KLK3-SERPINA3, CAG, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, IGFBP4, CRP, CNTN1 y ITIH4;
ff. KLK3-SERPINA3, C9, KIT, CA6, GHR, BMPER, IGFBP4, AKR7A2, CNTN1 y ITIH4;
gg9. KLK3-SERPINA3, BMP1, KIT, CA6, GHR, BMPER, IGFBP4, AKR7A2, CNTN1 y ITIH4;
hh. KLK3-SERPINA3, BMP1, KIT, CA6, GHR, AKR7A2, IGFBP4, CRP, CNTN1 y ITIH4;
ii. KLK3-SERPINA3, CAB, KIT, BMPER, IGFBP2, AKR7A2, GHR, CRP, CNTN1 y ITIH4;
jj. KLK3-SERPINAS3, C9, KIT, CA6, GHR, BMPER, IGRBP4, AKR7A2, CNTN1 y CRP;
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kk. KLK3-SERPINAS3, CA6, KIT, AHSG, GHR, BMPER, CNTN1, AKR7A2, C9y CRP;
Il. KLK3-SERPINAS3, C9, KIT, CA6, GHR, AHSG, IGFBP4, BMPER, CNTN1 y AKR7A2;
mm. KLK3-SERPINA3, BMP1, KIT, CA6, GHR, BMPER, IGFBP4, AKR7A2, CNTN1 y CRP;
nn. KLK3-SERPINAS3, CAG, KIT, BMPER, IGFBP4, AKR7A2, CNTN1, CRP, BMP1 y ITIH4;
5 00. KLK3-SERPINAS3, CA6, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, IGFBP4, CRP, BMP1 y ITIH4;
pp. KLK3-SERPINAS, C9, KIT, CA6, IGFBP2, BMPER, GHR, AKR7A2, CNTN1 y CRP;
qq. KLK3-SERPINA3, CA6, GHR, BMPER, IGFBP4, AKR7A2, CNTN1, CRP, BMP1 y ITIH4;
rr. KLK3-SERPINA3, CNTN1, KIT, CA6, IGFBP2, BMPER, GHR, AKR7A2, IGFBP4 y CRP;
ss. KLK3-SERPINAS3, CAG, KIT, BMPER, GHR, AKR7A2, IGFBP4, CRP, C9y ITIH4;
10
18. El método segun la reivindicacién 1 en donde el cancer es cancer de pulmén, mesotelioma pleural o carcinoma
de células renales.
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