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DESCRIPCION
Biomarcadores del mesotelioma y usos de los mismos
Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere, generalmente, a la deteccion de biomarcadores y al diagnostico de cancer en un
individuo y, mas especificamente, a uno o mas biomarcadores, procedimientos, dispositivos, reactivos, sistemas y
kits para diagnosticar cancer, mas particularmente mesotelioma maligno (mesotelioma), en un individuo.

Antecedentes

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

El mesotelioma es un cancer pulmonar agresivo relacionado con el amianto cuya incidencia esta aumentando. Esta
enfermedad causa aproximadamente de 15.000 a 20.000 muertes anuales en todo el mundo. Entre 1940 y 1979, en
Estados Unidos, aproximadamente 27,5 millones de personas estuvieron expuestas al amianto en el trabajo. La
incidencia de mesotelioma en Estados Unidos es de aproximadamente 3.000 casos por afio y no alcanzara su punto
maximo durante otros 20 afos. El mesotelioma tiene un periodo de latencia de 20-40 afios desde la exposicion al
amianto, pero una vez diagnosticada, esta agresiva enfermedad suele ser mortal en 14 meses. Debido a que el
diagnéstico es dificil, la mayoria de los pacientes acuden en una etapa clinicamente avanzada en la que la
posibilidad de curacién es minima,

El diagnéstico precoz del mesotelioma en individuos con antecedentes de exposicion al amianto es una necesidad
clinica no satisfecha. Dicha exposicion puede ser directa, tal como durante el tendido de tuberias o la instalacién o
eliminacién de aislamientos a base de amianto, o indirecta, tal como la exposicion a la vermiculita o la extraccion de
carbon. A medida que el descubrimiento de las exposiciones ocupacionales continua creciendo, aumentara la
necesidad de detectar a todos los trabajadores expuestos.

El hecho de que la exposicidon al amianto es el principal factor causante de la enfermedad significa que una
poblacion de alto riesgo puede identificarse facilmente para la deteccion clinica. Desde 1973, la Administracion de
Seguridad y Salud Ocupacional de EE.UU. ha ordenado el control de los individuos con exposiciéon ocupacional al
amianto en el aire durante hasta 30 afios después de la exposicion. El control incluye radiografia de térax, historial
de salud y espirometria. Sin embargo, esta vigilancia ha sido ineficaz en el diagnostico del mesotelioma en estadio
temprano o en la deteccion de recurrencias. Como resultado, el cumplimiento del control no es bueno y la mayor
parte de la enfermedad se detecta demasiado tarde para su curacion.

En la actualidad, la mayoria de los pacientes se identifican debido a un derrame pleural y generalmente son
necesarias varias consultas antes de que un especialista experimentado vea al paciente y sospeche que tiene
mesotelioma. El diagndstico a menudo se realiza a través de un analisis citolégico de un derrame pleural, que tiene
buena especificidad pero no es muy sensible.

Los pacientes con mesotelioma pueden presentar diversos sintomas, incluyendo:

» Tos seca o rasposa persistente (generalmente no productiva)

» Hemoptisis (tos con sangre)

» Disfagia (dificultad para tragar)

+ Sudores nocturnos o fiebre

» Pérdida de peso inexplicada del 10 por ciento o mas

* Fatiga

* Dolor persistente en la zona del pecho o las costillas, o respiracién dolorosa

* Falta de aliento que se produce incluso en reposo

* La aparicion de bultos debajo de la piel en el pecho

» Escoliosis hacia el lado de la neoplasia maligna
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Estos sintomas son inespecificos y generalmente indican enfermedad en un estadio posterior. Muchos casos de
enfermedad pulmonar benigna se someten a procedimientos invasivos porque el derrame pleural también es una
presentacién comun en pacientes con asbestosis y placas pleurales.

La deteccion del mesotelioma tiende a producirse durante los ultimos estadios de la enfermedad. La supervivencia
del paciente de mesotelioma diagnosticado en un estadio tardio es baja, menos de 15 meses para el estadio Ill y
peor para el estadio IV. La deteccidon en estadios mas tempranos, cuando la enfermedad es resecable y tratable,
deberia aumentar la supervivencia general y beneficiar a los pacientes.

Fumar tiene un fuerte efecto sinérgico con la exposicién al amianto y la incidencia de cancer de pulmén aumenta 4-5
veces cuando se combinan estos dos factores de riesgo. El tabaquismo no tiene ningln efecto sobre la incidencia
del mesotelioma.

La seleccion de biomarcadores para un estado de enfermedad especifico implica en primer lugar la identificacion de
marcadores que tienen una diferencia mensurable y estadisticamente significativa en una poblacién de enfermedad
en comparaciéon con una poblacién de control para una aplicacion médica especifica. Los biomarcadores pueden
incluir moléculas secretadas o desprendidas que se asemejan al desarrollo o la progresion de la enfermedad y se
difunden rapidamente en el torrente sanguineo desde el mesotelioma o el tejido del cancer de pulmén o desde los
tejidos circundantes y las células circulantes en respuesta a una neoplasia maligna. El biomarcador o conjunto de
biomarcadores identificados generalmente se validan clinicamente o se muestra que es un indicador fiable para el
uso previsto original para el que se selecciond. Los biomarcadores pueden incluir moléculas pequefias, péptidos,
proteinas y acidos nucleicos. Algunos de los problemas clave que afectan la identificacion de biomarcadores
incluyen el exceso de ajuste de los datos disponibles y el sesgo en los datos.

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

La utilidad de la electroforesis bidimensional esta limitada por la baja sensibilidad de deteccion; los problemas con la
solubilidad, la carga y la hidrofobicidad de las proteinas; la reproducibilidad del gel y la posibilidad de que una sola
mancha represente varias proteinas. Para la espectrometria de masas, dependiendo del formato utilizado, las
limitaciones giran en torno al procesamiento y la separacion de la muestra, la sensibilidad a las proteinas poco
abundantes, las consideraciones de sefial a ruido y la incapacidad de identificar inmediatamente la proteina
detectada. Las limitaciones en los enfoques de inmunoensayo para el descubrimiento de biomarcadores se centran
en la incapacidad de los ensayos multiplexados basados en anticuerpos para medir una gran cantidad de analitos.
SE podria simplemente imprimir una matriz de anticuerpos de alta calidad y, sin sandwiches, medir los analitos
unidos a esos anticuerpos. (Este seria el equivalente formal del 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 una prueba estricta de identidad. Incluso los
anticuerpos muy buenos no son lo suficientemente rigurosos al seleccionar sus comparieros de unién para funcionar
en el contexto de sangre o incluso extractos celulares porque el conjunto de proteinas en esas matrices tiene
abundancias extremadamente diferentes). Por tanto, se debe usar un enfoque diferente con los enfoques basados
en inmunoensayos para el descubrimiento de biomarcadores, seria necesario usar ensayos ELISA multiplexados (es
decir, sandwiches) para obtener la suficiente rigurosidad para medir muchos analitos simultaneamente para decidir
qué analitos son realmente biomarcadores. Los inmunoensayos de tipo sandwich no se adaptan a un alto contenido
y, por lo tanto, no es posible el descubrimiento de biomarcadores utilizando inmunoensayos de tipo sandwich
rigurosos utilizando formatos de matriz estandar. Por Ultimo, los reactivos de anticuerpos estan sujetos a una gran
variabilidad del lote e inestabilidad del reactivo. La presente plataforma para el descubrimiento de biomarcadores de
proteinas supera este problema.

Muchos de estos procedimientos dependen o requieren algun tipo de fraccionamiento de la muestra antes del
analisis. Por lo tanto, la preparacion de la muestra requerida para ejecutar un estudio suficientemente potenciado
disefiado para identificar y descubrir biomarcadores estadisticamente relevantes en una serie de poblaciones de
muestra bien definidas es extremadamente dificil, costoso y lento. Durante el fraccionamiento, se puede introducir un
amplio rango de variabilidad en las diversas muestras. Por ejemplo, un marcador potencial podria ser inestable para
el proceso, la concentracién del marcador podria cambiarse, podria producirse una agregacion o desagregacion
inapropiada y podria ocurrir una contaminacion involuntaria de la muestra que enmascararia los cambios sutiles
anticipados en el estadio inicial de la enfermedad.

Esta ampliamente aceptado que los procedimientos de descubrimiento y deteccién de biomarcadores que usan
estas tecnologias tienen serias limitaciones para la identificacion de biomarcadores diagnésticos. Estas limitaciones
incluyen la incapacidad de detectar biomarcadores poco abundantes, la incapacidad de cubrir sistematicamente todo
el rango dinamico del proteoma, la irreproductibilidad en el procesamiento y fraccionamiento de muestras, y la
irreproductibilidad general y la falta de solidez del procedimiento. Ademas, estos estudios han introducido sesgos en
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los datos y no han abordado adecuadamente la complejidad de las poblaciones de muestra, incluidos los controles
apropiados, en términos de distribucion y aleatorizacion requeridas para identificar y validar biomarcadores dentro de
una poblacion de enfermedad objetivo.

Aunque durante varias décadas han continuado los esfuerzos destinados al descubrimiento de biomarcadores
nuevos y efectivos, los esfuerzos han sido en gran medida infructuosos. Los biomarcadores para diversas
enfermedades generalmente se han identificado en laboratorios académicos, normalmente a través de un
descubrimiento accidental mientras se hacia investigacion basica sobre algun proceso de enfermedad. En funcion
del descubrimiento y con pequefas cantidades de datos clinicos se publicaron documentos que sugerian la
identificacion de un nuevo biomarcador. La mayoria de estos biomarcadores propuestos, sin embargo, no se han
confirmado como biomarcadores reales o Utiles; principalmente porque el pequefio nimero de muestras clinicas
analizadas, proporciona solo pruebas estadisticas débiles de que se ha encontrado un biomarcador efectivo. Es
decir, la identificacion inicial no fue rigurosa con respecto a los elementos basicos de las estadisticas. En cada uno
de los afios 1994 a 2003, una busqueda de la literatura cientifica muestra que se publicaron miles de referencias en
relacion con biomarcadores. Durante ese mismo periodo de tiempo, sin embargo, la FDA aprobd para el uso
diagnéstico, como maximo, tres nuevos biomarcadores de proteinas al afio y, en varios afos, no se aprobaron
nuevos biomarcadores de proteinas.

Conforme a la historia de los esfuerzos fallidos de descubrimiento de biomarcadores, se han propuesto teorias
matematicas que promueven ain mas la comprension general de que los biomarcadores para la enfermedad son
raros y dificiles de encontrar. La investigacion de biomarcadores basada en geles 2D o espectrometria de masas
respalda estas ideas. A través de estos enfoques se han identificado muy pocos biomarcadores Uutiles. Sin embargo,
generalmente se pasa por alto que el gel 2D y la espectrometria de masas miden las proteinas que estan presentes
en la sangre a concentraciones de aproximadamente 1 nM y superiores, y que este conjunto de proteinas puede ser
el menos propenso a cambiar con la enfermedad. Ademas de la presente plataforma de descubrimiento de
biomarcadores no existen plataformas de descubrimiento de biomarcadores protedmicos que puedan medir con
precisién los niveles de expresion de proteinas a concentraciones mucho mas bajas.

Se sabe mucho sobre las rutas bioquimicas para la compleja biologia humana. Muchas rutas bioquimicas culminan o
son iniciadas por proteinas secretadas que funcionan localmente dentro de la patologia, por ejemplo, los factores de
crecimiento se secretan para estimular la replicacion de otras células en la patologia y se secretan otros factores
para proteger al sistema inmunitario, y asi sucesivamente. Si bien muchas de estas proteinas secretadas funcionan
de manera paracrina, algunas operan distalmente en el cuerpo. Un experto en la técnica con una comprension
basica de las rutas bioquimicas comprenderia que muchas proteinas especificas de la patologia deberian existir en
la sangre en concentraciones inferiores (incluso muy por debajo) a los limites de deteccién de los geles 2D y la
espectrometria de masas. Lo que debe preceder a la identificacion de este niumero relativamente abundante de
biomarcadores de enfermedades es una plataforma proteémica que puede analizar proteinas en concentraciones
inferiores a las detectables mediante geles 2D o espectrometria de masas.

Por consiguiente, existe la necesidad de biomarcadores, procedimientos, dispositivos, reactivos, sistemas y kits que
activen: (a) la diferenciacion entre el mesotelioma y las afecciones benignas en individuos expuestos al amianto; (b)
la diferenciacion entre el mesotelioma y la enfermedad metastasica y otros canceres, que pueden incluir cancer de
pulmén, de mama, de estdmago, de rifidén, de ovarios, de timo y de prostata; (c) la diferenciacion entre el
mesotelioma y el adenocarcinoma de pulmén; (d) la deteccion de biomarcadores de mesotelioma; y (e) el
diagndstico de mesotelioma.

Hadi Yaziji et al (Evaluation of 12 antibodies for distinguishing epithelioid mesothelioma from adenocarcinoma:
identification of a three antibody immunohistochemical panel with maximal sensitivity and specificity. Modem
Pathology vol.19, n.°.4,1 de abril de 2006, paginas 514-523)) describen la evaluacién de 10 anticuerpos
monoclonales y dos anticuerpos policlonales para distinguir el mesotelioma epitelioide del adenocarcinoma mediante
inmunohistoquimica.

El documento US2009/104617A1 describe un procedimiento para diagnosticar estados o condiciones bioldgicas
basadas en relaciones de los datos de expresion génica de muestras de tejido, tales como muestras de tejido
canceroso.

Sumario

La presente aplicacién incluye biomarcadores, procedimientos, reactivos, dispositivos, sistemas y kits para la
deteccién y el diagndstico de cancer y, mas particularmente, del mesotelioma. Los biomarcadores de la presente
solicitud se identificaron utilizando un ensayo multiplexado basado en aptameros que se describe con detalle en el
Ejemplo 1. Mediante el uso del procedimiento de identificacién de biomarcadores basado en aptameros descrito en
el presente documento, esta solicitud describe un numero sorprendentemente grande de biomarcadores de
mesotelioma que son Uutiles para la deteccion y el diagnostico del mesotelioma, asi como una gran cantidad de
biomarcadores de cancer que son Utiles para la deteccion y el diagnéstico de cancer en general. Al identificar estos
biomarcadores, se midieron mas de 1.000 proteinas de cientos de muestras individuales, algunas de las cuales se
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encontraban en concentraciones en el intervalo femtomolar bajo. Esto es aproximadamente cuatro 6rdenes de
magnitud menor que los experimentos de descubrimiento de biomarcadores realizados con geles 2D y / o
espectrometria de masas.

Si bien algunos de los biomarcadores de mesotelioma descritos son Uutiles solos para detectar y diagnosticar
mesotelioma, en el presente documento se describen procedimientos para la agrupacion de subconjuntos multiples
de los biomarcadores de mesotelioma que son utiles como panel de biomarcadores. Una vez que se ha identificado
un biomarcador individual o un subconjunto de biomarcadores, la deteccion o diagnéstico de mesotelioma en un
individuo se puede lograr usando cualquier plataforma o formato de ensayo que sea capaz de medir las diferencias
en los niveles del biomarcador o biomarcadores seleccionados en una muestra bioldgica.

Sin embargo, solo mediante el uso del procedimiento de identificacion de biomarcadores basado en aptdmeros
descrito en el presente documento, en el que se seleccionaron individualmente mas de 1.000 biomarcadores
potenciales distintos de un gran niumero de individuos que habian sido diagnosticados previamente con mesotelioma
0 no, que era posible identificar los biomarcadores de mesotelioma divulgados en el presente documento. Este
enfoque de descubrimiento estd en marcado contraste con el descubrimiento de biomarcadores de medios
condicionados o células lisadas, ya que consulta un sistema mas relevante para el paciente que no requiere
traduccion a la patologia humana.

Por tanto, en un aspecto de la presente solicitud, se proporcionan uno o mas biomarcadores para su uso solo o en
diversas combinaciones para diagnosticar mesotelioma o permitir el diagndstico diferencial de mesotelioma de
afecciones benignas, tales como las encontradas en individuos expuestos al amianto. Las realizaciones a modo de
ejemplo incluyen los biomarcadores proporcionados en la Tabla 1, que, como se ha indicado anteriormente, se
identificaron utilizando un ensayo multiplexado basado en aptameros, como se describe generalmente en el Ejemplo
1 y, mas especificamente, en el Ejemplo 2. Los marcadores proporcionados en la Tabla 1 son utiles para
diagnosticar mesotelioma en una poblacién de alto riesgo y para distinguir enfermedades pulmonares benignas en
personas expuestas al amianto del mesotelioma.

Si bien algunos de los biomarcadores de mesotelioma descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar
mesotelioma, en el presente documento también se describen procedimientos para la agrupacion de multiples
subconjuntos de los biomarcadores de mesotelioma que son utiles como panel de dos o0 mas biomarcadores. Por
tanto, varias realizaciones de la presente solicitud proporcionan combinaciones que comprenden N biomarcadores,
donde N es al menos dos biomarcadores. En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier
numero de 2-66 biomarcadores.

En otras realizaciones mas, N se selecciona de modo que sea cualquier niumero entre 2-5, 2-10, 2-15, 2-20, 2-25, 2-
30, 2-35, 2-40, 2-45, 2-50, 2-55, 2-60 o 2-66. En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier
numero entre 3-5, 3-10, 3-15, 3-20, 3-25, 3-30, 3-35, 3-40, 3-45, 3-50, 3-55, 3-60 o 3-66. En otras realizaciones, N se
selecciona de modo que sea cualquier numero entre 4-5, 4-10, 4-15, 4-20, 4-25, 4-30, 4-35, 4-40, 4-45, 4-50, 4-55,
4-60 o0 4-66. En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero entre 5-10, 5-15, 5-20, 5-25,
5-30, 5-35, 5-40, 5-45, 5-50, 5-55, 5-60 o 5-66 En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier
numero entre 6-10, 6-15, 6-20, 6-25, 6-30, 6-35, 6-40, 6-45, 6-50, 6-55, 6-60 o 6-66 En otras realizaciones, N se
selecciona de modo que sea cualquier numero entre 7-10, 7-15, 7-20, 7-25, 7-30, 7-35, 7-40, 7-45, 7-50, 7-55, 7-60 o
7-66 En ofras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero entre 8-10, 8-15, 8-20, 8-25, 8-30,
8-35, 8-40, 8-45, 8-50, 8-55, 8-60 o0 8-66 En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier niumero
entre 9-10, 9-15, 9-20, 9-25, 9-30, 9-35, 9-40, 9-45, 9-50, 9-55, 9-60 o 9-66 En otras realizaciones, N se selecciona
de modo que sea cualquier nimero entre 10-15, 10-20, 10-25, 10-30, 10-35, 10-40, 10-45, 10-50, 10-55, 10- 60 o 10-
66. Se apreciara que N puede seleccionarse de modo que abarque intervalos similares, pero de orden superior.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar mesotelioma en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, de al menos un valor de biomarcador
correspondiente al menos a un biomarcador seleccionado entre el grupo de biomarcadores proporcionado en la
Tabla 1, en el que el individuo se clasifica como que tiene mesotelioma basandose en al menos un valor de
biomarcador.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar mesotelioma en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccion, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 1, en el que la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma se determina basandose en
los valores de biomarcadores.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar mesotelioma en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccion, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 1, en el que el individuo se clasifica como que tiene mesotelioma basandose en los valores de
biomarcadores y en el que N=2-10.
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En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar mesotelioma en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccion, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 1, en el que la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma se determina basandose en
los valores de biomarcadores y en el que N= 2-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar que un individuo no tiene mesotelioma, en el
que el procedimiento incluye la deteccién, en una muestra bioldgica de un individuo, de al menos un valor de
biomarcador correspondiente al menos a un biomarcador seleccionado entre el grupo de biomarcadores expuestos
en la Tabla 1, en el que el individuo se clasifica como que no tiene mesotelioma basandose en al menos un valor de
biomarcador.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar que un individuo no tiene mesotelioma, en el
que el procedimiento incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores
que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores
expuestos en la Tabla 1, en el que el individuo se clasifica como que no tiene mesotelioma basandose en los valores
de biomarcadores y en el que N= 2-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar mesotelioma, en el que el procedimiento incluye
la deteccion, en una muestra bioldgica de un individuo, de valores de biomarcadores que corresponden cada uno a
un biomarcador en un panel de N biomarcadores, en el que los biomarcadores se seleccionan entre el grupo de
biomarcadores expuestos en la Tabla 1, en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica que el
individuo tiene mesotelioma, y en el que N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar mesotelioma, en el que el procedimiento incluye
la deteccion, en una muestra bioldégica de un individuo, de valores de biomarcadores que corresponden cada uno a
un biomarcador en un panel de N biomarcadores, en el que los biomarcadores se seleccionan entre el grupo de
biomarcadores expuestos en la Tabla 1, en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica que el
individuo tiene mesotelioma, y en el que N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar mesotelioma, en el que el procedimiento incluye
la deteccion, en una muestra bioldgica de un individuo, de valores de biomarcadores que corresponden cada uno a
un biomarcador de un panel de biomarcadores seleccionados del grupo de paneles expuestos en las Tablas 2 -11,
en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica que el individuo tiene mesotelioma.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar ausencia de mesotelioma, en el que el
procedimiento incluye la deteccion, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a un biomarcador en un panel de N biomarcadores, en el que los biomarcadores se
seleccionan entre el grupo de biomarcadores expuestos en la Tabla 1, en el que una clasificacion de los valores de
biomarcadores indica ausencia de mesotelioma en el individuo tiene mesotelioma y en el que N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar ausencia de mesotelioma, en el que el
procedimiento incluye la deteccion, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a un biomarcador en un panel de N biomarcadores, en el que los biomarcadores se
seleccionan entre el grupo de biomarcadores expuestos en la Tabla 1, en el que una clasificacion de los valores de
biomarcadores indica ausencia de mesotelioma en el individuo tiene mesotelioma y en el que N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar ausencia de mesotelioma, en el que el
procedimiento incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, los valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a un biomarcador de un panel de biomarcadores seleccionados del grupo de paneles
proporcionados en las Tablas 2 -11, en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica ausencia de
mesotelioma en el individuo.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar mesotelioma en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, los valores de biomarcadores que
corresponden a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores expuestos en la
Tabla 1, en el que el individuo se clasifica como que tiene mesotelioma segun una puntuacion de clasificacion que se
desvia de un umbral predeterminado y en el que N = 2-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar ausencia de mesotelioma en un individuo, en el
que el procedimiento incluye la deteccion, en una muestra biolégica de un individuo, los valores de biomarcadores
que corresponden a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores expuestos
en la Tabla 1, en el que dicho individuo se clasifica como que no tiene mesotelioma segin una puntuacién de
clasificacion que se desvia de un umbral predeterminado y en el que N = 2-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento implementado por ordenador para indicar una probabilidad de
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mesotelioma. El procedimiento comprende: recuperar en un ordenador informacién de biomarcadores para un
individuo, en el que la informacién de biomarcadores comprende valores de biomarcadores que corresponden cada
uno a uno de al menos N biomarcadores, en el que N es como se ha definido anteriormente, seleccionado entre el
grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1; realizar con el ordenador una clasificaciéon de cada uno de los
valores de biomarcadores; e indicar una probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma segun una pluralidad de
clasificaciones.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento implementado por ordenador para clasificar a un individuo como
que tiene o no tiene mesotelioma. El procedimiento comprende: recuperar en un ordenador informacion de
biomarcadores para un individuo, en el que la informacién de biomarcadores comprende valores de biomarcadores
que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el 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 mesotelioma segun una pluralidad de clasificaciones.

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

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

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento implementado por ordenador para indicar una probabilidad de
mesotelioma. El procedimiento comprende recuperar en un ordenador informacién de biomarcadores para un
individuo, en el que la informacién de biomarcadores comprende un valor de biomarcador correspondiente a un
biomarcador seleccionado entre el grupo de biomarcadores expuesto en la Tabla 1; realizar con el ordenador una
clasificacion del valor del biomarcador; e indicar una probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma segun la
clasificacion.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento implementado por ordenador para clasificar a un individuo como
que tiene o no tiene mesotelioma. El procedimiento comprende recuperar de un ordenador informacion de
biomarcadores para un individuo, en el que la informacion de biomarcadores comprende un valor de biomarcador
correspondiente a un biomarcador seleccionado entre el grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 1;
realizar con el ordenador una clasificacion del valor del biomarcador; e indicar si el individuo tiene mesotelioma
segun la clasificacion.

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

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

Si bien algunos de los biomarcadores descritos también son Utiles solos para detectar y diagnosticar cancer en
general, en el presente documento se describen procedimientos para la agrupacion de subconjuntos multiples de los
biomarcadores de que son utiles como panel de biomarcadores para detectar y diagnosticar cancer en general. Una
vez que se ha identificado un biomarcador individual o un subconjunto de biomarcadores, la deteccion o diagndstico
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de cancer en un individuo se puede lograr usando cualquier plataforma o formato de ensayo que sea capaz de medir
las diferencias en los niveles del biomarcador o biomarcadores seleccionados en una muestra bioldgica.

Sin embargo, solo mediante el uso del procedimiento de identificacion de biomarcadores basado en aptdmeros
descrito en el presente documento, en el que se seleccionaron individualmente mas de 1.000 biomarcadores
potenciales distintos de un gran numero de individuos que habian sido diagnosticados previamente con céncer o no,
que era posible identificar los biomarcadores de cancer divulgados en el presente documento. Este enfoque de
descubrimiento estd en marcado contraste con el descubrimiento de biomarcadores de medios condicionados o
células lisadas, ya que consulta un sistema mas relevante para el paciente que no requiere traduccion a la patologia
humana.

Por 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, se identificaron utilizando un ensayo basado en aptamero multiplexado, como se
describe generalmente en el Ejemplo 1y, mas especificamente, en el Ejemplo 5. Los marcadores proporcionados en
la Tabla 19 son utiles para distinguir individuos que tienen cancer de aquellos que no tienen cancer.

Si bien algunos de los biomarcadores de cancer descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar cancer, en el
presente documento también se describen procedimientos para la agrupaciéon de multiples subconjuntos de los
biomarcadores de cancer que son utiles cada uno como panel de tres o mas biomarcadores. Por tanto, varias
realizaciones de la presente solicitud proporcionan combinaciones que comprenden N biomarcadores, en las que N
es al menos tres biomarcadores. En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero de 3-22
biomarcadores.

En otras realizaciones mas, N se selecciona de modo que sea cualquier numero de 2-5, 2-10, 2-15, 2-20 o0 2-22. En
otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero de 3-5, 3-10, 3-15, 3-20 o 3-22. En otras
realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier niumero de 4-5, 4-10, 4-15, 4-20 o 4-22. En otras
realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero entre 5-10, 5-15, 5-20 o 5-22. En otras
realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero entre 6-10, 6-15, 6-20 o 6-22. En otras
realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero de 7-10, 7-15, 7-20 o 7-22. En otras
realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero entre 8-10, 8-15, 8-20 o 8-22. En otras
realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero entre 9-10, 9-15, 9-20 o 9-22. En otras
realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier niumero de 10-15, 10-20 o 10-22. Se apreciara que N
puede seleccionarse de modo que abarque intervalos similares, pero de orden superior.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar cancer en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, de al menos un valor de biomarcador
correspondiente al menos a un biomarcador seleccionado entre el grupo de biomarcadores proporcionado en la
Tabla 19, en el que el individuo se clasifica como que tiene cancer basandose en al menos un valor de biomarcador.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar cancer en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccion, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 19, en el que la probabilidad de que el individuo tenga céncer se determina basandose en los
valores de biomarcadores.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar cancer en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccion, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores
expuesto en la Tabla 19, en el que el individuo se clasifica como que tiene cancer basandose en los valores de
biomarcadores y en el que N=3-10.

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

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar que un individuo no tiene cancer, en el que el
procedimiento incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, de al menos un valor de biomarcador
correspondiente al menos a un biomarcador seleccionado entre el grupo de biomarcadores expuestos en la Tabla
19, en el que el individuo se clasifica como que no tiene cancer basandose en al menos un valor de biomarcador.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar que un individuo no tiene cancer, en el que el
procedimiento incluye la deteccion, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores
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expuestos en la Tabla 19, en el que el individuo se clasifica como que no tiene cancer basandose en los valores de
biomarcadores y en el que N=3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar cancer, en el que el procedimiento incluye la
deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un
biomarcador en un panel de N biomarcadores, en el que los biomarcadores se seleccionan entre el grupo de
biomarcadores expuestos en la Tabla 19, en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica que el
individuo tiene cancer y en el que N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar cancer, en el que el procedimiento incluye la
deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un
biomarcador en un panel de N biomarcadores, en el que los biomarcadores se seleccionan entre el grupo de
biomarcadores expuestos en la Tabla 19, en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica que el
individuo tiene cancer y en el que N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar cancer, en el que el procedimiento incluye la
deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que corresponden cada uno a un
biomarcador de un panel de biomarcadores seleccionados entre el grupo de paneles expuestos en las Tablas 20 -
29, en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica que el individuo tiene cancer.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar ausencia de cancer, en el que el procedimiento
incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que corresponden cada
uno a un biomarcador en un panel de N biomarcadores, en el que los biomarcadores se seleccionan entre el grupo
de biomarcadores expuestos en la Tabla 19, en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica
ausencia de cancer en el individuo y en el que N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar ausencia de cancer, en el que el procedimiento
incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, de valores de biomarcadores que corresponden cada
uno a un biomarcador en un panel de N biomarcadores, en el que los biomarcadores se seleccionan entre el grupo
de biomarcadores expuestos en la Tabla 19, en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica
ausencia de cancer en el individuo y en el que N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar ausencia de cancer, en el que el procedimiento
incluye la deteccion, en una muestra bioldgica de un individuo, los valores de biomarcadores que corresponden cada
uno a un biomarcador de un panel de biomarcadores seleccionados del grupo de paneles proporcionados en las
Tablas 20 -29, en el que una clasificacion de los valores de biomarcadores indica ausencia de cancer en el individuo.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar cancer en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, los valores de biomarcadores que
corresponden a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores expuestos en la
Tabla 19, en el que el individuo se clasifica como que tiene cancer segun una puntuacién de clasificacion que se
desvia de un umbral predeterminado y en el que N = 3-10.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para diagnosticar ausencia de cancer en un individuo, en el que el
procedimiento incluye la deteccién, en una muestra biolégica de un individuo, los valores de biomarcadores que
corresponden a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el grupo de biomarcadores expuestos en la
Tabla 19, en el que dicho individuo se clasifica como que no tiene cancer segun una puntuacion de clasificacion que
se desvia de un umbral predeterminado y en el que N = 3-10.

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

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento implementado por ordenador para clasificar a un individuo como
que tiene o no tiene cancer. El procedimiento comprende: recuperar en un ordenador informacién de biomarcadores
para un individuo, en el que la informacion de biomarcadores comprende valores de biomarcadores que
corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados entre el 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 segun 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 legible por ordenador que incorpora cédigo de programa
ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cédigo de programa: un
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cddigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en el que los datos comprenden
valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores, en el que N es como se
ha definido anteriormente, en la muestra biolégica seleccionada entre el grupo de biomarcadores expuesto en la
Tabla 19; y un cédigo que ejecuta un procedimiento 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 legible por ordenador que incorpora cédigo de
programa ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el coédigo de
programa: un cédigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en el que los datos
comprenden valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores en la
muestra biolégica seleccionados entre el grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 19; y un cédigo que
ejecuta un procedimiento de clasificacion que indica un estado de cancer del individuo en funcién de los valores de
biomarcadores.

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

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento implementado por ordenador para clasificar a un individuo como
que tiene o no tiene cancer. El procedimiento comprende recuperar de un ordenador informacion de biomarcadores
para un individuo, en el que la informacién de biomarcadores comprende un valor de biomarcador correspondiente a
un biomarcador seleccionado entre el grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 19; realizar con el
ordenador una clasificacion del valor del biomarcador; e indicar si el individuo tiene cancer segun 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 legible por ordenador que incorpora cddigo de programa
ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cédigo de programa: un
cddigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en el que los datos comprenden un
valor de biomarcador correspondiente a un biomarcador en la muestra biolégica seleccionado entre el grupo de
biomarcadores expuesto en la Tabla 19; y un cddigo que ejecuta un procedimiento 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 legible por ordenador que incorpora cédigo de
programa ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el coédigo de
programa: un cédigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en el que los datos
comprenden un valor de biomarcador correspondiente a un biomarcador en la muestra bioldgica seleccionado entre
el grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 19; y un cédigo que ejecuta un procedimiento de clasificacion
que indica un estado de cancer del individuo en funcién del valor de biomarcador.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A es un diagrama de flujo para un procedimiento de ejemplo para detectar mesotelioma en una
muestra bioldgica.

La figura 1B es un diagrama de flujo para un procedimiento de ejemplo para detectar mesotelioma en una
muestra bioldgica usando un método de clasificacion ingenuo de Bayes.

La figura 2 muestra una curva ROC para un solo biomarcador, CDH1, utilizando un clasificador ingenuo de
Bayes para una prueba que detecta mesotelioma.

La figura 3 muestra curvas ROC para paneles de biomarcadores de dos a diez biomarcadores utilizando
clasificadores ingenuos de Bayes para una prueba que detecta mesotelioma.

La figura 4 ilustra el aumento en la puntuacion de clasificacion (AUC) a medida que aumenta el nimero de
biomarcadores de uno a diez usando la clasificacion ingenua de Bayes para un panel de mesotelioma.

La figura 5 muestra las distribuciones de los biomarcadores medidas para CDH1 como una funcién de
distribucion acumulativa (cdf) en RFU transformada logaritmicamente para los individuos expuestos a amianto
combinados (linea continua) y el grupo de enfermedad de mesotelioma (linea de puntos) junto con sus ajustes de
curva a un cdf normal (lineas discontinuas) utilizadas para entrenar los clasificadores ingenuos de Bayes.

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

La figura 7 es un diagrama de flujo para un procedimiento para indicar la probabilidad de que un individuo tenga
mesotelioma de acuerdo con una realizacion.

La figura 8 es un diagrama de flujo para un procedimiento para indicar la probabilidad de que un individuo tenga
mesotelioma de acuerdo con una realizacion.

La figura 9 ilustra un ensayo de aptamero a modo de ejemplo que puede usarse para detectar uno o mas
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biomarcadores de mesotelioma en una muestra biolégica.

La figura 10 muestra un histograma de frecuencias para el que se usaron biomarcadores en la construccion de
clasificadores para distinguir entre el mesotelioma y los individuos expuestos a amianto a partir de un conjunto
agregado de biomarcadores potenciales.

La figura 11A muestra un par de histogramas que resumen todas las posibles puntuaciones del clasificador
ingenuo de Bayes (AUC) en una sola 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 posibles puntuaciones del clasificador de
proteinas ingenuo de Bayes (AUC) 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 posibles puntuaciones del clasificador
ingenuo de Bayes (AUC) de tres proteinas, usando los biomarcadores expuestos en la Tabla 1 (negro) y un
conjunto de marcadores aleatorios (gris).

La figura 12 muestra el AUC para clasificadores ingenuos de Bayes utilizando de 2 a 10 marcadores
seleccionados del panel completo y las puntuaciones obtenidas eliminando los mejores 5, 10 y 15 marcadores
durante la generacion del clasificador.

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

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

Las figuras 14A y 14B muestran una comparacion del rendimiento entre diez biomarcadores de cancer
seleccionados mediante un procedimiento de seleccién ambicioso descrito en el Ejemplo 5 (Tabla 19) y 1.000
conjuntos de muestras aleatorias de diez biomarcadores "no marcadores". EI AUC media para los diez
biomarcadores de cancer en la Tabla 19 se muestra como una linea de puntos vertical. En la figura 14A, se
seleccionaron aleatoriamente conjuntos de diez "no marcadores" que no se seleccionaron mediante el
procedimiento ambicioso descrito en el Ejemplo 5. En la figura 14B, se us6 el mismo procedimiento que en 14A;
sin embargo, el muestreo se restringié a los 56 biomarcadores de mesotelioma restantes de la Tabla 1 que no se
seleccionaron mediante el procedimiento ambicioso descrito en el Ejemplo 5.

La figura 15 muestra las curvas de la caracteristica operativa del receptor (ROC) para los 3 clasificadores
ingenuos de Bayes expuestos en la Tabla 19. Para cada estudio, el area bajo la curva (AUC) también se muestra
junto a la leyenda.

Descripcion detallada

A continuacién se hara referencia con detalle a realizaciones representativas de la invencién. Aunque la invencién se
describira junto con las realizaciones enumeradas, debe entenderse que la invencién no esta limitada a dichas
realizaciones. Por el contrario, se pretende que la invencion cubra todas las alternativas, modificaciones y
equivalentes que pueden incluirse en el alcance de la presente invencion, tal como se define en las reivindicaciones.

El experto en la materia reconocera muchos procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en
el presente documento, que podran utilizarse y estan dentro del alcance de la practica de la presente invencion. La
presente invencién no esté limitada de ningin modo a los procedimientos y materiales descritos.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos cientificos y técnicos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que comprende habitualmente un experto en la técnica a la cual pertenece la presente
invencion. Aunque en la puesta en practica o el ensayo de la presente invencion se puede usar cualquier método,
dispositivo y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento, a continuaciéon se describen los
procedimientos, dispositivos y materiales preferentes.

Todas las publicaciones, documentos de patentes publicados y solicitudes de patentes citadas en esta solicitud son
indicativos del nivel de habilidad en la técnica o técnicas a las que pertenece la solicitud.

Tal como se usa en la presente solicitud, incluyendo las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un",
"uno/una”, y "el/la" incluyen las referencias en plural, a menos que el contenido indique claramente lo contrario y se
usan indistintamente con "al menos uno" y "uno o mas". Por tanto, la referencia a "un aptamero” incluye mezclas de
aptameros, la referencia a "una sonda" incluye mezclas de sondas, y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" representa una modificacién o variacion
insignificante del valor numérico de modo que la funcién basica del articulo con el que se relaciona el valor numérico
no cambia.

Como se usa en el presente documento, los términos "comprende”, "que comprende”, “incluye”, “que incluye”,
“contiene”, "que contiene", y cualquier variacion de los mismos, se pretende que abarquen una inclusién no
excluyente, de modo que un proceso, procedimiento, producto por proceso o composicion de materia que
comprende, incluye o contiene un elemento o lista de elementos no incluya solo dichos elementos sino que pueda
incluir otros elementos no enumerados expresamente o inherentes a dicho proceso, procedimiento, producto por
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proceso o composicion de materia.

La presente aplicacién incluye biomarcadores, procedimientos, dispositivos, reactivos, sistemas y kits para la
deteccidn y el diagndstico de mesotelioma y, mas generalmente, cancer.

En un aspecto, se proporcionan uno o mas biomarcadores para su uso solos o en diversas combinaciones para
diagnosticar el mesotelioma, permitir el diagndstico diferencial de mesotelioma de afecciones no malignas
observadas en individuos expuestos al amianto, controlar la recurrencia de mesotelioma o abordar otras indicaciones
clinicas. Como se describe con detalle a continuacion, las realizaciones a modo de ejemplo incluyen los
biomarcadores proporcionados en la Tabla 1, que se identificaron usando un ensayo multiplexado basado en
aptameros, como se describe generalmente en el Ejemplo 1y, mas especificamente, en el Ejemplo 2.

La Tabla 1 presenta los hallazgos obtenidos al analizar cientos de muestras de sangre individuales de casos de
mesotelioma y cientos de muestras de sangre individuales equivalentes de individuos expuestos al amianto. El grupo
de individuos expuestos al amianto se disefid para que coincidiera con las poblaciones con las cuales una prueba de
diagndstico de mesotelioma puede tener el mayor beneficio, incluidos individuos asintomaticos e individuos
sintomaticos. El alto riesgo de mesotelioma incluye la exposicién ocupacional o ambiental al amianto y a materiales
fibrosos relacionados, incluidos nanotubos de carbono y silicatos fibrosos y la exposicion a la radiacion ionizante.

Los biomarcadores potenciales se midieron en muestras individuales en lugar de agrupar la sangre enferma y de
control; esto permitid6 una mejor comprensién de las variaciones individuales y de grupo en los fenotipos asociados
con la presencia y la ausencia de enfermedad (en este caso, mesotelioma). Dado que se realizaron mas de 1.000
mediciones de proteina en cada muestra y se midieron individualmente varios cientos de muestras de cada una de
las poblaciones de enfermedad y control, la Tabla 1 es el resultado de un anadlisis de un conjunto de datos poco
comun. Las mediciones se analizaron utilizando los procedimientos descritos en la seccion "Clasificacién de
biomarcadores y calculo de puntuaciones de enfermedad” en el presente documento. La Tabla 1 enumera los 66
biomarcadores que se encontraron Utiles para distinguir muestras obtenidas de individuos con mesotelioma de
muestras de "control" obtenidas de individuos expuestos al amianto.

Si bien algunos de los biomarcadores de mesotelioma descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar
mesotelioma, en el presente documento también se describen procedimientos para la agrupacion de multiples
subconjuntos de biomarcadores de mesotelioma, en los que cada seleccion de grupos o subconjuntos es util como
panel de tres 0 mas biomarcadores, a los que en el presente documento se hace referencia de forma indistinta como
"panel de biomarcador" y un panel. Por tanto, varias realizaciones de la presente solicitud proporcionan
combinaciones que comprenden N biomarcadores, donde N es al menos dos biomarcadores. En otras realizaciones,
N se selecciona entre 2-66 biomarcadores.

En otras realizaciones mas, N se selecciona de modo que sea cualquier numero entre 2-5, 2-10, 2-15, 2-20, 2-25, 2-
30, 2-35, 2-40, 2-45, 2-50, 2-55, 2-60 o 2-66. En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier
numero entre 3-5, 3-10, 3-15, 3-20, 3-25, 3-30, 3-35, 3-40, 3-45, 3-50, 3-55, 3-60 o 3-66. En otras realizaciones, N se
selecciona de modo que sea cualquier numero entre 4-5, 4-10, 4-15, 4-20, 4-25, 4-30, 4-35, 4-40, 4-45, 4-50, 4-55,
4-60 o0 4-66. En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero entre 5-10, 5-15, 5-20, 5-25,
5-30, 5-35, 5-40, 5-45, 5-50, 5-55, 5-60 o 5-66 En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier
numero entre 6-10, 6-15, 6-20, 6-25, 6-30, 6-35, 6-40, 6-45, 6-50, 6-55, 6-60 o 6-66 En otras realizaciones, N se
selecciona de modo que sea cualquier numero entre 7-10, 7-15, 7-20, 7-25, 7-30, 7-35, 7-40, 7-45, 7-50, 7-55, 7-60 o
7-66 En ofras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier niumero de 8-10, 8-15, 8-20, 8-25, 8-30, 8-
35, 8-40, 8-45, 8-50, 8- 55, 8-60 u 8-66. En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier niumero
de 9-10, 9-15, 9-20, 9-25, 9-30, 9-35, 9-40, 9-45, 9-50, 9- 55, 9-60 o0 9-66. En otras realizaciones, N se selecciona de
modo que sea cualquier numero entre 10-15, 10-20, 10-25, 10-30, 10-35, 10-40, 10-45, 10-50, 10- 55, 10-60 o 10-66.
Se apreciara que N puede seleccionarse de modo que abarque intervalos similares, pero de orden superior.

En una realizacion, el numero de biomarcadores utiles para un subconjunto o panel de biomarcadores se basa en el
valor de la sensibilidad y la 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 que tiene mesotelioma o que no tiene mesotelioma. "Sensibilidad" indica el rendimiento del
biomarcador o biomarcadores con respecto a la clasificacién correcta de los individuos que tienen mesotelioma.
"Especificidad" indica el rendimiento del biomarcador o biomarcadores con respecto a la clasificacion correcta de los
individuos que no tienen mesotelioma. Por ejemplo, una especificidad del 85 % y una sensibilidad del 90 % para un
panel de marcadores utilizados para analizar un conjunto de muestras de control y muestras de mesotelioma indica
que el 85 % de las muestras de control se clasificaron correctamente como muestras de control en el panel y el 90 %
de las muestras de mesotelioma se clasificaron correctamente como muestras de mesotelioma en el panel. El valor
minimo deseado o preferente puede determinarse como se describe en el Ejemplo 3. Los paneles representativos se
exponen en las Tablas 4-11, en las que se expone una serie de 100 paneles diferentes de 3-10 biomarcadores, que
tienen los niveles indicados de especificidad y sensibilidad para cada panel. El nimero total de apariciones de cada
marcador en cada uno de estos paneles se indica en la Tabla 12.
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En un aspecto, el mesotelioma se detecta o diagnostica en un individuo realizando un ensayo en una muestra
biolégica del individuo y detectando valores de biomarcadores que corresponden cada uno al menos a uno de los
biomarcadores CDH1, BMPER o F9 y al menos N biomarcadores adicionales seleccionados de la lista de
biomarcadores de la Tabla 1, enla que N esigual a 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9. En un aspecto adicional, el mesotelioma se
detecta o diagnostica en un individuo realizando un ensayo en una muestra biolégica del individuo y detectando
valores de biomarcadores que corresponden cada uno a los biomarcadores CDH1, BMPER o F9 y uno de al menos
N biomarcadores adicionales seleccionados de la lista de biomarcadores de la Tabla 1, en la que N es igual a 1, 2, 3,
4,5, 6 0 7. En un aspecto adicional, el mesotelioma se detecta o diagnostica en un individuo realizando un ensayo
en una muestra bioldgica del individuo y detectando valores de biomarcadores que corresponden cada uno al
biomarcador CDH1 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, 8 0 9. En un aspecto adicional, el mesotelioma se detecta o
diagnostica en un individuo realizando un ensayo en una muestra bioldgica del individuo y detectando valores de
biomarcadores que corresponden cada uno al biomarcador BMPER 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, 8 0 9. En un aspecto
adicional, el mesotelioma se detecta o diagnostica en un individuo realizando un ensayo en una muestra biolégica
del individuo y detectando valores de biomarcadores que corresponden cada uno al biomarcador F9 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
2,3,4,56,7,8009.

Los biomarcadores de mesotelioma identificados en el presente documento representan un numero relativamente
grande de opciones para subconjuntos o paneles de biomarcadores que pueden usarse para detectar o diagnosticar
mesotelioma de manera efectiva. La seleccion del niumero deseado de dichos biomarcadores depende de la
combinacion especifica de biomarcadores elegidos. Es importante recordar que los paneles de biomarcadores para
detectar o diagnosticar el mesotelioma también pueden incluir biomarcadores que no se encuentran en la Tabla 1y
que la inclusién de biomarcadores adicionales que no se encuentran en la Tabla 1 puede reducir el nimero de
biomarcadores en el subconjunto o panel especifico que se selecciona de la Tabla 1. El nimero de biomarcadores
de la Tabla 1 utilizado en un subconjunto o panel también puede reducirse si se usa informacion biomédica adicional
junto con los valores de biomarcadores para establecer valores aceptables de sensibilidad y especificidad para un
ensayo dado.

Otro factor que puede afectar a la cantidad de biomarcadores que se utilizaran en un subconjunto o panel de
biomarcadores es el procedimiento utilizado para obtener muestras bioldgicas de individuos a los que se esta
diagnosticando mesotelioma. En un entorno de obtencién de muestras cuidadosamente controlado, la cantidad de
biomarcadores necesarios para alcanzar los valores deseados de sensibilidad y especificidad sera menor que en
una situacion en la que puede haber mas variacion en la recoleccion, manipulacién y almacenamiento de muestras.
Al desarrollar la lista de biomarcadores expuesta en la Tabla 1, se utilizaron multiples sitios de recolecciéon de
muestras para recopilar datos para el entrenamiento del clasificador. Esto proporciona biomarcadores mas robustos
que son menos sensibles a las variaciones en la recoleccion, manipulaciéon y almacenamiento de muestras, pero
también puede requerir que el numero de biomarcadores en un subconjunto o panel sea mayor que si todos los
datos de entrenamiento se obtuvieron en condiciones muy similares.

Un aspecto de la presente solicitud se puede describir generalmente con referencia a las Figuras 1A y 1B. Se
obtiene una muestra biolégica de un individuo o individuos de interés. A continuacion, la muestra biolégica se analiza
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 (a los que se hace referencia en la Figura 1B como marcador de RFU).
Una vez que se ha detectado un biomarcador y se le ha asignado un valor de biomarcador, cada marcador se
puntia o clasifica como se describe con detalle en el presente documento. Las puntuaciones del marcador se
combinan después para proporcionar una puntuacion diagndstica total, que indica la probabilidad de que el individuo
del que se obtuvo la muestra tenga mesotelioma.

"Muestra biolégica", “muestra" y "muestra de ensayo" se usan indistintamente en el presente documento para hacer
referencia a cualquier material, fluido bioldgico, tejido o célula obtenidos o derivados de otro modo de un individuo.
Esto incluye sangre (incluyendo sangre entera, leucocitos, células mononucleares de sangre periférica, capa
leucocitaria, plasma y suero), esputo, lagrimas, moco, lavados nasales, aspirado nasal, aliento, orina, semen, saliva,
lavados peritoneales, ascitis, liquido cistico, fluido meningeo, liquido amnidtico, fluido glandular, fluido pancreatico,
linfa, liquido pleural, fluido citolégico, aspirado de pezdn, aspirado bronquial, raspado bronquial, liquido sinovial,
aspirado articular, secreciones organicas, células, un extracto celular y liquido cefalorraquideo. Esto también incluye
fracciones separadas experimentalmente de todo lo anterior. Por ejemplo, una muestra de sangre puede
fraccionarse en suero, plasma o en fracciones que contengan tipos concretos de células sanguineas, tales como
gldbulos rojos o glébulos blancos (leucocitos). Si se desea, una muestra puede ser una combinacidon de muestras de
un individuo, tal como una combinacién de una muestra de tejido y de fluido. La expresion "muestra biologica”
también incluye materiales que contienen material sélido homogeneizado, tal como de una muestra de heces, una
muestra de tejido o una biopsia de tejido, por ejemplo. La expresion "muestra biolégica" también incluye materiales
derivados de un cultivo tisular o un cultivo celular. Se puede emplear cualquier procedimiento adecuado para obtener
una muestra bioldgica; procedimientos de ejemplo incluyen, por ejemplo, flebotomia, hisopo (por ejemplo, hisopo
bucal) y un procedimiento de biopsia de aspiracion con aguja fina. Los tejidos de ejemplo susceptibles a la
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aspiracion con aguja fina incluyen ganglios linfaticos, pulmén, lavados pulmonares, LBA (lavado broncoalveolar),
pleura, tiroides, mama, pancreas e higado. Las muestras también se pueden recoger, por ejemplo, mediante
microdiseccion (por ejemplo, microdiseccion por captura laser (MCL) o microdiseccion con laser (MDL)), lavado
vesical, frotis (por ejemplo, un frotis PAP) o lavado ductal. Una "muestra bioldgica" obtenida o derivada de un
individuo incluye cualquier muestra que se haya procesado de cualquier manera adecuada después de su obtencion
del individuo.

Ademas, se debe tener en cuenta que una muestra biolégica se puede obtener tomando muestras biolégicas de un
numero de individuos y combinandolas o combinando una alicuota de la muestra bioldgica de cada individuo. La
muestra combinada se puede tratar como una muestra de un solo individuo y, si se establece la presencia de cancer
en la muestra combinada, cada muestra bioldgica individual puede volver a analizarse para determinar qué individuo
o individuos tiene mesotelioma.

Para los fines de la presente memoria descriptiva, se pretende que la frase "datos atribuidos a una muestra biolégica
de un individuo" signifique que los datos en alguna forma derivaron o se generaron utilizando la muestra biolégica
del individuo. Los datos pueden haberse reformateado, revisado o alterad matematicamente hasta cierto punto
después de haber sido generados, tal como mediante la conversion desde unas unidades en un sistema de medicion
a unidades en otro sistema de medicién; pero, se entiende que los datos se han obtenido a partir de la muestra
biolégica o se han generado usando la muestra bioldgica.

“Diana”, "molécula diana" y "analito" se usan de forma intercambiable en el presente documento para hacer
referencia a cualquier molécula de interés que pueda estar presente en una muestra biolégica. Una "molécula de
interés" incluye cualquier variacion menor de una molécula en particular, tales 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 otro manipulacién o modificacién, tal como mediante conjugacion con
un componente de marcaje, que no altera sustancialmente la de 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" hacen referencia a mas de uno de dichos conjuntos de moléculas. Las moléculas diana
de ejemplo incluyen proteinas, polipéptidos, acidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos, polisacaridos,
glucoproteinas, hormonas, receptores, antigenos, anticuerpos, autoanticuerpos, aficuerpos, miméticos de
anticuerpos, virus, patdgenos, sustancias téxicas, sustratos, metabolitos, analogos del estado de transicion,
cofactores, inhibidores, farmacos, colorantes, nutrientes, factores de crecimiento, células, tejidos y cualquier
fragmento o porcién de cualquiera de los anteriores.

Como se usa en el presente documento, "polipéptido”, "péptido" y "proteina” se usan indistintamente en el presente
documento para hacer referencia a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o
ramificado, puede comprender aminoacidos modificados y puede estar interrumpido por no aminoacidos. Los
términos también abarcan un polimero de aminoacido que se ha modificado de forma natural o por intervencion; por
ejemplo, formacidon de enlaces disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otro
manipulaciéon o modificacion, tal como mediante conjugacion con un componente de marcaje. También se incluyen
dentro de la definicidn, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido (que incluyen,
por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica. Los
polipéptidos pueden ser cadenas simples o cadenas asociadas. También se incluyen dentro de la definicién
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 de proteinas con
modificaciones de aminoacidos, deleciones o sustituciones; fracciones digeridas; y modificaciones
postraduccionales, tales como glicosilacion, acetilacion, fosforilacion y similares.

Como se usa en el presente documento, "marcador" y "biomarcador" se usan de forma intercambiable para hacer
referencia a una molécula diana que indica o es un signo de un proceso normal o anormal en un individuo o de una
enfermedad u otra afeccién en un individuo. Mas especificamente, un "marcador” o "biomarcador" es un parametro
anatémico, fisioldgico, bioquimico o molecular asociado con la presencia de un estado o proceso fisioldgico
especifico, ya sea normal o anormal y, si es anormal, ya sea crénico o agudo. Los biomarcadores son detectables y
se pueden medir mediante diversos procedimientos que incluyen andlisis de laboratorio e imagenes médicas.
Cuando un biomarcador es una proteina, también es posible usar la expresion del gen correspondiente como una
medida indirecta 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 hacer referencia a una medicidon que se realiza usando cualquier procedimiento analitico para
detectar el biomarcador en una muestra bioldgica y que indica la presencia, ausencia, cantidad o concentracion
absoluta, cantidad o concentracién relativa, titulo, un nivel, un nivel de expresion, una relacién 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 los componentes del procedimiento analitico en particular empleado para
detectar el biomarcador.
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Cuando un biomarcador indica o es un signo de un proceso anormal o una enfermedad u otra afeccién en un
individuo, dicho biomarcador generalmente se describe como sobreexpresado o subexpresado en comparaciéon con
un nivel de expresion o valor del biomarcador que indica o es un signo de un proceso normal o una ausencia de una
enfermedad u otra afeccion en un individuo. “Regulacion por aumento”, “regulado por aumento”, “sobreexpresion”,
"sobreexpresado" y cualquier variacion de los mismos se utilizan indistintamente para hacer referencia 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 normalmente se detecta en muestras bioldgicas similares de individuos sanos o
normales. Los términos también pueden hacer referencia 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 en particular.

"Regulacion por disminucién”, “regulado por disminucion”, “subexpresion”, "subexpresado” y cualquier variacion de
los mismos se utilizan indistintamente para hacer referencia 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 normalmente se
detecta en muestras bioldgicas similares de individuos sanos o normales. Los términos también pueden hacer
referencia 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 en
particular.

Ademas, un biomarcador que esta sobreexpresado o subexpresado también se puede decir que "se expresa de
forma diferencial" o que tiene un "nivel diferencial" o "valor diferencial” en comparacién con un nivel de expresion o
valor del biomarcador "normal" que indica o es un signo de un proceso normal o una ausencia de una enfermedad u
otra afeccion en un individuo. Por tanto, la "expresion diferencial" de un biomarcador también se puede denominar
como una variacién desde un nivel de expresion "normal” del biomarcador.

El término "expresion génica diferencial" y "expresion diferencial" se usan indistintamente para hacer referencia a un
gen (o su correspondiente producto de expresién proteica) cuya expresion se activa a un nivel mayor o menor en un
sujeto que padece una enfermedad especifica, en relacién con su expresion en un sujeto normal o de control. Los
términos también incluyen genes (o los productos de expresion de proteinas correspondientes) cuya expresion se
activa a un nivel mayor o menor en diferentes estadios de la misma enfermedad. También se entiende que un gen
expresado diferencialmente puede ser activado o inhibido a nivel de acido nucleico o a nivel de proteina, o puede
estar sujeto a corte y empalme alternativo para dar como resultado un producto polipeptidico diferente. Tales
diferencias se pueden poner de manifiesto mediante diversos cambios, que incluyen los niveles de ARNm, la
expresion en superficie, la secrecion u otro reparto de un polipéptido. La expresion génica diferencial puede incluir
una comparacion de la expresién entre dos o0 mas genes o sus productos génicos; o una comparacién de las
relaciones de la expresion entre dos 0 mas genes o sus productos génicos; o incluso una comparacion de dos
productos del mismo gen procesados de manera diferente, que difieren entre sujetos normales y sujetos que
padecen una enfermedad; o entre varios estadios de la misma enfermedad. La expresion diferencial incluye
diferencias, tanto cuantitativas como cualitativas, en el patrén de expresion temporal o celular en un gen o sus
productos de expresion entre, por ejemplo, células normales y enfermas, o entre células que han sufrido 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 un no mamifero. En diversas realizaciones, el individuo es un mamifero. Un individuo mamifero
puede ser un ser humano o no humano. En diversas realizaciones, el individuo es un ser humano. Un individuo sano
o normal es un individuo en el que la enfermedad o afeccion de interés (que incluye, por ejemplo, enfermedades del
mesotelio pleural y peritoneal, enfermedades asociadas a anomalias pleurales u otras afecciones de anomalia
pleural) no es detectable mediante procedimientos de diagndéstico convencionales.

"Diagnosticar”, “diagnosticando”, "diagndstico" y sus variaciones se refieren a la deteccion, determinacién o
reconocimiento de un estado o condicién de salud de un individuo sobre la base de uno o mas signos, sintomas,
datos u otra informacidon pertinente a ese individuo. El estado de salud de un individuo puede diagnosticarse como
sano / normal (es decir, un diagndstico de la ausencia de una enfermedad o afeccién) o diagnosticarse como
enfermo / anormal (es decir, un diagnéstico de la presencia, o una evaluacion de las caracteristicas, de una
enfermedad o afeccion). Los términos “diagnosticar”, “diagnosticando”, "diagnéstico", etc., abarcan, con respecto a
una enfermedad o afeccion en particular, la deteccion inicial de la enfermedad; la caracterizacion o clasificacion de la
enfermedad; la deteccién de la progresién, remision o recurrencia de la enfermedad; y la deteccion de la respuesta
de la enfermedad después de la administracion al individuo de un tratamiento o terapia. El diagnéstico de
mesotelioma incluye distinguir individuos que tienen cancer de individuos que no lo tienen. Ademas, incluye distinguir
a las personas expuestas al amianto del mesotelioma.

“Pronosticar”, “pronosticando”, "prondstico” y variaciones de los mismos se refieren a la prediccion de un curso futuro
de una enfermedad o afeccidon en un individuo que tiene la enfermedad o afeccion (por ejemplo, predecir la
supervivencia del paciente) y tales términos abarcan la evaluacién de la respuesta de la enfermedad después de la
administracién al individuo de un tratamiento o terapia.
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“Evaluar”, “evaluando”, "evaluacion" y sus variaciones abarcan tanto "diagnosticar" como "pronosticar" y también
abarcar determinaciones o predicciones sobre el curso futuro de una enfermedad o afeccién en un individuo que no
padece la enfermedad, asi como determinaciones o predicciones con respecto a la probabilidad de que una
enfermedad o afeccién recurra en un individuo que aparentemente se ha curado de la enfermedad. El término
"evaluar" también abarca la evaluaciéon de la respuesta de un individuo a una terapia, tales como, por ejemplo,
predecir si es probable que un individuo responda favorablemente a un agente terapéutico o si es poco probable que
responda a un agente terapéutico (o experimentara toxicidad u otros efectos secundarios indeseables, por ejemplo),
seleccionar un agente terapéutico para la administracion a un individuo o controlar o determinar la respuesta de un
individuo a una terapia que se ha administrado al individuo. Por tanto, “evaluar” el mesotelioma puede incluir, por
ejemplo, cualquiera de los siguientes: pronosticar el curso futuro del mesotelioma en un individuo; predecir la
recurrencia de mesotelioma en un individuo que aparentemente ha sido curado del mesotelioma; o determinar o
predecir la respuesta de un individuo a un tratamiento de mesotelioma o seleccionar un tratamiento de mesotelioma
para administrar a un individuo basdndose en una determinacién de los valores de biomarcador derivados de la
muestra biolégica del individuo.

Cualquiera de los siguientes ejemplos puede denominarse "diagndstico” o "evaluacion” de mesotelioma: deteccion
inicial de la presencia o ausencia de mesotelioma; determinaciéon de un estadio, tipo o subtipo especifico u otra
clasificacion o caracteristica de mesotelioma; determinacion de si una posible anomalia pleural es mesotelioma
benigno o maligno; o deteccién / controla de la progresion del mesotelioma (por ejemplo, control del crecimiento
tumoral o la diseminacion metastasica), remisién o recurrencia.

Como se usa en el presente documento, "informacion biomédica adicional" se refiere a una o mas evaluaciones de
un individuo, distintas de usar cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento, que estan
asociadas con el riesgo de cancer o, mas especificamente, con el riesgo de mesotelioma. Informacién biomédica
adicional" incluye cualquiera de los siguientes: descriptores fisicos de un individuo, incluyendo una anomalia o
derrame peritoneal o pleural observados mediante cualquiera de tomografia computarizada (TC) helicoidal multicorte
(multidetector) con contraste y reconstruccién tridimensional, radiografia de térax, PET, ecografia, formacion de
imagenes mediante resonancia magnética (IRM); antecedentes de exposicion al amianto; mediciones
espirométricas; la altura y / o peso de un individuo; variaciones en el peso; la etnia de un individuo; los antecedentes
ocupacionales; antecedentes familiares de mesotelioma (u otro tipo de cancer); la presencia de uno o mas
marcadores genéticos que se correlacionan con un mayor riesgo de mesotelioma (u otro tipo de cancer) en el
individuo o en un miembro de la familia; la presencia o ausencia de una anomalia pleural; el tamafio de la anomalia
pleural; la localizacién de la anomalia pleural; la morfologia de la anomalia pleural y la region de la anomalia pleural
asociada (por ejemplo, como se observa mediante la obtencion de imagenes); sintomas clinicos, tales como disnea,
dolor en el pecho, masas palpables en la pared toracica, derrame pleural, escoliosis hacia el lado de la neoplasia
maligna, pérdida de peso; valores de expresion génica; descriptores fisicos de un individuo, incluidos los
descriptores fisicos observados mediante imagenes radioldgicas; la altura y / o peso de un individuo; el sexo de un
individuo; la etnia de un individuo; el historial de tabaquismo; los antecedentes ocupacionales; la exposicion a
carcindgenos conocidos (por ejemplo, la exposicién a cualquiera de amianto, gas raddn, sustancias quimicas, humo
de incendios y contaminaciéon del aire, que puede incluir emisiones de fuentes inmoéviles o moviles, tales como
emisiones industriales / de fabrica o automotrices / marinas/aeronaves); exposicion al humo de segunda mano; y
antecedentes familiares de mesotelioma u otro tipo de cancer. El analisis de los niveles de biomarcadores en
combinacién con una evaluacion de cualquier informacion biomédica adicional, incluyendo otras pruebas de
laboratorio (por ejemplo, la concentracion de mesotelina, del péptido soluble relacionado con la mesotelina o la
osteopontina), puede, por ejemplo, mejorar la sensibilidad, la especificidad y / o el AUC para detectar el mesotelioma
(u otros usos relacionados con el mesotelioma) en comparacién con la prueba de biomarcadores de forma individual
o la evaluacion de cualquier articulo concreto de informacion biomédica adicional solo (por ejemplo, imagenes de
ultrasonidos de forma individual). Se puede obtener informacién biomédica adicional de un individuo usando técnicas
rutinarias conocidas en la materia, tales como los propios individuos mediante el uso de un cuestionario de rutina
para el paciente o un cuestionario del historial de salud, etc., o de un médico, etc. El andlisis de los niveles de
biomarcadores en combinacion con una evaluacién de cualquier informacion biomédica adicional puede, por
ejemplo, mejorar la sensibilidad, la especificidad y / o el AUC para detectar el mesotelioma (u otros usos
relacionados con el mesotelioma) en comparacion con la prueba de biomarcadores de forma individual o la
evaluacion de cualquier articulo concreto de informacién biomédica adicional solo (por ejemplo, imagenes de TC de
forma individual).

El término "area bajo la curva" o "AUC" se refiere al area bajo la curva de una curva de la caracteristica operativa del
receptor (ROC), ambos conocidos bien en la materia. Las medidas de la AUC son utiles para comparar la precision
de un clasificador en todo el intervalo de datos. Los clasificadores con una AUC mayor tienen una mayor capacidad
para clasificar correctamente las incognitas entre dos grupos de interés (por ejemplo, muestras de mesotelioma y
muestras normales o de control). Las curvas ROC son Utiles para representar el rendimiento de una caracteristica en
particular (por ejemplo, cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento y / o cualquier articulo
de informacién biomédica adicional) para distinguir entre dos poblaciones (por ejemplo, casos que tienen
mesotelioma y controles sin mesotelioma). Normalmente, los datos de caracteristicas en toda la poblacién (por
ejemplo, casos y controles) se ordenan en orden ascendente segln el valor de una caracteristica Unica. Después,
para cada valor para esa caracteristica, se calculan las tasas de verdaderos positivos y falsos positivos para los
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datos. La tasa de verdaderos positivos se determina contando el nimero de casos por encima del valor de esa
caracteristica y, a continuacion, dividiendo por el numero total de casos. La tasa de falsos positivos se determina
contando el numero de controles por encima del valor de esa caracteristica y, a continuacion, dividiendo por el
numero total de controles. Aunque esta definicion se refiere a escenarios en los que una caracteristica es elevada en
los casos comparados con controles, esta definicion también se aplica a escenarios en los que una caracteristica es
menor en los casos en comparacion con los controles (en ese escenario, se contarian las muestras por debajo del
valor de esa caracteristica). Las curvas ROC se pueden generar para una Unica caracteristica, asi como para otras
salidas individuales, por ejemplo, una combinacién de dos o mas caracteristicas se puede combinar
matematicamente (por ejemplo, sumar, restar, multiplicar, etc.) para proporcionar un valor de suma Unica, y este
valor de suma Unica se puede representar en una curva ROC. Adicionalmente, cualquier combinaciéon de
caracteristicas multiples, en la cual la combinacién derive un unico valor de salida, se puede representar en una
curva ROC. Estas combinaciones de caracteristicas pueden comprender una prueba. La curva ROC es la grafica de
la tasa de verdaderos positivos (sensibilidad) de una prueba contra la tasa de falsos positivos (1-especificidad) de la
prueba.

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 el material o materiales requeridos para generar esa sefial. En diversas realizaciones, el valor del biomarcador
se detecta usando cualquier procedimiento adecuado, incluyendo fluorescencia, quimioluminiscencia, resonancia de
plasmén superficial, ondas acusticas superficiales, espectrometria de masas, espectroscopia de infrarrojos,
espectroscopia Raman, microscopia de fuerza atémica, microscopia de efecto tunel de exploracion, procedimientos
de deteccion electroquimica, resonancia magnética nuclear, puntos cuanticos y similares.

"Soporte sdlido" se refiere en el presente documento a cualquier sustrato que tenga una superficie a la que las
moléculas puedan unirse, directa o indirectamente, a través de enlaces covalentes o no covalentes. Un "soporte
soélido" puede tener diversos formatos fisicos, que pueden incluir, por ejemplo, una membrana; un chip (un chip de
proteina); un portaobjetos (por ejemplo, un portaobjetos o un cubreobjetos de vidrio); una columna; una particula
hueca, sdélida, semisdlida, que contiene poros o cavidades, tales como, por ejemplo, una perla; un gel; una fibra,
incluyendo un material de fibra dptica; una matriz; y un receptaculo de muestras. Los receptaculos de muestras de
ejemplo incluyen pocillos para muestras, tubos, capilares, viales y cualquier otro recipiente, ranura o hendidura que
puede contener una muestra. Un receptaculo de muestras puede estar contenido en una plataforma de mudltiples
muestras, tal como una placa de microtitulacion, un portaobjetos, un dispositivo microfluidico y similares. Un soporte
puede estar compuesto por un material natural o sintético, un material organico o inorganico. La composicién del
soporte sdlido al cual se fijan los reactivos de captura generalmente depende del procedimiento de fijacion (por
ejemplo, unién covalente). Otros receptaculos a modo de ejemplo incluyen microgotas y emulsiones acuosas /
oleosas controladas en microfluidos o en volumen dentro de las cuales pueden producirse ensayos y manipulaciones
relacionadas. Los soportes soélidos adecuados incluyen, por ejemplo, plasticos, resinas, polisacéaridos, silice o
materiales basados en silice, vidrio funcionalizado, silicona modificada, carbono, metales, vidrios inorganicos,
membranas, nailon, fibras naturales (tales como, por ejemplo, seda, lana y algodén), polimeros y similares. El
material que compone el soporte sdélido puede incluir grupos reactivos tales como, por ejemplo, grupos carboxi,
amino o hidroxilo, que se usan para la unién de los reactivos de captura. Los soportes sdlidos 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
estirenobutadieno, caucho natural, polietileno, polipropileno, (poli)tetrafluoroetileno, fluoruro de (poli)vinilideno,
policarbonato y polimetilpenteno. Las particulas de soporte sélido adecuadas que se pueden usar incluyen, por
ejemplo, particulas codificadas, tales como particulas codificadas de tipo Luminex, particulas magnéticas y particulas
de vidrio.

Ejemplos de usos de biomarcadores

En varias realizaciones de ejemplo se proporcionan procedimientos para diagnosticar mesotelioma en un individuo
mediante la deteccién de 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, mediante cualquier numero de
procedimientos analiticos, incluido cualquiera de los procedimientos analiticos descritos en el presente documento.
Estos biomarcadores, por ejemplo, expresan diferencialmente en individuos con mesotelioma en comparacion con
los individuos sin mesotelioma. La deteccidon de la expresion diferencial de un biomarcador en un individuo puede
usarse, por ejemplo, para permitir el diagndstico precoz del mesotelioma, para distinguir entre una masa benigna y
maligna (tal como, por ejemplo, una masa observada en una tomografia computarizada (CT), radiografia de torax,
resonancia magnética o ecografia), para controlar la recurrencia del mesotelioma o para el diagnéstico diferencial de
otras afecciones clinicas, tales como los individuos expuestos al amianto.

Cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento se puede usar en diversas indicaciones
clinicas para mesotelioma, incluidas cualquiera de las siguientes: deteccion de mesotelioma (tal como en un
individuo o poblacion de alto riesgo); caracterizar el mesotelioma (por ejemplo, determinar el tipo de mesotelioma, el
subtipo o el estadio), tal como distinguir entre mesotelioma e individuos expuestos al amianto y / o entre
mesotelioma y adenocarcinoma y otros tipos de células malignas (o facilitar de otro modo la histopatologia);
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determinar si una anomalia o masa pleural es benigna o maligna; determinar el pronéstico del mesotelioma; vigilar la
progresion o la remision del mesotelioma; vigilar la recurrencia del mesotelioma; vigilar la metastasis; seleccion de
tratamiento; vigilar la respuesta a un agente terapéutico u otro tratamiento; estratificacion de individuos para TC de
térax (por ejemplo, identificacion de los individuos con mayor riesgo de mesotelioma y, por lo tanto, con mayor
probabilidad de beneficiarse de la exploracion radiolégica, aumentando asi el valor predictivo positivo de la TC de
térax); combinar pruebas de biomarcadores con informacién biomédica adicional, tal como el historial de exposicion
al amianto, la presencia de uno o mas marcadores genéticos que indique un mayor riesgo de mesotelioma, etc., o
con el tamafio de la masa, la morfologia, la presencia de derrame, etc. (tal como proporcionar un ensayo con mayor
rendimiento de diagndstico en comparacion con otras pruebas de laboratorio o con el tamafio de la masa, la
morfologia, etc.); facilitar el diagnéstico de una anomalia pleural maligna o benigna; facilitar la toma de decisiones
clinicas una vez que se observa una anomalia pleural en las pruebas de TC, IRM, PET o US (por ejemplo, solicitar
repeticiones de radiografias si la anomalia pleural se considera de bajo riesgo, tal como si una prueba basada en
biomarcadores es negativa, o considerar la biopsia si la anomalia pleural se considera de riesgo medio a alto, tal
como si la prueba basada en biomarcadores es positiva, con o sin clasificacion de la anomalia pleural o extensién de
la invasion tisular); y facilitar las decisiones con respecto al seguimiento clinico (por ejemplo, si se deben realizar
varias exploraciones de imagen radiolégicas, biopsia con aguja fina, radiacion, terapia sistémica o cirugia después
de observar una anomalia pleural en las imagenes). Las pruebas de biomarcadores pueden mejorar el valor
predictivo positivo (VPP) sobre la TC o la deteccién por radiografia toracica en individuos de alto riesgo solo.
Ademas de sus utilidades junto con la deteccién selectiva por TC, los biomarcadores descritos en el presente
documento también se pueden usar junto con cualquier otra modalidad de imagen utilizada para el mesotelioma, tal
como radiografia de térax, RM o PET. Adicionalmente, los biomarcadores descritos también pueden ser utiles para
permitir algunos de estos usos antes de que se detecten las indicaciones de mesotelioma mediante modalidades de
imagen u otros correlatos clinicos, o antes de que aparezcan los sintomas. Ademas, incluye distinguir a los
individuos expuestos al amianto del mesotelioma.

Como ejemplo de la forma en que cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento puede
usarse para diagnosticar mesotelioma, la expresion diferencial de uno o mas de los biomarcadores descritos en un
individuo que no se sabe que tiene mesotelioma puede indicar que el individuo tiene mesotelioma, permitiendo de
este modo la deteccion de mesotelioma en un estadio temprano de la enfermedad cuando el tratamiento es mas
eficaz, tal vez antes de que el mesotelioma se detecte por otros medios o antes de que aparezcan los sintomas. La
sobreexpresiéon de uno o mas de los biomarcadores durante la evolucion del mesotelioma puede ser indicativa de
progresion del mesotelioma, por ejemplo, un tumor de mesotelioma esta creciendo y / o produciendo metastasis (y,
por lo tanto, indica un mal prondstico), mientras que una disminucion en el grado al que uno o mas de los
biomarcadores se expresa diferencialmente (es decir, en pruebas de biomarcadores posteriores, el nivel de
expresion en el individuo se mueve o se acerca al nivel de expresiéon "normal") puede ser indicativo de remision del
mesotelioma, por ejemplo, un tumor de mesotelioma se esta reduciendo ( y asi indicar un prondéstico bueno o mejor).
De manera similar, un aumento en el grado en que uno o mas de los biomarcadores se expresan diferencialmente
(es decir, en pruebas de biomarcadores posteriores, el nivel de expresion en el individuo se aleja de un nivel de
expresion "normal”) durante el curso del tratamiento del mesotelioma puede indicar que el mesotelioma esta
progresando y, por lo tanto, indicar que el tratamiento es ineficaz, mientras que una disminucién en la expresion
diferencial de uno o mas de los biomarcadores durante el curso del tratamiento del mesotelioma puede ser indicativa
de remision del mesotelioma y, por lo tanto, indica que el tratamiento esta funcionando con éxito. Adicionalmente, un
aumento o disminucion de la expresion diferencial de uno o mas de los biomarcadores después de que un individuo
se haya curado aparentemente del mesotelioma puede ser indicativo de recurrencia de mesotelioma. 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 la dosis, si el individuo ha mantenido la terapia) en un estadio
anterior a si la recurrencia del mesotelioma no se detecté hasta mas tarde. Adicionalmente, un nivel de expresién
diferencial de uno o mas de los biomarcadores en un individuo puede ser predictivo de la respuesta del individuo a
un agente terapéutico en particular. En la monitorizacién de la recurrencia o progresién del mesotelioma, los cambios
en los niveles de expresion de biomarcadores pueden indicar la necesidad de repetir las imagenes, tal como para
determinar la actividad del mesotelioma o 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 del tratamiento del mesotelioma o a la vez que el mismo, tal como para evaluar el éxito del tratamiento o
controlar la remision, recurrencia y / o progresion del mesotelioma (incluyendo la metastasis) después del
tratamiento. El tratamiento del mesotelioma puede incluir, por ejemplo, la administracién de un agente terapéutico al
individuo, la realizacion de cirugia (por ejemplo, reseccion quirirgica de al menos una parte de un tumor de
mesotelioma o la extirpacion del mesotelioma y el tejido circundante), la administracion de radioterapia o cualquier
otro tipo de tratamiento del mesotelioma utilizado en la técnica, y cualquier combinacion de estos tratamientos. 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 periédicos) o puede detectarse tanto antes
como después del tratamiento. Los niveles de expresion diferencial de cualquiera de los biomarcadores en un
individuo en el tiempo pueden ser indicativos de progresion, remision o recurrencia del mesotelioma, ejemplos de los
cuales incluyen cualquiera de los siguientes: un aumento o disminucién en el nivel de expresién de los
biomarcadores después del tratamiento en comparacién con el nivel de expresion del biomarcador antes del
tratamiento; un aumento o disminucién en el nivel de expresién del biomarcador en un punto de tiempo posterior

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 688 048 T3

después del tratamiento en comparacion con el nivel de expresion del biomarcador en un punto de tiempo anterior
después del tratamiento; y un nivel de expresion diferencial del biomarcador en un Unico punto de tiempo después
del tratamiento en comparacién con los niveles normales del biomarcador.

Como ejemplo especifico, los niveles de biomarcadores para cualquiera de los biomarcadores descritos en el
presente documento pueden determinarse en muestras de suero o plasma previas a la cirugia y después de la
cirugia (por ejemplo, 2-16 semanas después de la cirugia). Un aumento en los niveles de expresion de
biomarcadores en la muestra postoperatoria en comparaciéon con la muestra previa a la cirugia puede indicar
progresion del mesotelioma (por ejemplo, cirugia fallida), mientras que una disminucién en los niveles de expresion
de los biomarcadores en la muestra postoperatoria en comparacion con la muestra previa a la cirugia puede indicar
una regresion del mesotelioma (por ejemplo, la cirugia elimind con éxito el tumor del mesotelio). Se pueden llevar a
cabo analisis similares de los niveles de biomarcadores antes y después de otras formas de tratamiento, tal como
antes y después de la radioterapia o la administraciéon de un agente terapéutico o vacuna contra el cancer.

Ademas de evaluar los niveles de biomarcadores como una prueba de diagnéstico independiente, los niveles de
biomarcadores también pueden evaluarse junto con la determinacion de SNP u otras lesiones genéticas o
variabilidad que son indicativas de un mayor riesgo de susceptibilidad de la enfermedad. (Véase, por ejemplo, Amos
et al., Nature Genetics 40, 616-622 (2009)).

Ademas de evaluar los niveles de biomarcadores como una prueba de diagnéstico independiente, los niveles de
biomarcadores también se pueden evaluar junto con exploracion radioldgica. Ademas de evaluar los niveles de
biomarcadores como una prueba de diagndstico independiente, los niveles de biomarcadores también se pueden
evaluar junto con sintomas relevantes o pruebas genéticas. La deteccidon de cualquiera de los biomarcadores
descritos en el presente documento puede ser util después de que se haya observado una anomalia o masa pleural
a través de imagenes para ayudar en el diagnéstico de mesotelioma y guiar la atencion clinica apropiada del
individuo, incluida la atencién de un especialista quirdrgico apropiado o mediante terapia paliativa en el paciente
irresecable. Ademas de evaluar los niveles de biomarcadores junto con sintomas relevantes o factores de riesgo, la
informacion con respecto a los biomarcadores también se puede evaluar junto con otros tipos de datos,
particularmente datos que indican el riesgo de un individuo de sufrir mesotelioma (por ejemplo, historial clinico del
paciente, exposicion ocupacional, sintomas, antecedentes familiares de mesotelioma, antecedentes de exposicion al
amianto, tabaquismo, factores de riesgo tales como la presencia de uno o mas marcadores genéticos y / o el estado
de otros biomarcadores, etc.). Estos diversos datos pueden evaluarse mediante procedimientos automaticos, tal
como un programa / software informatico, que pueden incorporarse en un ordenador u otro aparato / dispositivo.

Ademas de evaluar los niveles de biomarcadores junto con la exploracion radioldgica en individuos de alto riesgo
(por ejemplo, evaluar los niveles de biomarcadores junto con el tamafio u otras caracteristicas de una anomalia o
masa pleural observada en una exploracién por imagenes), la informacion con respecto a los biomarcadores también
se puede evaluar junto con otros tipos de datos, particularmente datos que indican el riesgo de un individuo de sufrir
mesotelioma (por ejemplo, historial clinico del paciente, antecedentes de exposicién ocupacional, sintomas,
antecedentes familiares de cancer, factores de riesgo tales como si el individuo estuvo expuesto o no al amiantoy / o
el estado de otros biomarcadores, etc.). Estos diversos datos pueden evaluarse mediante procedimientos
automaticos, tal como un programa / software informatico, que pueden incorporarse en un ordenador u otro aparato /
dispositivo.

Cualquiera de los biomarcadores descritos también se puede usar en pruebas de imagen. Por ejemplo, un agente de
formacién de imagenes puede acoplarse a cualquiera de los biomarcadores descritos, que pueden utilizarse para
ayudar en el diagndstico de mesotelioma, controlar la progresion / remision o metastasis de la enfermedad, controlar
la recurrencia de la enfermedad o controlar la respuesta al tratamiento, 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 procedimientos analiticos conocidos. En una realizacién, se detecta un valor de biomarcador
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 a un biomarcador. En diversas
realizaciones, el reactivo de captura puede exponerse al biomarcador en solucién o puede exponerse al biomarcador
mientras el reactivo de captura esta inmovilizado en un soporte sdlido. En otras realizaciones, el reactivo de captura
contiene una caracteristica que reacciona con una caracteristica secundaria en un soporte sdélido. En estas
realizaciones, el reactivo de captura puede exponerse al biomarcador en solucién y, después, la caracteristica del
reactivo de captura puede usarse junto con la caracteristica secundaria sobre el soporte sélido para inmovilizar el
biomarcador sobre el soporte sélido. El reactivo de captura se selecciona segun el tipo de andlisis que se va a
realizar. Los reactivos de captura incluyen, pero sin limitacién, aptameros, anticuerpos, antigenos, adnectinas,
anquirina, otros miméticos de anticuerpos y otros armazones de proteinas, autoanticuerpos, quimeras, moléculas
pequefas, 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 hormonas, un receptor de citocinas y receptores sintéticos, y
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modificaciones y fragmentos de estos.
En algunas realizaciones, se detecta un valor de biomarcador usando un biomarcador/reactivo de captura.

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

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

En una realizacién, los biomarcadores se detectan usando un formato multiplexado que permite la deteccion
simultanea de dos o mas biomarcadores en una muestra biolégica. En una realizacion del formato multiplexado, los
reactivos de captura se inmovilizan, directa o indirectamente, de forma covalente o no covalente, en ubicaciones
discretas sobre un soporte solido. En otra realizacion, un formato multiplexado usa soportes sélidos discretos en el
que cada soporte sélido tiene un reactivo de captura unico asociado con ese soporte solido, tal como, por ejemplo,
puntos cuanticos. En otra realizacion, se usa un dispositivo individual para la deteccion de cada uno de multiples
biomarcadores para detectar en una muestra bioldgica. Los dispositivos individuales se pueden configurar para
permitir que cada biomarcador en la muestra bioldgica se procese simultaneamente. Por ejemplo, se puede usar una
placa de microtitulacion de manera que cada pocillo en la placa se use para analizar de manera Unica uno de
multiples biomarcadores que se detectaran en una muestra biolégica.

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

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

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

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

En otras realizaciones mas, el procedimiento de deteccion incluye una combinacién de enzima / sustrato que genera
una sefial detectable que corresponde al valor del biomarcador. Generalmente, la enzima cataliza una alteracion
quimica del sustrato cromogénico que se puede medir 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 otras realizaciones mas, el procedimiento de deteccién puede ser una combinacion de fluorescencia,
quimioluminiscencia, radiontclido o combinaciones de enzima / sustrato que generan una sefial mensurable. La
sefalizacién multimodal podria tener caracteristicas Unicas y ventajosas en los formatos de ensayo de para
biomarcadores.

Mas especificamente, los valores de biomarcadores para los biomarcadores descritos en el presente documento
pueden detectarse utilizando procedimientos analiticos conocidos, incluidos ensayos de aptdmeros uniplexados,
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ensayos de aptameros multiplexados, inmunoensayos multiplexados o uniplexados, perfiles de expresion de ARNm,
perfiles de expresion de miARN, andlisis de espectrometria de masas, procedimientos histoldgicos / citologicos, etc.
como se detalla a continuacion.

Determinacion de valores de biomarcadores utilizando 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 en el campo del cuidado de
la salud. Una clase de tales ensayos implica el uso de una micromatriz que incluye uno o mas aptameros
inmovilizados sobre un soporte sélido. Los aptameros son capaces de unirse a una molécula diana de una manera
altamente especifica y con una afinidad muy alta. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.475.096
titulada “Ligando de acido nucleico”; véase también, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 6.242.246, la
patente de Estados Unidos n.° 6.458.543 y la patente de Estados Unidos n.° 6.503.715, cada una de las cuales se
titula "Biochip diagndstico con ligando de acido nucleico”. Una vez que la micromatriz se pone en contacto con una
muestra, los aptameros se unen a sus moléculas diana respectivas presentes en la muestra y, de ese modo,
permiten la determinacion de un valor de biomarcador correspondiente a un biomarcador.

Como se usa en el presente documento, un "aptdmero" 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 cuestion de grado;
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 generalmente con un grado de afinidad mucho mas alto que con el que se une a otros
componentes en una muestra de prueba. Un "aptdmero" es un conjunto de copias de un tipo o especie de molécula
de acido nucleico que tiene una secuencia de nucledtidos en particular. Un aptamero puede incluir cualquier numero
adecuado de nucledtidos, incluyendo cualquier nimero de nucledtidos quimicamente modificados. "Aptameros" se
refiere a mas de un conjunto de moléculas de este tipo. Diferentes aptameros pueden tener el mismo nimero o un
numero diferente de nucledtidos. Los aptameros pueden ser ADN o ARN o acidos nucleicos modificados
quimicamente y pueden ser monocatenarios, bicatenarios o contener regiones bicatenarias, y pueden incluir
estructuras superiores ordenadas. Un aptamero también puede ser un fotoaptamero, en el que un grupo funcional
fotorreactivo o quimicamente reactivo se incluye en el aptamero para permitir que se una covalentemente a su diana
correspondiente. Cualquiera de los procedimientos del aptamero divulgados en el presente documento puede incluir
el uso de dos o mas aptameros que se unen especificamente a la misma molécula diana. Como se describe con
mas detalle a continuacion, un aptdmero puede incluir una marcador. Si un aptamero incluye un marcador, no es
necesario que todas las copias del aptamero tengan el mismo marcador. Ademas, si cada uno de los diferentes
aptameros incluye un marcador, estos diferentes aptameros pueden tener el mismo marcador o un marcador
diferente.

Un aptamero puede identificarse utilizando cualquier procedimiento conocido, incluido el proceso SELEX. Una vez
identificado, un aptamero puede prepararse o sintetizarse de acuerdo con cualquier procedimiento conocido,
incluidos los procedimientos de sintesis quimica y los procedimientos de sintesis enzimatica.

Como se usa en el presente documento, un aptamero modificado SOMAmer o de velocidad de disociacion lenta se
refiere a un aptamero que tiene caracteristicas mejoradas de velocidad de disociacion. Los SOMAmer se pueden
generar utilizando los procedimientos SELEX mejorados descritos en la publicacion de Estados Unidos n.°
2009/0004667, titulada "Procedimiento para generar aptameros con velocidades de disociacion mejoradas”.

Los términos "SELEX" y "proceso SELEX" se usan indistintamente en el presente documento para hacer referencia
en general a una combinacién de (1) la seleccion de aptameros que interaccionan con una molécula diana de una
manera deseable, por ejemplo unién con alta afinidad a una proteina, con (2) la amplificacion de los acidos nucleicos
seleccionados. El proceso SELEX se puede usar para identificar los aptameros con alta afinidad a una diana o
biomarcador especifico.

SELEX, generalmente, incluye preparar una mezcla candidata de acidos nucleicos, la uniéon de 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 rondas para refinar ain mas la
afinidad del aptamero seleccionado. El proceso puede incluir etapas de amplificacion en uno o mas puntos en el
proceso. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.475.096, titulada "Ligandos de acido nucleico". El
proceso SELEX puede usarse para generar un aptamero que se una covalentemente a su diana, asi como un
aptamero que se una no covalentemente a su diana. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.°
5.705.337 titulada “Evolucion sistematica de ligandos de acido nucleico mediante enriquecimiento exponencial:
Chemi- SELEX”.

El proceso SELEX también se puede usar para identificar aptameros de alta afinidad que contienen nucledtidos
modificados que confieren caracteristicas mejoradas al aptamero, tal como, por ejemplo, estabilidad in vivo mejorada
o caracteristicas de liberacion mejoradas. Los ejemplos de tales modificaciones incluyen sustituciones quimicas en
las posiciones de ribosa y / o fosfato y / o base. Los aptameros identificados con el proceso SELEX que contienen
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nucleotidos modificados se describen en la patente de Estados Unidos n.° 5.660.985, titulada "Ligandos de acido
nucleico de alta afinidad que contienen nucledtidos modificados”, que describe oligonucleétidos que contienen
derivados de nucledtidos quimicamente modificados en las posiciones 5' y 2' de las pirimidinas. La patente de
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-metil (2’-OMe). Véase también, la
publicacion de la solicitud de patente de Estados Unidos 2009/0098549, titulada “SELEX y PHOTOSELEX”, que
describe bibliotecas de acidos nucleicos que tienen propiedades fisicas y quimicas expandidas y su uso en SELEX y
photoSELEX.

SELEX también se puede usar para identificar aptameros que tienen caracteristicas de velocidad de disociacion
deseables. Véase la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos 2009/0004667, titulada "Procedimiento
para generar aptameros con velocidades de disociacion mejoradas”, que describe procedimientos SELEX mejorados
para generar aptameros que pueden unirse a moléculas diana. Se describen procedimientos para producir
aptameros y fotoaptameros que tienen velocidades de disociacion mas lentas con respecto a sus respectivas
moléculas diana. Los procedimientos implican poner en contacto la mezcla candidata con la molécula diana, lo que
permite la formaciéon de complejos acido nucleico-diana y realizar un proceso de enriquecimiento de velocidad de
disociacion lenta en el que los complejos de &cido nucleico-diana con velocidades de disociacion rapidas se disocian
y no se vuelven a formar, mientras que los complejos con velocidades de disociacion lentas permaneceran intactos.
Adicionalmente, los procedimientos incluyen el uso de nucledtidos modificados en la produccion de mezclas de
acidos nucleicos candidatas para generar aptameros con un rendimiento de velocidad de disociacion mejorado.

Una variacion de este ensayo emplea aptdmeros que incluyen grupos funcionales fotorreactivos que permiten a los
aptameros unirse covalentemente o "fotorreticular" sus moléculas diana. Véase, por ejemplo, la patente de Estados
Unidos n.° 6.544.776 titulada "Biochip diagndstico del ligando de acido nucleico". Estos aptameros fotorreactivos
también se conocen como fotoaptdmeros. Véase, por ejemplo, La patente de Estados Unidos n.° 5.763.177, la
patente de Estados Unidos n.° 6.001.577 y la patente de Estados Unidos n.° 6.291.184, cada una de las cuales se
titula "Evolucion sistematica de ligandos de acido nucleico mediante enriquecimiento exponencial: fotoseleccion de
ligandos de acido nucleico y solucién SELEX"; véase también, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.°
6.458.539, titulada "Fotoseleccion de ligandos de acido nucleico". Después de que la micromatriz se pone en
contacto con la muestra y los fotoaptameros han tenido la oportunidad de unirse a sus moléculas diana, los
fotoaptameros se fotoactivan y el soporte solido se lava para eliminar cualquier molécula no unida especificamente.
Se pueden usar condiciones de lavado duras, ya que las moléculas diana que estan unidas a los fotoaptdmeros
generalmente no se eliminan, debido a los enlaces covalentes creados por el grupo o grupos funcionales
fotoactivados en los fotoaptameros. De esta manera, el ensayo permite la deteccion de un valor de biomarcador
correspondiente a un biomarcador en la muestra de prueba.

En ambos de estos formatos de ensayo, los aptameros se inmovilizan en el soporte sélido antes de ponerse en
contacto con la muestra. En ciertas circunstancias, sin embargo, la inmovilizacién de los aptameros antes del
contacto con la muestra puede no proporcionar un ensayo 6ptimo. Por ejemplo, la inmovilizacién previa de los
aptameros puede dar como resultado una mezcla ineficiente de los aptameros con las moléculas diana en la
superficie del soporte solido, lo que tal vez provoque largos tiempos de reaccion y, por lo tanto, periodos de
incubacion prolongados para permitir la unién eficaz de los aptameros a sus moléculas diana. Ademas, cuando se
emplean fotoaptameros en el ensayo y dependiendo del material utilizado como soporte sélido, el soporte sélido
puede tender a dispersar o absorber la luz utilizada para efectuar la formacién de enlaces covalentes entre los
fotoaptameros y sus moléculas diana. Ademas, dependiendo del procedimiento empleado, la deteccion de moléculas
diana unidas a sus aptameros puede estar sujeta a imprecision, ya que la superficie del soporte sélido también
puede exponerse y verse afectada por cualquier agente de marcaje que se use. Finalmente, la inmovilizacion de los
aptameros en el soporte soélido generalmente implica una etapa de preparacion del aptamero (es decir, la
inmovilizacion) antes de la 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 aptdmeros que permiten a un aptamero capturar su diana en solucion vy,
después, emplear etapas de separacion que estan disefiadas para eliminar componentes especificos de la mezcla
de aptamero y diana antes de la deteccion (véase la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos
2009/0042206, titulada "Andlisis multiplexados de muestras de prueba"). Los procedimientos de ensayo de
aptameros descritos permiten la deteccion y cuantificacion de una diana de acido no nucleico (por ejemplo, una
diana proteica) en una muestra de prueba detectando y cuantificando un acido nucleico (es decir, un aptamero). Los
procedimientos descritos crean un sustituto de acido nucleico (es decir, el aptamero) para detectar y cuantificar una
diana de acido no nucleico, permitiendo asi que la amplia variedad de tecnologias de acido nucleico, incluida la
amplificacién, se aplique a una gama mas amplia de dianas deseadas, incluidos las dianas proteicas.

Los aptameros pueden construirse para facilitar la separacién de los componentes del ensayo de un complejo de
biomarcador aptamero (o complejo covalente de biomarcador fotoaptamero) y permiten el aislamiento del aptamero
para su deteccion y / o cuantificacién. En una realizacién, estas construcciones pueden incluir un elemento
escindible o liberable dentro de la secuencia del aptdmero. En otras realizaciones, se puede introducir una
funcionalidad adicional en el aptamero, por ejemplo, un componente marcado o detectable, un componente
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espaciador o un marcador de unién especifico o elemento de inmovilizacién. Por ejemplo, el aptamero puede incluir
un marcador conectado al aptamero a través de un resto escindible, un marcador, un componente espaciador que
separa el marcador y el resto escindible. En una realizacion, un elemento escindible es un enlazador fotoescindible.
El enlazador fotoescindible puede unirse a un resto de biotina y una seccion espaciadora, puede incluir un grupo
NHS para la derivatizacion de aminas y puede usarse para introducir un grupo biotina en un aptamero, permitiendo
de ese modo la liberacion del aptamero méas adelante en un procedimiento de ensayo.

Los ensayos homogéneos, realizados con todos los componentes del ensayo en solucién, no requieren la
separacion de la muestra y los reactivos antes de la deteccion de la sefial. Estos procedimientos son rapidos y
faciles de usar. Estos procedimientos generan sefiales basadas en un reactivo de unién o de captura molecular que
reacciona con su diana especifica. Para el mesotelioma, los reactivos de captura molecular serian un aptamero o un
anticuerpo o similar y la diana especifica seria un biomarcador de mesotelioma de la Tabla 1.

En una realizacién, un procedimiento para la generacion de sefial aprovecha el cambio de sefial de anisotropia
debido a la interaccién de un reactivo de captura marcado con fluoréforo con su diana de biomarcador especifica.
Cuando la captura marcada reacciona con su diana,, el aumento del peso molecular hace que el movimiento de
rotacion del fluoréforo unido al complejo sea mucho mas lento cambiando el valor de anisotropia. Al monitorizar el
cambio de anisotropia, los acontecimientos de unién se pueden usar para medir cuantitativamente los
biomarcadores en soluciones. Ofros procedimientos incluyen ensayos de polarizacion de fluorescencia,
procedimientos de baliza molecular, inactivacion de fluorescencia resuelta en el tiempo, quimioluminiscencia,
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia y similares.

Un ejemplo de ensayo de aptdmeros basado en solucién que puede usarse para detectar un valor de biomarcador
correspondiente a un biomarcador en una muestra biolégica incluye lo siguiente: (a) preparar una mezcla poniendo
en contacto la muestra biolégica con un aptamero que incluye un primer marcador y tiene un afinidad especifica por
el biomarcador, en el que se forma un complejo de afinidad de aptamero cuando el biomarcador esta presente en la
muestra; (b) exponer la mezcla a un primer soporte soélido, que incluye un primer elemento de captura, y permitir que
el primer marcador se asocie con el primer elemento de captura; (c) eliminar cualquier componente de la mezcla no
asociado con el primer soporte solido; (d) unir un segundo marcador al componente biomarcador del complejo de
afinidad de aptamero; (e) liberar el complejo de afinidad del aptamero del primer soporte sélido; (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) eliminar cualquier aptamero
que no esta en complejo de la mezcla mediante reparto del aptdmero que no estd en complejo del complejo de
afinidad de aptamero; (h) eluir el aptamero del soporte solido; y (i) detectar el biomarcador detectando el
componente aptamero del complejo de afinidad del aptamero.

Se puede usar cualquier medio conocido en la técnica para detectar un valor de biomarcador detectando el
componente aptamero de un complejo de afinidad de aptamero. Se pueden utilizar varios procedimientos de
deteccion diferentes para detectar el componente aptamero de un complejo de afinidad, tal como, por ejemplo,
ensayos de hibridacion, espectroscopia de masas o QPCR. En algunas realizaciones, los procedimientos de
secuenciacion de acido nucleico pueden usarse para detectar el componente aptamero de un complejo de afinidad
de aptamero y detectar de ese modo un valor de biomarcador. Brevemente, una muestra de prueba puede
someterse a cualquier tipo de procedimiento de secuenciacion de acido nucleico para identificar y cuantificar la
secuencia o secuencias de uno o mas aptameros presentes en la muestra de prueba. En algunas realizaciones, la
secuencia incluye la molécula de aptamero completa o cualquier porcién de la molécula que puede usarse para
identificar de manera Unica la molécula. En otras realizaciones, la secuenciacion de identificacidon es una secuencia
especifica afiadida al aptamero; dichas secuencias a menudo se denominan "marcadores"”, "cédigos de barras", o
"codigos postales". En algunas realizaciones, el procedimiento de secuenciacion incluye etapas enzimaticas para
amplificar la secuencia de aptamero o para 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 la
secuenciacion.

En algunas realizaciones, el procedimiento de secuenciacion incluye una o mas etapas de clonacién. En otras
realizaciones, el procedimiento de secuenciacion incluye un procedimiento de secuenciacion directa sin clonacion.

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

En algunas realizaciones, el procedimiento de secuenciacion incluye etapas enzimaticas para amplificar la molécula
dirigida para la secuenciacién. En otras realizaciones, el procedimiento de secuenciacién secuencia directamente
moléculas individuales. Un procedimiento de ejemplo basado en secuenciacién de &cido nucleico que puede usarse
para detectar un valor de biomarcador correspondiente a un biomarcador en una muestra bioldgica 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 aleatoriamente los acidos nucleicos no
modificados resultantes con una plataforma de secuenciacién masivamente paralela, tal como, por ejemplo, el
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sistema de secuenciacion 454 (454 Life Sciences/Roche), el sistema de secuenciacion lllumina (lllumina), el sistema
de secuenciacion ABI SOLID (Applied Biosystems), el secuenciador HeliScope Single Molecule Sequencer (Helicos
Biosciences) o el sistema de secuenciacion de molécula sencilla 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 mediante secuencia especifica y recuento de secuencias.

Determinacion de los valores de biomarcador usando inmunoensayos

Los procedimientos de inmunoensayo se basan en la reaccién de un anticuerpo contra su diana o analito
correspondiente y pueden detectar el analito en una muestra dependiendo del formato del ensayo especifico. Para
mejorar la especificidad y la sensibilidad de un procedimiento de ensayo basado en inmunorreactividad, a menudo
se usan anticuerpos monoclonales debido a su reconocimiento especifico de epitopos. Los anticuerpos policlonales
también se han utilizado con éxito en diversos inmunoensayos debido a su mayor afinidad por la diana en
comparacion con los anticuerpos monoclonales. Los inmunoensayos se han disefiado para su uso con una amplia
gama de matrices de muestras biologicas. Los formatos de inmunoanadlisis se han disefiado para proporcionar
resultados cualitativos, semicuantitativos y cuantitativos.

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

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

Entre los formatos de ensayo de ejemplo se incluyen ensayo de inmunoabsorcion ligada a enzima (ELISA),
radioinmunoensayo, fluorescentes, quimioluminiscencia y transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
(FRET) o inmunoensayos FRET resueltos en el tiempo (TR-FRET). Los ejemplos de procedimientos para detectar
biomarcadores incluyen inmunoprecipitacion de biomarcadores, seguida de procedimientos cuantitativos que
permiten la discriminacién por tamafio y nivel de péptido, tales como electroforesis en gel, electroforesis capilar,
electrocromatografia plana y similares.

Los procedimientos para detectar y / o cuantificar un marcador detectable o material generador de sefial dependen
de la naturaleza del marcador. Los productos de reacciones catalizadas por enzimas apropiadas (en las que el
marcador detectable es una enzima; véase anteriormente) pueden ser, sin limitacion, fluorescentes, luminiscentes o
radiactivos o pueden absorber luz visible o ultravioleta. Los ejemplos de detectores adecuados para detectar tales
marcadores detectables incluyen, sin limitacion, pelicula de rayos X, contadores de radiactividad, contadores de
centelleo, espectrofotémetros, colorimetros, fluorémetros, luminémetros y densitémetros.

Cualquiera de los procedimientos para la deteccion se puede realizar en cualquier formato que permita cualquier
preparacion, procesamiento y anadlisis adecuados de las reacciones. Esto puede ser, por ejemplo, en placas de
ensayo de multiples pocillos (por ejemplo, 96 pocillos o 384 pocillos) o usando cualquier matriz o micromatriz
adecuada. Las soluciones madre para varios agentes se pueden realizar de forma manual o robética, y el pipeteo,
dilucién, mezcla, distribucién, lavado, incubacion, lectura de muestras, recopilacion y analisis de datos posteriores se
pueden realizar de forma robotizada utilizando software de andlisis, robdtica e instrumentos de deteccion disponibles
comercialmente capaces de detectar un marcador detectable.

Determinacion de valores de biomarcadores utilizando perfiles de expresion génica

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

Los niveles de expresion de ARNm se miden mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con
transcripcion inversa (RT-PCR, seguida de qPCR). La RT-PCR se usa para crear un ADNc a partir del ARNm. El
ADNCc puede usarse en un ensayo de qPCR para producir fluorescencia a medida que progresa el proceso de
amplificacion del ADN. En comparacion con una curva patrén, la gPCR puede producir una medicién absoluta, tal
como el numero de copias de ARNm por célula. Se han usado transferencias de tipo Northern, micromatrices,
ensayos Invader y RT-PCR combinados con electroforesis capilar 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.
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Las moléculas de miARN son ARN pequefios que no codifican pero que pueden regular la expresion génica.
Cualquiera de los procedimientos adecuados para la medicién de los niveles de expresion de ARNm también puede
usarse para el miARN correspondiente. Recientemente, muchos laboratorios han investigado el uso de miARN como
biomarcadores de enfermedad. Muchas enfermedades implican una amplia regulacién transcripcional y no es
sorprendente que los mIARN puedan encontrar un papel como biomarcadores. La conexion entre las
concentraciones de miARN y la enfermedad a menudo es ain menos clara que las conexiones entre los niveles de
proteina y la enfermedad, sin embargo, el valor de los biomarcadores de miARN podria ser sustancial. Por supuesto,
como con cualquier ARN expresado diferencialmente durante la enfermedad, los problemas que enfrenta el
desarrollo de un producto de diagnéstico in vitro incluirdn el requisito de que los miARN sobrevivan en la célula
enferma y se extraigan faciimente para el analisis o que los miARN se liberen en la sangre u otras matrices donde
deben sobrevivir el tiempo suficiente para medirse. Los biomarcadores de proteinas tienen requisitos similares,
aunque muchos posibles biomarcadores de proteinas se secretan intencionadamente en el sitio de la patologia y la
funcién, durante la enfermedad, de manera paracrina. Muchos posibles biomarcadores de proteinas estan disefiados
para funcionar fuera de las células dentro de las cuales se sintetizan esas proteinas.

Deteccion de biomarcadores utilizando tecnologias de imagen molecular in vivo

Cualquiera de los biomarcadores descritos (véase la Tabla 1) también se puede usar en pruebas de imagen
molecular. Por ejemplo, un agente de formacién de imagenes puede acoplarse a cualquiera de los biomarcadores
descritos, que pueden utilizarse para ayudar en el diagndstico de mesotelioma, controlar la progresién / remision o
metastasis de la enfermedad, controlar la recurrencia de la enfermedad o controlar la respuesta al tratamiento, entre
otros usos.

Las tecnologias de imagen in vivo proporcionan procedimientos no invasivos para determinar el estado de una
enfermedad en particular en el cuerpo de un individuo. Por ejemplo, partes enteras del cuerpo, o incluso todo el
cuerpo, pueden verse como una imagen tridimensional, proporcionando asi informacioén valiosa sobre la morfologia y
las estructuras del cuerpo. Dichas tecnologias se pueden combinar con la deteccién de los biomarcadores descritos
en el presente documento para proporcionar informacién sobre el estado del cancer, en particular el estado del
mesotelioma, de un individuo.

El uso de tecnologias de imagen molecular 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 marcadores
radiactivos y / o marcadores fluorescentes, que pueden proporcionar sefiales fuertes dentro del cuerpo; y el
desarrollo de una potente y nueva tecnologia de obtencién de imagen, que puede detectar y analizar estas sefiales
desde el exterior del cuerpo, con suficiente sensibilidad y precision para proporcionar informacion util. El agente de
contraste se puede visualizar en un sistema de formacion de imagenes apropiado, proporcionando de ese modo una
imagen de la porcion o porciones del cuerpo en el que se encuentra el agente de contraste. El agente de contraste
puede estar unido a o asociado con un reactivo de captura, tal como un aptdmero o un anticuerpo, por ejemplo, y/ o
con un péptido o proteina, o un oligonucledtido (por ejemplo, para la deteccion de la expresion génica), o un
complejo que contiene cualquiera de estos con una o mas macromoléculas y / u otras formas particuladas.

El agente de contraste también puede presentar un atomo radiactivo que es util en la obtenciéon de imagenes. Los
atomos radiactivos adecuados incluyen tecnecio-99m o yodo-123 para estudios gammagraficos. Otros restos
facilmente detectables incluyen, por ejemplo, marcadores de espin para imagenes de resonancia magnética (IRM)
tales como, por ejemplo, yodo-123 de nuevo, yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17,
gadolinio, manganeso o hierro. Tales marcadores son bien conocidos en la técnica y r un experto en la técnica
podria seleccionarlos facilmente.

Las técnicas de obtencion de imagenes estandar incluyen, pero sin limitaciones, imagenes por resonancia
magnética, tomografia computarizada, tomografia por emision de positrones (PET), tomografia computarizada por
emision de fotén unico (SPECT) y similares. Para la obtenciéon de imagenes de diagnostico in vivo, el tipo de
instrumento de deteccidn disponible es un factor principal en la seleccion de un agente de contraste dado, tal como
un radionuclido dado y el biomarcador en particular que se usa como diana (proteina, ARNm y similares). El
radionuclido elegido normalmente tiene un tipo de descomposicién que es detectable por un tipo dado de
instrumento. Asimismo, cuando se selecciona un radionuclido para el diagnéstico in vivo, su semivida deberia ser lo
suficientemente larga como para permitir la deteccion en el momento de la captacidn maxima por el tejido diana,
pero lo suficientemente corto como para minimizar la radiacion perjudicial del huésped.

Las técnicas de formacion de imagenes a modo de ejemplo incluyen, pero sin limitaciones, PET y SPECT, que son
técnicas de formacion de imagenes en las que un radionuclido se administra de forma sintética o local a un individuo.
La captacion posterior del radiotrazador se mide a lo largo del tiempo y se utiliza para obtener informacion sobre el
tejido diana y el biomarcador. Debido a las emisiones de alta energia (rayos gamma) de los is6topos especificos
empleados y a la sensibilidad y sofisticacion de los instrumentos utilizados para detectarlos, la distribucion
bidimensional de la radiactividad puede deducirse desde fuera del cuerpo.

Los nucleidos emisores de positrones de uso habitual en PET incluyen, por ejemplo, carbono-11, nitrégeno-13,
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oxigeno-15 y fluor-18. Los is6topos que se descomponen por captura de electrones y / o emision gamma se usan en
SPECT e incluyen, por ejemplo, yodo-123 y tecnecio-99m. Un procedimiento de ejemplo para marcar aminoacidos
con tecnecio-99m es la reduccion del ion pertecnetato en presencia de un precursor quelante para formar el
complejo de tecnecio 99m precursor 1abil, que, a su vez, reacciona con el grupo de unién a un metal de un péptido
quimiotactico bifuncionalmente modificado para formar un conjugado peptidico de tecnecio-99m quimiotactico.

Los anticuerpos se usan con frecuencia para tales procedimientos de diagnéstico por imagen in vivo. La preparacion
y uso de anticuerpos para el diagndstico in vivo se conocen bien en la técnica. Los anticuerpos marcados que se
unen especificamente a cualquiera de los biomarcadores en la Tabla 1 se pueden inyectar en un individuo del que
se sospecha que tiene un cierto tipo de cancer (por ejemplo, mesotelioma), detectable de acuerdo con el
biomarcador en particular utilizado, con el fin de diagnosticar o evaluar el estado de enfermedad del individuo. El
marcador utilizado se seleccionard de acuerdo con la modalidad de imagenes que se utilizara, como se ha descrito
anteriormente. La localizacién del marcador permite la determinaciéon de la propagacién del cancer. La cantidad de
marcador dentro de un 6rgano o tejido también permite la determinacion de la presencia o ausencia de cancer en
ese organo o tejido.

De manera similar, los aptdmeros pueden usarse para tales procedimientos de diagndstico por imagen in vivo. Por
ejemplo, un aptamero que se uso6 para identificar un biomarcador en particular descrito en la Tabla 1 (y, por lo tanto,
se une especificamente a ese biomarcador particular) se puede marcar e inyectar apropiadamente en un individuo
del que se sospecha que tiene mesotelioma, detectable de acuerdo con el biomarcador en particular, con el fin de
diagnosticar o evaluar el estado del mesotelioma del individuo. El marcador utilizado se seleccionara de acuerdo con
la modalidad de imagenes que se utilizara, como se ha descrito anteriormente. La localizacion del marcador permite
la determinacion de la propagacion del cancer. La cantidad de marcador dentro de un 6rgano o tejido también
permite la determinacién de la presencia o ausencia de cancer en ese érgano o tejido. Los agentes de formacion de
imagenes dirigidos por el aptamero podrian tener caracteristicas uUnicas y ventajosas relacionadas con la penetracién
del tejido, la distribucion tisular, la cinética, la eliminacion, la potencia y la selectividad en comparacién con otros
agentes de formacién de imagenes.

Dichas técnicas también se pueden realizar opcionalmente con oligonucleétidos marcados, por ejemplo, para la
deteccidn de la expresion génica a través de imagenes con oligonucledtidos antisentido. Estos procedimientos se
usan para la hibridacién in situ, por ejemplo, con moléculas fluorescentes o radiontclidos como marcador. Otros
procedimientos para la deteccion de la expresion génica incluyen, por ejemplo, la deteccion de la actividad de un gen
indicador.

Otro tipo general de tecnologia de imagen es la imagen 6ptica, en la que las sefiales fluorescentes dentro del sujeto
son detectadas por un dispositivo 6ptico 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 deteccion 6ptica han aumentado
la utilidad de las imagenes épticas para los ensayos de diagnéstico in vivo.

El uso de imagenes de biomarcadores moleculares in vivo estda aumentando, incluso para ensayos clinicos, por
ejemplo, para medir mas rapidamente la eficacia clinica en ensayos de nuevas terapias contra el cancer y / o para
evitar el tratamiento prolongado con un placebo para esas enfermedades, 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 procedimientos de histologia / citologia

Para la evaluacién del mesotelioma, se pueden usar diversas muestras de tejido en procedimientos histoldgicos o
citolégicos. La seleccion de la muestra depende de la ubicacion del tumor primario y los sitios de metastasis. Por
ejemplo, las muestras de tejido o derrame (biopsia con pinzas, aspiraciéon con aguja fina (AAF) y / o citologia con
cepillo) recogidas en el momento de la TC o de la AAF guiada por utrasonidos se pueden usar para histologia. Los
lavados de ascitis o peritoneales, derrames pleurales o liquido del mesotelio se pueden utilizar para la citologia.
Cualquiera de los biomarcadores identificados en el presente documento que mostraron una regulacion por aumento
(Tabla 1) en los individuos con anomalia pleural se puede usar para tefiir una muestra histolégica como una
indicacion de enfermedad.

En una realizacién, uno o mas reactivos de captura especificos para el biomarcador o biomarcadores
correspondientes se usan en una evaluacion citolégica de una muestra de células del mesotelio y pueden incluir uno
0 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 la
recuperacion de analitos, tedir, decolorar, lavar, bloquear y hacer reaccionar con uno o mas reactivos de captura en
una solucién tamponada. En otra realizacion, la muestra de células se produce a partir de un bloque de células.

En ofra realizaciéon, uno o mas reactivos de captura especificos del biomarcador o biomarcadores correspondientes
se utilizan en una evaluacion histolégica de una muestra de tejido de anomalia peritoneal o pleural y pueden incluir
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uno o mas de los siguientes: recoger una muestra de tejido, fijar la muestra de tejido, deshidratar, aclarar, inmovilizar
la muestra de tejido en un portaobjetos de microscopio, permeabilizar la muestra de tejido, tratar para la
recuperacion de analitos, tefir, decolorar, lavar, bloquear, rehidratar y hacer reaccionar con uno o mas reactivos de
captura en una solucién tamponada. En oftra realizacion, la fijacion y la deshidratacion se reemplazan por
congelacion.

En otra realizacion, el uno o mas aptameros (s) especificos del biomarcador o biomarcadores correspondientes se
hacen reaccionar con la muestra histolégica o citolégica y pueden servir como el acido nucleico diana en un
procedimiento de amplificacion de acido nucleico. Los procedimientos de amplificacion de acidos nucleicos
adecuados incluyen, por ejemplo, PCR, g-beta replicasa, amplificacion por circulo rodante, desplazamiento de
cadena, amplificacion dependiente de helicasa, amplificacion isotérmica mediada por bucle, reaccion en cadena de
la ligasa y amplificacién por circulo rodante con circularizacion y restriccion.

En una realizacion, el uno o mas reactivos de captura especificos de los biomarcadores correspondientes para su
uso en la evaluacion histolégica o citoldgica 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 la recoleccion de muestras, la fijacion de la muestra, la
inmovilizacion y la tincién de la muestra. La "preparacion celular" puede incluir varias etapas de procesamiento
después de la recoleccion de muestras, incluido el uso de uno o mas aptameros de baja velocidad de disociacion
para la tincion de las células preparadas.

La recoleccién de muestras puede incluir colocar directamente la muestra en un recipiente de transporte no tratado,
colocar la muestra en un recipiente de transporte que contenga algun tipo de medio o colocar la muestra
directamente en un portaobjetos (inmovilizacién) sin ningun tratamiento o fijacion.

La inmovilizacion de la muestra se puede mejorar aplicando una porcidén de la muestra recolectada a un portaobjetos
de vidrio que se trata con polilisina, gelatina o un silano. Los portaobjetos se pueden preparar frotando una capa fina
y uniforme de células por el portaobjetos. Por lo general, se tiene cuidado para minimizar la distorsion mecanica y los
artefactos de secado. Las muestras liquidas se pueden procesar en un procedimiento de bloqueo de células. O,
como alternativa, las muestras liquidas se pueden mezclar 1:1 con la solucién de fijacién durante aproximadamente
10 minutos a temperatura ambiente.

Los bloques de células se pueden preparar a partir de derrames residuales, esputo, sedimentos de orina, fluidos
gastrointestinales, raspado celular o aspiraciéon con aguja fina. Las células se concentran o se concentran mediante
centrifugacion o filtracion por membrana. Se han desarrollado varios procedimientos para la preparacion de bloques
de células. Los procedimientos representativos incluyen los procedimientos de sedimentacion fija, agar bacteriano o
filtracion por membrana. En el procedimiento de sedimentacion fija, 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. El sobrenadante se elimina, secando el sedimento celular lo mas completamente posible. El sedimento se
recoge y se envuelve en papel de 6ptica y, a continuacién, se coloca en un casete de papel tisu. El casete de tejido
se coloca en un bote con fijador adicional y se procesa como una muestra de tejido. El procedimiento de agar es
muy similar, pero el sedimento se retira y se seca en una toalla de papel y luego se corta por la mitad. El lado
cortado se coloca en una gota de agar fundido sobre un portaobjetos de vidrio y, después, el sedimento se cubre con
agar, asegurandose de que no se formen burbujas en el agar. Se deja endurecer el agar y luego se elimina el
exceso de agar. Esto se coloca en un casete de tejido y el procesamiento del tejido se completa. Como alternativa,
el sedimento puede suspenderse directamente en agar liquido al 2 % a 65 °C y centrifugarse la muestra. El
sedimento celular en agar se deja solidificar durante una hora a 4 °C. El agar sélido puede extraerse del tubo de
centrifuga y cortarse por la mitad. El agar se envuelve en papel de filtro y, luego, el casete de tejido. El
procesamiento a partir de este punto es como se ha descrito anteriormente. La centrifugacion se puede reemplazar
en cualquiera de estos procedimientos por filtracion por membrana. Cualquiera de estos procedimientos puede
usarse para generar una "muestra de bloque de célula".

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

Las secciones del bloque celular se pueden tefiir con hematoxilina-eosina para el examen citomorfoldgico, mientras
que se usan secciones adicionales para el examen de marcadores especificos.

Si el procedimiento es citologico o histolégico, la muestra puede fijarse antes del procesamiento adicional para evitar

la degradacién de la muestra. Este procedimiento se llama "fijjacion" y describe una amplia gama de materiales y
procedimientos que pueden usarse indistintamente. El protocolo de fijacion de muestras y los reactivos se
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seleccionan mejor de forma empirica en funcién de las dianas que se van a detectar y del tipo de célula / tejido
especifico que se va a analizar. La fijacion de la muestra se basa en reactivos tales como etanol, polietilenglicol,
metanol, formalina o isopropanol. Las muestras deben fijarse tan pronto como sea posible después de la recoleccion
y fijacion al portaobjetos. Sin embargo, el fijador seleccionado puede introducir cambios estructurales en varias
dianas moleculares, dificultando su posterior detecciéon. Los procedimientos de fijacion e inmovilizacion y su
secuencia pueden modificar el aspecto de la célula y el citotécnico debe prever y reconocer estos cambios. Los
fijadores pueden causar la contracciéon de ciertos tipos de células y hacer que el citoplasma parezca granular o
reticular. Muchos fijadores funcionan reticulando los componentes celulares. Esto puede dafiar o modificar epitopos
especificos, generar nuevos epitopos, causar asociaciones moleculares y reducir la permeabilidad de la membrana.
La fijacion en formalina es uno de los enfoques citoldgicos / histolégicos mas frecuentes. La formalina forma puentes
de metilo entre las proteinas vecinas o dentro de las proteinas. La precipitacion o coagulacion también se usa para
la fijacién y el etanol se usa con frecuencia en este tipo de fijacién. Una combinacién de reticulacion y precipitacion
también se puede usar para la fijacion. Un procedimiento de fijacion fuerte es mejor para preservar la informacion
morfolégica, mientras que un procedimiento de fijacion mas débil es mejor para la conservacion de las dianas
moleculares.

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

Se puede usar una amplia gama de colorantes para resaltar y contrastar o "tefiir" diferencialmente las estructuras
morfolégicas o caracteristicas celulares, subcelulares y tisulares. La hematoxilina se usa para tefiir los ndcleos de un
color azul o negro. El naranja G-6 y la eosina Azure tifien ambas el citoplasma de la célula. El naranja G tifie de color
amarillo las células que contienen queratina y glucdégeno. La eosina Y se usa para teiir los nucleolos, los cilios, los
glébulos rojos y las células epiteliales escamosas superficiales. Las tinciones de Romanowsky se utilizan para
portaobjetos secados al aire y son Uutiles para mejorar el pleomorfismo y distinguir el material extracelular del
intracitoplasmico.

El procedimiento de tincidon puede incluir un tratamiento para aumentar la permeabilidad de las células a la tincion. El
tratamiento de las células con un detergente puede usarse para aumentar la permeabilidad. Para aumentar la
permeabilidad celular y tisular, las muestras fijadas se pueden tratar adicionalmente con disolventes, saponinas o
detergentes no idnicos. La digestion enzimatica también puede mejorar el acceso a dianas especificas en una
muestra de tejido.

Después de la tincion, la muestra se deshidrata usando una sucesion de enjuagues con alcohol con una
concentracion creciente de alcohol. El lavado final se realiza con xileno o un sustituto de xileno, tal como un terpeno
de citricos, que tiene un indice de refraccién cercano al del cubreobjetos que se aplicara al portaobjetos. Esta etapa
final se conoce como aclaramiento. Una vez que la muestra se deshidrata y se aclara, se aplica un medio de
montaje. El medio de montaje se selecciona de modo que tenga un indice de refraccién cercano al del vidrio y es
capaz de unir el cubreobjetos al portaobjetos. También inhibird el secado, la contraccién o la decoloracion
adicionales de la muestra celular.

Independientemente de las tinciones o el procesamiento utilizado, la evaluacién final de la muestra citolégica de
mesotelio se realiza mediante algun tipo de microscopio para permitir una inspeccion visual de la morfologia y una
determinacion de la presencia o ausencia del marcador. Los procedimientos microscopicos de ejemplo incluyen
campo claro, contraste de fase, fluorescencia y contraste de interferencia diferencial.

Si se requieren pruebas secundarias en la muestra después del examen, se puede retirar el cubreobjetos y quitar la
tincién del portaobjetos. La eliminacién del colorante implica el uso de los sistemas de disolventes originales
utilizados en la tincién del portaobjetos originalmente sin el colorante afiadido y en orden inverso al procedimiento de
tincién original. La eliminacion del colorante también puede completarse sumergiendo el portaobjetos en un alcohol
acido hasta que las células no tengan color. Una vez incoloros, los portaobjetos se enjuagan bien en un bafio de
agua y se aplica el segundo procedimiento de tincion.

Ademas, la diferenciacion molecular especifica puede ser posible junto con el andlisis morfoldgico celular mediante
el uso de reactivos moleculares especificos, tales como anticuerpos o sondas de acidos nucleicos o aptameros. Esto
mejora la precision de la citologia de diagnéstico. La microdiseccidon puede usarse para aislar una subpoblacion de
células para una evaluacion adicional, en particular, para la evaluacion genética de cromosomas anormales, la
expresion génica o mutaciones.

La preparacion de una muestra de tejido para la evaluacion histologica implica fijacién, deshidratacion, infiltracion,
inclusion y corte. Los reactivos de fijacion utilizados en histologia son muy similares o idénticos a los utilizados en
citologia y tienen los mismos problemas de conservar las caracteristicas morfolégicas a expensas de las
moleculares, tales como las proteinas individuales. Se puede ahorrar tiempo si la muestra de tejido no se fija y se
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deshidrata, sino que se congela y luego se secciona mientras esta congelada. Este es un procedimiento de
procesamiento mas suave y puede conservar mas marcadores individuales. Sin embargo, la congelacién no es
aceptable para el almacenamiento a largo plazo de una muestra de tejido, ya que la informacién subcelular se pierde
debido a la introduccion de cristales de hielo. El hielo en la muestra de tejido congelado también evita que el
procedimiento de corte produzca una ldmina muy delgada y, por lo tanto, se puede perder algo de resolucion
microscopica e imagenes de las estructuras subcelulares. Ademas de la fijacion en formalina, el tetroxido de osmio
se usa para fijar y tefir fosfolipidos (membranas).

La deshidratacion de los tejidos se logra con lavados sucesivos con concentraciones crecientes de alcohol. El
aclaramiento emplea un material que es miscible con el alcohol y el material de inclusién e implica un proceso
gradual que comienza con alcohol 50:50 como reactivo de aclaramiento y, luego, con agente de aclaramiento al 100
% (xileno o sustituto de xileno). La infiltracién implica incubar el tejido con una forma liquida del agente de inclusion
(cera tibia, solucién de nitrocelulosa) primero a 50:50 del agente de inclusion: agente de eliminacion y el agente de
inclusion al 100 %. La inclusion se completa colocando el tejido en un molde o casete y llenandolo con un agente de
inclusion fundido, ta como cera, agar o gelatina. Se deja que el agente de inclusion se endurezca. La muestra de
tejido endurecido se puede cortar en secciones finas para su tincién y el examen posterior.

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

La microdiseccién por captura laser permite el aislamiento de una subpoblacién de células para su posterior analisis
desde una seccion de tejido.

Al igual que en la citologia, para mejorar la visualizacién de las caracteristicas microscépicas, la seccién o ldmina de
tejido se puede tefiir con diversas tinciones. Se puede usar un menu grande de tinciones comercialmente disponibles
para mejorar o identificar caracteristicas especificas.

Para aumentar aun mas la interaccién de reactivos moleculares con muestras citologicas / histolégicas, se han
desarrollado varias técnicas para la "recuperacion de analitos". La primera técnica de este tipo usa calentamiento a
alta temperatura de una muestra fijada. Este procedimiento también se denomina recuperacién del epitopo inducida
por calor o HIER. Se han usado diversas técnicas de calentamiento, incluyendo calentamiento con vapor,
microondas, autoclave, bafios de agua y coccidon a presidbn o una combinacién de estos procedimientos de
calentamiento. Las soluciones de recuperacién de analitos incluyen, por ejemplo, agua, citrato y tampones salinos
normales. La clave para la recuperacion del analito es el tiempo a alta temperatura, pero también se han utilizado
con éxito temperaturas mas bajas durante mas tiempo. Otra clave para la recuperacion de analitos es el pH de la
solucion de calentamiento. Se ha encontrado que el pH bajo proporciona la mejor inmunotincién, pero también da
lugar a antecedentes que frecuentemente requieren el uso de una segunda seccién de tejido como control negativo.
El beneficio mas consistente (inmunotinciéon aumentada sin aumento del fondo) generalmente se obtiene con una
solucién de pH alto independientemente de la composicion del tampén. El proceso de recuperacion de analitos para
una diana especifica se optimiza empiricamente para la diana utilizando calor, tiempo, el pH y la composicion del
tampdn como variables para la optimizacion del proceso. El uso del procedimiento de recuperacién de analitos con
microondas permite la tincion secuencial de diferentes dianas con reactivos de anticuerpos. Pero también se ha
demostrado que el tiempo requerido para lograr complejos de anticuerpos y enzimas entre las etapas de tincion
degrada los analitos de la membrana celular. Los procedimientos de calentamiento por microondas también han
mejorado los procedimientos de hibridacion in situ.

Para iniciar el procedimiento de recuperacion del analito, la seccién primero se desparafina y se hidrata. El
portaobjetos se coloca después en un tampoén de citrato de sodio 10 mM a pH 6,0 en una placa o bote. Un
procedimiento representativo utiliza un microondas de 1100 W y coloca en el microondas el portaobjetos al 100 % de
potencia durante 2 minutos, seguido de aplicacién de microondas con un 20 % de potencia durante 18 minutos
después de verificar que el portaobjetos permanezca cubierto de liquido. A continuacion, se deja enfriar el
portaobjetos en el recipiente descubierto y luego se enjuaga con agua destilada. Puede usarse HIER en
combinacion con una digestion enzimatica para mejorar la reactividad de la diana los reactivos inmunoquimicos.

Uno de tales protocolos de digestién enzimatica usa proteinasa K. Se prepara una concentracion de proteinasa K de
20 g / ml en Tris Base 50 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 0,5 %, tampoén a pH 8,0. El procedimiento primero
implica desparafinar las secciones en 2 cambios de xileno, de 5 minutos cada uno. Después, la muestra se hidrata
en 2 cambios de etanol al 100 % durante 3 minutos cada uno, etanol al 95 % y al 80 % durante 1 minuto cada uno y
después se enjuaga en agua destilada. Las secciones se cubren con una 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
segun el tipo de tejido y el grado de fijacion). Las secciones se enfrian a temperatura ambiente durante 10 minutos y
luego se enjuagan en PBS Tween 20 durante 2x2 minutos. Si se desea, las secciones se pueden bloquear para
eliminar la interferencia potencial de compuestos endégenos y enzimas. La seccién se incuba luego con anticuerpo
primario a la dilucién apropiada en tampdn de dilucion de anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente
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o durante la noche a 4 °C. La seccion se enjuaga después con PBS Tween 20 durante 2x2 minutos. Se puede
realizar un blogueo adicional, si es necesario para la aplicaciéon especifica, seguido de enjuague adicional con PBS
Tween 20 durante 3x2 minutos y, después, finalmente, se completa el protocolo de inmunotincion.

También se ha demostrado que un tratamiento simple con SDS al 1 % a temperatura ambiente mejora la tincion
inmunohistoquimica. Los procedimientos de recuperacion de analitos se han aplicado a secciones montadas en
portaobjetos, asi como a secciones flotantes libres. Otra opcion de tratamiento es colocar el portaobjetos en un bote
que contiene acido citrico y 0,1 Nonident P40 a pH 6,0 y calentar a 95 °C. El portaobjetos se lava a continuacion con
una solucién tampén como PBS.

Para la tincion inmunoldégica de los tejidos, puede ser util bloquear la asociacion no especifica del anticuerpo con
proteinas tisulares empapando la seccion en una solucién de proteina como suero o leche desgrasada en polvo.

Las reacciones de bloqueo pueden incluir la necesidad de reducir el nivel de biotina endogena; eliminar los efectos
de carga enddgenos; inactivar nucleasas enddgenas; y / o inactivar enzimas enddgenas como la peroxidasa y la
fosfatasa alcalina. Las nucleasas enddgenas pueden inactivarse por degradacion con proteinasa K, mediante
tratamiento térmico, uso de un agente quelante, tal como EDTA o EGTA, la introduccion de ADN o ARN portador, €l
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 se puede inactivar mediante tratamiento con HCI 0,1 N
durante 5 minutos a temperatura ambiente o tratamiento con levamisol 1 mM. La actividad de la peroxidasa puede
eliminarse mediante tratamiento con peroxido de hidrégeno al 0,03 %. La biotina endoégena se puede bloquear
empapando el portaobjetos o la seccion en una solucion de avidina (se puede sustituir por estreptavidina,
neutravidina) durante al menos 15 minutos a temperatura ambiente. El portaobjetos o seccién se lava a continuacion
luego durante al menos 10 minutos en tampodn. Esto puede repetirse al menos tres veces. Después, el portaobjetos
0 seccion se empapa en una solucién de biotina durante 10 minutos. Esto puede repetirse al menos tres veces con
una solucién de biotina recién preparada cada vez. El procedimiento de lavado con tampdn se repite. Los protocolos
de bloqueo deben minimizarse para evitar dafiar 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 seccion antes de la reaccién
con uno o mas aptameros de velocidad de disociacion lenta. Véase Basic Medical Histology: the Biology of Cells,
Tissues and Organs, de Richard G. Kessel, Oxford University Press, 1998.

Determinacion de valores de biomarcadores utilizando procedimientos de espectrometria de masas

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

Los biomarcadores de proteinas y los valores de biomarcadores se pueden detectar y medir mediante cualquiera de
los siguientes: espectrometria de masas por ionizacion por electropulverizacion (ESI-MS), ESI-MS/MS, ESI-
MS/(MS)n, ionizacién por desorcion laser asistido por matriz espectrometria de masas de tiempo de vuelo (MALDI-
TOF-MS), espectrometria de masas de tiempo de vuelo de desorcién / ionizaciéon laser mejorada en superficie
(SELDI-TOF-MS), desorcién / ionizacion en silicio (DIOS), espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS),
tiempo de vuelo cuadrupolar (Q-TOF), tiempo de vuelo en tandem (TOF / TOF), llamado ultraflex 1l TOF / TOF,
espectrometria de masas por ionizacidon 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 cuadrupolar, espectrometria de masas por transformada de Fourier (FTMS),
espectrometria de masas cuantitativa y espectrometria de masas de trampa idnica.

Las estrategias de preparacién de muestras se utilizan para marcar y enriquecer muestras antes de la
caracterizacion espectroscépica de masas de los biomarcadores de proteinas y la determinacién de los valores de
biomarcadores. Los procedimientos de marcaje incluyen, pero sin limitaciones, el marcador isobarico para la
cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ) y el marcaje de is6topos estables con aminoacidos en cultivo celular
(SILAC). Los reactivos de captura utilizados para enriquecer selectivamente muestras de proteinas biomarcadoras
candidatas antes del andlisis espectroscépico de masas incluyen, pero sin limitaciones, anticuerpos, sondas de
acido nucleico, quimeras, moléculas pequefas, 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 unién a ligando,
aficuerpos, nanocuerpos, anquirina, anticuerpos de dominio, armazones de anticuerpos alternativos (por ejemplo,
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diacuerpos, etc.), polimeros impresos, avimeros, peptidomiméticos, peptoides, acidos nucleicos peptidicos, acido
nucleico treosa, un receptor de hormonas, un receptor de citocinas y receptores sintéticos, y modificaciones y
fragmentos de estos.

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

Se puede usar un ensayo de ligadura de proximidad para determinar los valores de biomarcadores. Brevemente,
una muestra de prueba se pone en contacto 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 determinantes distintos en una proteina o un determinante en cada una de las
dos proteinas diferentes, que pueden existir como complejos homopoliméricos o heteromultiméricos. Cuando las
sondas se unen a las dianas determinantes, los extremos libres de las extensiones de oligonucleétidos se ponen lo
suficientemente cerca para hibridar juntos. La hibridacion de las extensiones de oligonuclettidos se ve facilitada por
un oligonucledtido conector comun que sirve para unir entre si las extensiones de los oligonucledtidos cuando se
colocan en una proximidad suficiente. Una vez que las extensiones de oligonucleétidos de las sondas se hibridan,
los extremos de las extensiones se unen mediante ligamiento enzimatico de ADN.

Cada extension de oligonuclettido comprende un sitio de cebador para la amplificacién por PCR. Una vez que las
extensiones de oligonucledtidos se ligan, los oligonucledtidos forman una secuencia continua de ADN que, a través
de amplificacién por PCR, revela informacion sobre la identidad y la cantidad de la proteina diana, asi como,
informacion sobre las interacciones proteina-proteina en las que los determinantes de la diana estan en dos
proteinas diferentes. La ligacion de proximidad puede proporcionar un ensayo altamente sensible y especifico para
la informacion sobre la interaccion y concentracion de la proteina en tiempo real mediante el uso de PCR en tiempo
real. Las sondas que no se unen a los determinantes de interés no tienen las correspondientes extensiones de
oligonucledtidos puestas en proximidad y no puede procederse a la ligacion ni a la amplificacion por PCR, lo que da
como resultado que no se produzca ninguna seial.

Los ensayos anteriores permiten la deteccion de valores de biomarcadores que son utiles en los procedimientos
para diagnosticar mesotelioma, en los que los procedimientos comprenden detectar, en una muestra bioldgica de un
individuo, al menos N valores de biomarcador que corresponden cada uno a un biomarcador seleccionado del grupo
que consiste en los biomarcadores proporcionados en la Tabla 1, en el que una clasificacion, como se describe con
detalle a continuacion, usando los valores de biomarcador indica si el individuo tiene mesotelioma. Si bien algunos
de los biomarcadores de mesotelioma descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar mesotelioma, en el
presente documento también se describen procedimientos para la agrupacion de multiples subconjuntos de
biomarcadores de mesotelioma que son utiles cada uno como panel de tres 0 mas biomarcadores. Por tanto, varias
realizaciones de la presente solicitud proporcionan combinaciones que comprenden N biomarcadores, en las que N
es al menos tres biomarcadores. En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero de 2-66
biomarcadores. Se apreciara que N se puede seleccionar de modo que sea cualquier nimero de cualquiera de los
intervalos descritos anteriormente, asi como intervalos similares, pero de orden superior. De acuerdo con cualquiera
de los procedimientos descritos en el presente documento, los valores de los 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 procedimientos para detectar una ausencia de mesotelioma, comprendiendo los
procedimientos detectar, en una muestra biolégica de un individuo, al menos N valores de biomarcador que
corresponden cada uno a un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en los biomarcadores
proporcionados en la Tabla 1, en el que una clasificacion, como se describe con detalle a continuacion, de los
valores de biomarcadores indica ausencia de mesotelioma en el individuo. Si bien algunos de los biomarcadores de
mesotelioma descritos son Utiles solos para detectar y diagnosticar la ausencia de mesotelioma, en el presente
documento también se describen procedimientos para la agrupacién de multiples subconjuntos de biomarcadores de
mesotelioma que son utiles cada uno como panel de tres 0 mas biomarcadores. Por tanto, varias realizaciones de la
presente solicitud proporcionan combinaciones que comprenden N biomarcadores, en las que N es al menos tres
biomarcadores. En otras realizaciones, N se selecciona de modo que sea cualquier numero de 2-66 biomarcadores.
Se apreciara que N se puede seleccionar de modo que sea cualquier nimero de cualquiera de los intervalos
descritos anteriormente, asi como intervalos similares, pero de orden superior. De acuerdo con cualquiera de los
procedimientos descritos en el presente documento, los valores de los 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 la enfermedad

Una "firma" de biomarcador para una prueba de diagndstico dada contiene un conjunto de marcadores, teniendo
cada marcador diferentes niveles en las poblaciones de interés. Los diferentes niveles, en este contexto, pueden
hacer referencia a diferentes medios de los niveles del marcador para los individuos en dos o mas grupos, o
diferentes variaciones en los dos 0 mas grupos, o una combinacién de ambos. Para la forma mas simple de una
prueba de diagnéstico, estos marcadores se pueden usar para asignar una muestra desconocida de un individuo a
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uno de dos grupos, esté enfermo o no. La asignacion de una muestra a uno de dos grupos se conoce como
clasificacion y el procedimiento utilizado para realizar esta asignacion se conoce como clasificador o procedimiento
de clasificacion. Los procedimientos de clasificacion también pueden denominarse procedimientos de puntuacion.
Hay muchos procedimientos de clasificacion que se pueden usar para construir un clasificador de diagnéstico a partir
de un conjunto de valores de biomarcadores. En general, los procedimientos de clasificacion se realizan mas
facilmente utilizando técnicas de aprendizaje supervisado en las que se recopila un conjunto de datos utilizando
muestras obtenidas de individuos dentro de dos (o mas, para multiples estados de clasificacién) grupos distintos que
se desea distinguir. Dado que la clase (grupo o poblacién) a la que pertenece cada muestra se conoce de antemano
para cada muestra, se puede entrenar al procedimiento de clasificacion para dar la respuesta de clasificacion
deseada. También es posible usar técnicas de aprendizaje no supervisado para producir un clasificador de
diagndéstico.

Los enfoques comunes para desarrollar clasificadores de diagnostico incluyen arboles de decision; empaquetado,
potenciacién, bosques y bosques aleatorios; aprendizaje basado en inferencia de reglas; ventanas de Parzen;
modelos lineales; logistica; procedimientos de redes neuronales; agrupamiento no supervisado; K-medias;
ascendente / descendente jerarquico; aprendizaje semisupervisado; procedimientos prototipo; vecino mas préximo;
estimacion de la densidad de Kernel; maquinas de vectores de soporte; modelos ocultos de Markov; aprendizaje
Boltzmann; y los clasificadores pueden combinarse de manera simple o de maneras que minimicen funciones
objetivo particulares. Para una revision, véase, por ejemplo, Pattern Classification, R. O. Duda, et al., editores, John
Wiley & Sons, 22 edicion, 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.

Para producir un clasificador usando técnicas de aprendizaje supervisado, se obtiene un conjunto de muestras
llamadas datos de entrenamiento. En el contexto de las pruebas de diagnéstico, los datos de entrenamiento incluyen
muestras de los distintos grupos (clases) a los que posteriormente se asignaran muestras desconocidas. Por
ejemplo, las muestras recolectadas de individuos en una poblacion de control y de individuos en una poblacién de
enfermedad en particular pueden constituir datos de entrenamiento para desarrollar un clasificador que pueda
clasificar las muestras desconocidas (o, mas particularmente, los individuos de los que se obtuvieron las muestras)
como que tienen la enfermedad o estan libres de la enfermedad. El desarrollo del clasificador a partir de los datos de
entrenamiento se conoce como entrenamiento del clasificador. Los detalles especificos sobre el entrenamiento del
clasificador dependen de la naturaleza de la técnica de aprendizaje supervisado. Con fines ilustrativos, a
continuacion se describira un ejemplo de entrenamiento de un clasificador bayesiano ingenuo (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 edicién, 2009).

Dado que, por lo general, hay muchos mas valores de biomarcadores potenciales que muestras en un conjunto de
entrenamiento, se debe tener cuidado para evitar el exceso de ajuste. El exceso de ajuste ocurre cuando un modelo
estadistico describe un error o ruido aleatorio en lugar de la relacion subyacente. El exceso de ajuste puede evitarse
de varias maneras, incluyendo, por ejemplo, limitando el numero de marcadores utilizados para desarrollar el
clasificador, suponiendo que las respuestas del marcador son independientes unas de otras, limitando la
complejidad del modelo estadistico subyacente y asegurando que el modelo estadistico subyacente se ajuste a los
datos.

Un ejemplo ilustrativo del desarrollo de una prueba de diagndstico usando un conjunto de biomarcadores incluye la
aplicacion de un clasificador ingenuo de Bayes, un clasificador probabilistico simple basado en el teorema de Bayes
con un tratamiento estrictamente independiente de los biomarcadores. Cada biomarcador se describe mediante una
funcion de densidad de probabilidad dependiente de clase (pdf) para los valores de RFU medidos o los valores de
log de RFU (unidades de fluorescencia relativas) en cada clase. Se supone que los pdfs conjuntos para el conjunto
de marcadores en una clase son el producto de los pdfs individuales dependientes de clase para cada biomarcador.
El entrenamiento de un clasificador ingenuo de Bayes en este contexto equivale a la asignacion de parametros
("parametrizacion") para caracterizar los pdfs dependientes de la clase. Se puede usar cualquier modelo subyacente
para los pdfs dependientes de la clase, pero el modelo generalmente debe ajustarse 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 ingenua general de Bayes de observar n marcadores con

AV n
valores # = (x1, X2, ...Xn) Se escribe como p(il?‘d) T H”7:1 p(:l?@\d) cuando los x;s individuales son los niveles
del biomarcador medido en RFU o log de RFU. La asignacion de clasificaciéon para un desconocido se facilita
calculando la probabilidad de estar enfermo p(d|z) habiendo medido & en comparacion con la probabilidad de estar
libre de enfermedad (control) p(c|z) para los mismos valores medidos. La relacion de estas probabilidades se calcula
a partir de los pdfs dependientes de la clase mediante la aplicacion del teorema de Bayes, es decir,

pdz) _ _ p(E|d)p(d)
p(efz) p(Ele)(1=p(d)) cyando p(d) es la prevalencia de la enfermedad en la poblacién apropiada para la
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prueba. Tomando el logaritmo de ambos lados de esta relacion y sustituyendo las probabilidades dependientes de la

d d p(d
m(p( IL) Zl ( |))+ln( r(d) )
clase ingenua de Bayes de anteriormente de p(c|x ( |C) L— p(d) . Esta

forma se conoce como la razén de verosimilitud logaritmica y S|mplemente establece que la verosimilitud logaritmica
de estar libre de la enfermedad en particular frente a tener la enfermedad y se compone principalmente de la suma
de las razones de verosimilitud logaritmica individuales de los n biomarcadores individuales. En su forma mas
simple, una muestra desconocida (0, mas particularmente, el individuo de quien se obtuvo la muestra) se clasifica
como libre de la enfermedad si la razén anterior es mayor que cero y tiene la enfermedad si la razén es menor que
cero.

En una realizacion de ejemplo, se supone que los pdfs de biomarcador dependientes de clase p(xic) y p(xid) son
distribuciones normales o log-normales en los valores de RFU medidos Xi, es

2
pale) = V2o, b 202,
decir G2 G2 , Con una expresion similar para p(xid) con ya y

0d. La parametrizacién del modelo requiere la estimacion de dos parametros para cada pdf dependiente de clase,
una media p y una varianza ¢?, de los datos de entrenamiento. Esto se puede lograr de varias maneras, incluyendo,
por ejemplo, estimaciones de la probabilidad maxima, por minimos cuadrados y por cualquier otro procedimiento
conocido por los expertos en la técnica. Al sustituir las distribuciones normales por la razén de verosimilitud
logaritmica definida anteriormente, se obtiene la siguiente expresion:

~ 2 2
d|z " Oci 1z T; — [bg; Ti — e g d
ln <p< |~>) :Zln (ﬂ) __Z ( (3 /LLd,z> . ( (3 ,LLc,l) +ln< p( ) )
p<C|$> i=1 Ud,i 2 i=1 Ud,i Uc,i 1— p<d>
Una vez que un conjunto de us y o?s se han definido para cada pdf en cada clase a partir de los datos de

entrenamiento y se especifica la prevalencia de la enfermedad en la poblacion, el clasificador de Bayes esta
completamente determinado y se puede usar para clasificar muestras desconocidas con valores medidos .

El rendimiento del clasificador ingenuo de Bayes depende del numero y la calidad de los biomarcadores utilizados
para construir y entrenar al clasificador. Un Unico biomarcador funcionard de acuerdo con su distancia KS
(Kolmogorov-Smirnov), como se define en el Ejemplo 3, a continuacion. Si una métrica de rendimiento del
clasificador se define como el area bajo la curva caracteristica del operador receptor (AUC), un clasificador perfecto
tendra una puntuacion de 1 y un clasificador aleatorio, en promedio, tendra una puntuacion de 0,5. La definicion de
la distancia KS entre dos conjuntos A y i de tamafios ny m es el valor, Dnm = supx|Fan(x) - Fem(x)|, que es la mayor
diferencia entre dos funciones de distribucion acumulada (cdf) empiricas. La cdf empirica para un conjunto A de n

1 n
FA,n(x) = Z IXigac
observaciones X; se define como, ni=1 , donde Ixi<xes la funcion del indicador que es
igual a 1 si X < x es, de otro modo, igual a 0. Por definicion, este valor esta limitado entre 0 y 1, donde una distancia

KS de 1 indica que las distribuciones empiricas no se superponen.

La adicion de marcadores posteriores con buenas distancias KS (> 0,3, por ejemplo, en general, mejorara el
rendimiento de la clasificacion si los marcadores afiadidos posteriormente son independientes del primer marcador.
Utilizando el area bajo la curva ROC (AUC) como puntuaciéon del clasificador, es sencillo generar muchos
clasificadores de puntuacion alta con una variaciéon de un algoritmo ambicioso. (Un algoritmo ambicioso es cualquier
algoritmo que sigue la metaheuristica de resolucién de problemas de realizar la eleccién localmente 6ptima en cada
etapa con la esperanza de encontrar el 6ptimo global).

El enfoque de algoritmo usado en el presente documento se describe con detalle en el Ejemplo 4. Brevemente,
todos los clasificadores de analito individuales se generan a partir de una tabla de biomarcadores potenciales y se
afiaden a una lista. A continuacion, se realizan todas las adiciones posibles de un segundo analito a cada uno de los
clasificadores de analitos individuales almacenados, guardando un nimero predeterminado de los mejores pares de
puntuacion, digase, por ejemplo, mil, en una nueva lista. Se exploran todos los posibles tres clasificadores de
marcadores usando esta nueva lista de los mejores clasificadores de dos marcadores, guardando de nuevo los
mejores miles de estos. Este proceso continla hasta que la puntuacién o bien se estabiliza o comienza a
deteriorarse a medida que se afiaden marcadores adicionales. Los clasificadores de alta puntuacion que quedan
después de la convergencia pueden evaluarse para el rendimiento deseado para un uso previsto. Por ejemplo, en
una aplicacion de diagndstico, los clasificadores con una alta sensibilidad y una especificidad modesta pueden ser
mas deseables que la sensibilidad modesta y la especificidad alta. En otra aplicacion de diagnéstico, los
clasificadores con una especificidad alta y una sensibilidad modesta pueden ser mas deseables. El nivel de
rendimiento deseado generalmente se selecciona en funcién de una compensacion que debe establecerse entre el
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numero de falsos positivos y falsos negativos que pueden tolerarse para cada aplicacion de diagnéstico en
particular. Tales compensaciones generalmente dependen de las consecuencias médicas de un error, ya sea un
falso positivo o un falso negativo.

Se conocen otras diversas técnicas en la materia y pueden emplearse para generar muchos clasificadores
potenciales a partir de una lista de biomarcadores usando un clasificador ingenuo de Bayes. En una realizacién, lo
que se denomina algoritmo genético se puede usar para combinar marcadores diferentes usando la puntuacion de
aptitud como se ha definido anteriormente. Los algoritmos genéticos son particularmente adecuados para explorar
una gran poblacion diversa de clasificadores potenciales. En otra realizaciéon, la denominada optimizacién de
colonias de hormigas puede usarse para generar conjuntos de clasificadores. También se pueden emplear otras
estrategias que se conocen en la técnica, incluyendo, por ejemplo, otras estrategias evolutivas asi como la
hibridaciéon simulada y otros procedimientos de busqueda estocastica. También se pueden emplear procedimientos
metaheuristicos, tal como, por ejemplo, busqueda de armonia.

Las realizaciones a modo de ejemplo usan cualquier numero de biomarcadores de mesotelioma enumerados en la
Tabla 1 en diversas combinaciones para producir pruebas de diagnéstico para detectar mesotelioma (véase el
Ejemplo 2 para una descripcion detallada de como se identificaron estos biomarcadores). En una realizacion, un
procedimiento para diagnosticar mesotelioma usa un procedimiento de clasificacién ingenua de Bayes junto con
cualquier numero de biomarcadores de mesotelioma enumerados en la Tabla 1. En un ejemplo ilustrativo (Ejemplo
3), la prueba mas simple para detectar mesotelioma de una poblaciéon de individuos expuestos a amianto puede
construirse usando un solo biomarcador, por ejemplo, CDH1, que se expresa diferencialmente en el mesotelioma
con una distancia KS de 0,63. Usando los parametros, pc,, Oc,i, Jdi Yy Od,i, para CDH1 de la Tabla 16 y la ecuacion
para la verosimilitud logaritmica descrita anteriormente, se puede obtener una prueba de diagndstico con una AUC
de 0,884, véase la tabla 15. La curva ROC para esta prueba se muestra en la Figura 2.

La adicion del biomarcador BMPER, por ejemplo, con una distancia KS de 0,60, mejora significativamente el
rendimiento del clasificador a una AUC de 0,947. Obsérvese que la puntuacién para un clasificador construido de
dos biomarcadores no es una suma simple de las distancias KS; las distancias KS no son aditivas cuando se
combinan biomarcadores y se necesitan muchos marcadores mas débiles para lograr el mismo nivel de rendimiento
que un marcador fuerte. La adicion de un tercer marcador, F9, por ejemplo, aumenta el rendimiento del clasificador a
una AUC de 0,951. La adicién de biomarcadores adicionales, tales como, por ejemplo, CCL23, CRK, BMP1, TPT1,
FRZB, MDK e ICAM2, produce una serie de pruebas de mesotelioma resumidas en la Tabla 15 y mostradas como
una serie de curvas ROC en la Figura 3. La puntuacién de los clasificadores como una funcién del nimero de
analitos usados en la construccion del clasificador se muestran en la Figura 4. La AUC de este clasificador de diez
marcadores a modo de ejemplo es 0,993.

Los marcadores enumerados en la Tabla 1 se pueden combinar de muchas maneras para producir clasificadores
para diagnosticar el mesotelioma. En algunas realizaciones, los paneles de biomarcadores estan compuestos por
diferentes numeros de analitos dependiendo de un criterio de rendimiento de diagnostico especifico que se
selecciona. Por ejemplo, ciertas combinaciones de biomarcadores produciran pruebas que son mas sensibles (o
mas especificas) que otras combinaciones.

Una vez que se define un panel para incluir un conjunto particular de biomarcadores de la Tabla 1 y se construye un
clasificador a partir de un conjunto de datos de entrenamiento, se completa la definicién de la prueba de diagnéstico.
En una realizacion, el procedimiento utilizado para clasificar una muestra desconocida se resume en la Figura 1A.
En ofra realizacion, el procedimiento utilizado para clasificar una muestra desconocida se describe en la Figura 1B.
La muestra biolégica se diluye adecuadamente y luego se procesa en uno o mas ensayos para producir los niveles
de biomarcadores cuantitativos relevantes utilizados para la clasificacion. Los niveles de biomarcadores medidos se
utilizan como entrada para el procedimiento de clasificacién que arroja una clasificacién y una puntuacion opcional
para la muestra que refleja la confianza de la asignacion de clase.

La Tabla 1 identifica 66 biomarcadores que son utiles para diagnosticar el mesotelioma. Este es un numero
sorprendentemente mayor de lo esperado cuando se compara con lo que se encuentra normalmente durante los
esfuerzos de descubrimiento de biomarcadores y puede atribuirse a la escala del estudio descrito, que abarcé mas
de 1.000 proteinas medidas en cientos de muestras individuales, en algunos casos en concentraciones en el
intervalo femtomolar bajo. Presumiblemente, la gran cantidad de biomarcadores descubiertos refleja las diversas
rutas bioquimicas implicadas tanto en la biologia del tumor como en la respuesta del cuerpo a la presencia del
tumor; cada ruta y proceso involucra a muchas proteinas. Los resultados muestran que ninguna proteina individual
de un pequefio grupo de proteinas es Unicamente informativa sobre tales procesos complejos; mas bien, que
multiples proteinas estan involucradas en procesos relevantes, tales como la apoptosis o la reparacién de la matriz
extracelular, por ejemplo.

Dados los numerosos biomarcadores identificados durante el estudio descrito, cabria esperar obtener un gran
numero de clasificadores de alto rendimiento que puedan utilizarse en diversos procedimientos de diagnoéstico. Para
probar esta nocion, 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 se pueden

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 688 048 T3

combinar para generar clasificadores utiles. A modo de ejemplo, se proporcionan descripciones para los
clasificadores que contienen 1, 2 y 3 biomarcadores para la deteccién de mesotelioma. Como se describe en el
Ejemplo 4, todos los clasificadores que se construyeron utilizando los biomarcadores en la Tabla 1 funcionan
claramente mejor que los clasificadores que se construyeron usando "no marcadores".

También se probé el rendimiento de los clasificadores obtenidos al excluir aleatoriamente algunos de los marcadores
en la Tabla 1, que dio como resultado subconjuntos mas pequefios a partir de los cuales construir los clasificadores.
Como se describe en el Ejemplo 4, Parte 3, los clasificadores que se construyeron a partir de subconjuntos
aleatorios de los marcadores en la Tabla 1 se comportaron de manera similar a los clasificadores éptimos que se
construyeron usando la lista completa de marcadores de la Tabla 1.

También se probo el rendimiento de los clasificadores de diez marcadores obtenidos al excluir los "mejores”
marcadores individuales de la agregacion de diez marcadores. Como se describe en el Ejemplo 4, Parte 3, los
clasificadores construidos sin los "mejores" marcadores de la Tabla 1 también funcionaron bien. Muchos
subconjuntos de los biomarcadores enumerados en la Tabla 1 funcionaron de forma éptima, incluso después de
eliminar los 15 principales marcadores enumerados en la Tabla. Esto implica que las caracteristicas de rendimiento
de cualquier clasificador particular probablemente no se deban a un pequefio grupo central de biomarcadores y que
el proceso de la enfermedad probablemente afecte a numerosas rutas bioquimicas, lo que altera el nivel de
expresion de muchas proteinas.

Los resultados del ejemplo 4 sugieren ciertas conclusiones posibles: En primer lugar, la identificacion de un gran
numero de biomarcadores permite su agregacion en un gran ndmero de clasificadores que ofrecen un rendimiento
similarmente alto. En segundo lugar, los clasificadores pueden construirse de modo que los biomarcadores
particulares puedan sustituirse por otros biomarcadores de una manera que refleje las redundancias que
indudablemente impregnan las complejidades de los procesos de enfermedad subyacentes. Es decir, la informacién
sobre la enfermedad a la que contribuy6 cualquier biomarcador individual identificado en la Tabla 1 se solapa con la
informacion a la que han contribuido otros biomarcadores, de forma que puede ser que ningin biomarcador en
particular o un pequefio grupo de biomarcadores en la Tabla 1 deba incluirse en ningun clasificador.

Las realizaciones a modo de ejemplo usan clasificadores ingenuos de Bayes construidos a partir de los datos de la
Tabla 16 para clasificar una muestra desconocida. El procedimiento se describe en las Figuras 1A y 1B. En una
realizacion, la muestra biolégica se diluye opcionalmente y se procesa en un ensayo de aptameros multiplexado. Los
datos del ensayo se normalizan y calibran como se describe en el Ejemplo 3 y los niveles de biomarcadores
resultantes se usan como entrada para un esquema de clasificacion de Bayes. La razén logaritmica de verosimilitud
se calcula para cada biomarcador medido individualmente y, después, se suma para producir una puntuacion final
de clasificacion, que también se conoce como puntuacion de diagndstico. La asignacion resultante asi como la
puntuacion general de clasificacion pueden notificarse. Opcionalmente, también se pueden notificar los factores de
riesgo de la verosimilitud logaritmica individuales computados para cada nivel de biomarcador. Los detalles del
calculo de la puntuacion de clasificacion se presentan en el Ejemplo 3.

Kits

Se puede detectar cualquier combinacion de los biomarcadores de la Tabla 1 (asi como informacion biomédica
adicional) utilizando un kit adecuado, tal como para usar en la realizacién de los procedimientos descritos en el
presente documento. Adicionalmente, cualquier kit puede contener uno o0 méas 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 el que los
biomarcadores incluyen cualquiera del conjunto de biomarcadores expuesto en la Tabla 1y, opcionalmente, (b) uno
0 mas productos de software o programas informaticos para clasificar al individuo del que se obtuvo la muestra
biolégica que tiene o no mesotelioma o para determinar la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma, como
se describe adicionalmente en el presente documento. Como alternativa, en lugar de uno o mas productos de
programas informaticos, se puede proporcionar una o mas instrucciones para realizar manualmente las etapas
anteriores por parte de un ser humano.

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 e informar 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, guias y datos de referencia.
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En un aspecto, la invencion proporciona kits para el analisis del estado del mesotelioma. 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 correlacion de los biomarcadores con el mesotelioma. 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 el ADN de la 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 un reactivo de captura para
cuantificar uno o mas biomarcadores en una muestra de prueba, en el que dichos biomarcadores comprenden el
conjunto de biomarcadores expuestos en la Tabla 1 o 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 prueba con uno o
mas puntos de corte predeterminados y asignar una puntuacion para cada biomarcador cuantificado segun dicha
comparacion, combinando las puntuaciones asignadas para cada biomarcador cuantificado para obtener una
puntuacion total, comparando la puntuacién total con una puntuacién predeterminada y usando dicha comparacion
para determinar si un individuo tiene mesotelioma. Como alternativa, en lugar de uno o mas algoritmos o programas
informaticos, se puede proporcionar una o mas instrucciones para realizar manualmente las etapas anteriores por
parte de un ser humano.

Procedimientos y software informaticos

Una vez que se selecciona un biomarcador o panel de biomarcadores, un procedimiento para diagnosticar a un
individuo puede comprender lo siguiente: 1) recolectar u obtener de otro modo una muestra biolégica; 2) realizar un
procedimiento analitico para detectar y medir el biomarcador o biomarcadores en el panel en la muestra bioldgica; 3)
realizar cualquier normalizacién o estandarizacion de datos requerida para el procedimiento utilizado para recopilar
los valores de biomarcadores; 4) calcular la puntuacion del marcador; 5) combinar las puntuaciones del marcador
para obtener una puntuacion de diagnodstico total; y 6) notificar la puntuacion de diagnéstico del individuo. En este
enfoque, la puntuacion de diagnostico puede ser un nimero Unico determinado a partir de la suma de todos los
célculos de marcador que se compara con un valor umbral preestablecido que es una indicacion de la presencia o
ausencia de enfermedad. O la puntuacion de diagndstico puede ser una serie de barras que representan un valor de
biomarcador y el patrén de las respuestas se puede comparar con un patrén preestablecido para la determinacion de
la presencia o ausencia de enfermedad.

Al menos algunas realizaciones de los procedimientos descritos en el presente documento pueden implementarse
con el uso de un ordenador. En la figura 6 se muestra un ejemplo de un sistema informatico 100. Con referencia a la
figura 6, el sistema 100 se muestra compuesto por elementos de hardware que estan acoplados eléctricamente a
través del bus 108, que incluye un procesador 101, un dispositivo de entrada 102, un dispositivo de salida 103, un
dispositivo de almacenamiento 104, un lector de medios de almacenamiento legible por ordenador 105a, aceleracion
de procesamiento del sistema de comunicaciones 106 (por ejemplo, DSP o procesadores de propdsito especial) 107
y memoria 109. El lector de medios de almacenamiento legible por ordenador 105a est4 acoplado ademas a medios
de almacenamiento legibles por ordenador 105b, representando la combinacién de manera integral dispositivos de
almacenamiento remotos, local, fijos y / o extraibles, ademas de medios de almacenamiento, memoria, etc., para
informacion que puede leerse de forma temporal y / o permanente, que puede incluir el dispositivo de
almacenamiento 104, memoria 109 y / o cualquier otro recurso de sistema 100 accesible. El sistema 100 también
comprende elementos de software (que se muestran localizados actualmente dentro de la memoria de trabajo 191)
que incluyen un sistema operativo 192 y otro cédigo 193, tales como programas, datos y similares.

Con respecto a la Figura 6, el sistema 100 tiene una amplia flexibilidad y configurabilidad. Por tanto, por ejemplo, se
puede utilizar una Unica arquitectura para implementar uno o mas servidores que pueden configurarse
adicionalmente de acuerdo con protocolos deseables, variaciones de protocolo, extensiones, etc. Sin embargo, sera
evidente para los expertos en la técnica que las realizaciones bien puede utilizarse de acuerdo con requisitos de
aplicacion mas especificos. Por ejemplo, uno o mas elementos del sistema podrian implementarse como
subelementos dentro de un componente del sistema 100 (por ejemplo, dentro del sistema de comunicaciones 106).
También se puede utilizar hardware personalizado y / o se pueden implementar elementos particulares en el
hardware, el software o ambos. Ademas, aunque puede emplearse la conexiéon a otros dispositivos informaticos,
tales como dispositivos de entrada / salida de red (no mostrados), debe entenderse que también se pueden utilizar
conexiones cableadas, inalambricas, médem y / o de otros tipos a otros dispositivos informaticos.

En un aspecto, el sistema puede comprender una base de datos que contiene caracteristicas de biomarcadores
caracteristicos del mesotelioma. Los datos de biomarcadores (o informacion de biomarcadores) se pueden utilizar
como una entrada al ordenador para usar como parte de un procedimiento implementado por ordenador. Los datos
de biomarcadores pueden incluir los datos como se describe en el presente documento.

En un aspecto, el sistema comprende adicionalmente uno o mas dispositivos para proporcionar datos de entrada al
uno o mas procesadores.
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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 un lector de chips de
genes.

El sistema adicionalmente puede comprender un sistema de gestion de base de datos. Las solicitudes o consultas
de los usuarios pueden formatearse en un lenguaje apropiado que entienda el sistema de gestion de la base de
datos que procesa la consulta para extraer la informacion relevante de la base de datos de los conjuntos de
entrenamiento.

El sistema puede conectarse a una red a la que estan conectados 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 es conocido en la materia.
Preferentemente, el servidor incluye el hardware necesario para ejecutar los productos del programa informatico (por
ejemplo, el software) para acceder a los datos de la base de datos para procesar las solicitudes del usuario.

El sistema puede incluir un sistema operativo (por ejemplo, UNIX o Linux) para ejecutar instrucciones desde un
sistema de gestion de bases de datos. En un aspecto, el sistema operativo puede operar en una red de
comunicaciones global, tal como internet y utilizar un servidor de red de comunicaciones global para conectarse a
dicha red.

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 interfaces graficas de usuario conocidas en la
técnica. Las solicitudes introducidas en una interfaz de usuario pueden transmitirse a un programa de aplicacion en
el sistema para formatear para buscar informacioén relevante en una o mas de las bases de datos del sistema. Las
solicitudes o consultas introducidas por un usuario se pueden construir en cualquier lenguaje de base de datos
adecuado.

La interfaz grafica de usuario puede generarse mediante un cédigo de interfaz grafica de usuario como parte del
sistema operativo y puede usarse para ingresar datos y / o para visualizar los datos introducidos. El resultado de los
datos procesados puede mostrarse 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 de un
medio legible 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 expresion). En un aspecto, el dispositivo de entrada puede
incluir un sistema de perfil de expresién génica que incluye, por ejemplo, un espectrometro de masas, un chip de gen
o un lector de matriz, y similares.

Los procedimientos y aparatos para analizar la informacion del biomarcador de mesotelioma de acuerdo con
diversas realizaciones pueden implementarse de cualquier manera adecuada, por ejemplo, usando un programa
informatico que opera en un sistema informatico. Se puede usar un sistema informatico convencional que
comprende un procesador y una memoria de acceso aleatorio, tal como un servidor de aplicaciones accesible
remotamente, un servidor de red, un ordenador personal o una estacién de trabajo. Los componentes adicionales del
sistema informatico 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, un teclado y
dispositivo de seguimiento convencionales. El sistema informatico puede ser un sistema auténomo o parte de una
red de ordenadores que incluye un servidor y una o mas bases de datos.

El sistema de analisis de biomarcador de mesotelioma puede proporcionar funciones y operaciones para completar
el analisis de datos, tal como recopilacién de datos, procesamiento, analisis, notificacion y / o diagndstico. Por
ejemplo, en una realizacion, el sistema informatico puede ejecutar el programa informatico que puede recibir,
almacenar, buscar, analizar y notificar informacion relacionada con los biomarcadores de mesotelioma. El programa
informatico puede comprender multiples médulos que realizan diversas funciones u operaciones, tales como un
maodulo de procesamiento para procesar datos brutos y generar datos complementarios y un médulo de analisis para
analizar datos brutos y datos complementarios para generar un estado y / o diagndstico de mesotelioma. El
diagnéstico del estado del mesotelioma puede comprender la generacion o recopilacion de cualquier otra
informacion, incluida informacion biomédica adicional, con respecto a la afeccién del individuo en relaciéon con la
enfermedad, la identificacion de si pueden ser deseables pruebas adicionales o la evaluacion del estado de salud del
individuo.

En referencia ahora a la Figura 7, se puede ver un ejemplo de un procedimiento para utilizar un ordenador de

acuerdo con los principios de una realizacién divulgada. En la Figura 7, se muestra un diagrama de flujo 3000. En el
bloque 3004, la informacion de biomarcadores se puede recuperar para un individuo. La informacion de
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biomarcadores se puede recuperar de una base de datos informatica, por ejemplo, después de realizar la prueba de
la muestra biolégica del individuo. La informacion de biomarcadores puede comprender valores de biomarcadores
que corresponden cada uno a uno de al menos biomarcadores N seleccionados de un grupo que consiste en los
biomarcadores proporcionados en la Tabla 1, en la que N = 2-66. En el bloque 3008, se puede utilizar un ordenador
para clasificar cada uno de los valores de biomarcadores. Y, en el bloque 3012, se puede hacer una determinacion
en cuanto a la probabilidad de que un individuo tenga mesotelioma basado en una pluralidad de clasificaciones. La
indicacion puede enviarse a una pantalla u otro dispositivo indicador para que pueda ser vista por una persona. Por
tanto, por ejemplo, puede mostrarse en una pantalla de un ordenador u otro dispositivo de salida.

En referencia ahora a la Figura 8, se puede ilustrar un procedimiento alternativo para utilizar una computadora de
acuerdo con otra realizacién a través del diagrama de flujo 3200. En el bloque 3204, se puede utilizar un ordenador
para recuperar informacién de biomarcadores para un individuo. La informacién de biomarcadores comprende un
valor de biomarcador correspondiente a un biomarcador seleccionado del grupo de biomarcadores proporcionado en
la Tabla 1. En el bloque 3208, se puede realizar una clasificacion del valor del biomarcador con el ordenador. Y, en
el bloque 3212, se puede hacer una indicacion sobre la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma basado
en la clasificacion. La indicacion puede enviarse a una pantalla u otro dispositivo indicador para que pueda ser vista
por una persona. Por tanto, por ejemplo, puede mostrarse 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 legible por ordenador que tiene
un cédigo de programa legible por ordenador incorporado en el medio para hacer que un programa de aplicacién se
ejecute en un ordenador con una base de datos.

Como se usa en el presente documento, un "producto de programa informatico" se refiere a un conjunto organizado
de instrucciones en forma de enunciados de lenguaje natural o de programacion que estan contenidas en un medio
fisico de cualquier naturaleza (por ejemplo, escrito, electrénico, magnético, éptico u otro) y que se puede usar con un
ordenador u otro sistema automatizado de procesamiento de datos. Tales enunciados de lenguaje de programacion,
cuando son ejecutadas por una computadora o sistema de procesamiento de datos, hacen que el ordenador o el
sistema de procesamiento de datos actuen de acuerdo con el contenido particular de las enunciados. Los productos
del programa informatico incluyen sin limitacién: programas en cédigo fuente y objeto y / o bibliotecas de prueba o de
datos integradas en un medio legible por ordenador. Adicionalmente, el producto de programa informatico que
permite que un sistema informatico o un dispositivo de procesamiento de datos actie de formas preseleccionadas
puede proporcionarse de varias formas, incluyendo, pero sin limitacion, cédigo fuente original, cédigo de ensamblaje,
cédigo de objeto, lenguaje de la maquina, versiones encriptadas o comprimidas de lo anterior y todos los
equivalentes.

En un aspecto, se proporciona un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de mesotelioma.
El producto de programa informatico incluye un medio legible por ordenador que incorpora codigo de programa
ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cédigo de programa: un
cddigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en el que los datos comprenden
valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores en la muestra biolégica
seleccionados entre el grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 1, en la que n = 2-66; y un cddigo que
ejecuta un procedimiento de clasificacion que indica un estado de mesotelioma 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
mesotelioma. El producto de programa informatico incluye un medio legible por ordenador que incorpora cédigo de
programa ejecutable por un procesador de un dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el coédigo de
programa: un cédigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en el que los datos
comprenden un valor de biomarcador correspondiente a un biomarcador en la muestra bioldgica seleccionado entre
el grupo de biomarcadores proporcionado en la Tabla 1; y un cédigo que ejecuta un procedimiento de clasificacion
que indica un estado de mesotelioma del individuo en funcién del valor del biomarcador.

Aunque se han descrito varias realizaciones como procedimientos o aparatos, debe entenderse que las
realizaciones pueden implementarse a través del codigo acoplado a un ordenador, por ejemplo, un cédigo residente
en una computadora o accesible por el ordenador. Por ejemplo, el software y las bases de datos podrian utilizarse
para implementar muchos de los procedimientos mencionados anteriormente. Por tanto, ademas de las
realizaciones realizadas por hardware, también se observa que estas realizaciones se pueden realizar mediante el
uso de un articulo de fabricacién compuesto por un medio utilizable por ordenador que tiene un cédigo de programa
legible por ordenador incorporado en el mismo, lo que provoca la habilitacién de las funciones divulgadas en esta
descripcion. Por lo tanto, se desea que las realizaciones también se consideren protegidas por esta patente en sus
medios de cdodigo de programa también. Adicionalmente, las realizaciones pueden incorporarse como codigo
almacenado en una memoria legible por ordenador de practicamente cualquier tipo que incluye, sin limitacion, RAM,
ROM, medios magnéticos, medios épticos o medios magneto-6pticos. Incluso mas generalmente, las realizaciones
podrian implementarse en el software o en el hardware, o cualquier combinacién de los mismos, incluyendo, pero sin
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limitacion, software que se ejecuta en un procesador de propdsito general, microcédigo, PLA o ASIC.

También se prevé que las realizaciones podrian realizarse como sefiales de ordenador incorporadas en una onda
portadora, asi como sefiales (por ejemplo, eléctricas y dpticas) propagadas a través de un medio de transmision. Por
tanto, los diversos tipos de informacion discutidos anteriormente podrian formatearse en una estructura, tales como
una estructura de datos y transmitirse como una sefial eléctrica a través de un medio de transmisién o almacenarse
en un medio legible por ordenador.

También se observa que muchas de las estructuras, materiales y actos enumerados en el presente documento se
pueden citar como medios para realizar una funcién o paso para realizar una funcién. Por lo tanto, debe entenderse
que dicho lenguaje tiene derecho a cubrir todas las estructuras, materiales o actos divulgados en esta especificacion
y sus equivalentes.

El proceso de identificacion de biomarcadores, la utilizacion de los biomarcadores divulgados en el presente
documento y los diversos procedimientos para determinar los valores de biomarcadores se describen con detalle
anteriormente con respecto al mesotelioma. Sin embargo, la aplicacion del proceso, el uso de biomarcadores
identificados y los procedimientos para determinar los valores de biomarcadores son totalmente aplicables a otros
tipos especificos de cancer, al cancer en general, o a cualquier otra enfermedad o afeccion médica o a la
identificacion de individuos que pueden o no ser beneficiados por un tratamiento médico auxiliar. Excepto cuando se
refiere a resultados especificos relacionados con el mesotelioma, como queda claro a partir del contexto, puede
entenderse que las referencias en el presente documento al mesotelioma incluyen otros tipos de cancer, cancer en
general o cualquier otra enfermedad o afeccion médica.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan solo con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la aplicacién
tal como se define en las reivindicaciones adjuntas. Todos los ejemplos descritos en el presente documento se
llevaron a cabo usando técnicas estandar, que son bien conocidas y rutinarias para los expertos en la técnica. Las
técnicas de biologia molecular de rutina descritas en los siguientes ejemplos se pueden llevar a cabo tal como se
describe en manuales de laboratorio estandar, tales 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 muestras con aptameros multiplexados

Este ejemplo describe el ensayo de aptameros multiplexado utilizado para analizar las muestras y los controles para
la identificacion de los biomarcadores establecidos en la Tabla 1 (véase la Figura 9) y la identificacion de los
biomarcadores de cancer expuestos en la Tabla 19. Para los estudios de mesotelioma, cancer de pulmén y
carcinoma de células renales, el analisis multiplexado utilizé6 1045 aptameros, cada uno exclusivo para una diana
especifica.

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

Asimismo, salvo que se indique de otro modo, la mayoria de las transferencias de solucion y adiciones de lavado
usaron la cabeza de 96 pocillos de un Beckman Biomek FxP. Las etapas del procedimiento pipeteadas
manualmente utilizaron un P200 Pipetteman de doce canales (Rainin Instruments, LLC, Oakland, CA), a menos que
se indique otra cosa. Se preparé internamente un tampon adaptado denominado SB17, que comprende HEPES 40
mM, NaCl 100 mM, KCI 5 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM a pH 7,5. Se prepar6 internamente un tampdn adaptado
denominado SB18, que comprende HEPES 40 mM, NaCl 100 mM, KCI 5 mM, MgCIl 5 mM; a pH 7,5. Todas las
etapas s realizaron a temperatura ambiente a menos que se indique lo contrario.

1. Preparacion de la solucion madre de aptameros

Se prepararon soluciones madre de aptameros adaptadas para suero al 5 %, 0,316 % y 0,01 % a una concentracion
2x en 1x SB17, Tween-20 al 0,05 %.

Estas soluciones se almacenan a -20 °C hasta su uso. El dia del ensayo, cada mezcla de aptamero se descongelé a
37 °C durante 10 minutos, se colocé en un bafio de agua en ebulliciéon durante 10 minutos y se dejo enfriar a 25 °C
durante 20 minutos con mezcla enérgica entre cada etapa de calentamiento. Después de calentar-enfriar, 55 pl de
cada mezcla de 2x aptameros, se pipeted6 manualmente en una placa Hybaid de 96 pocillos y la ldmina de la placa
se sell6. El resultado final fue tres placas Hybaid selladas con papel de aluminio de 96 pocillos con mezclas de 5 %,
0,316 % 0 0,01 % de aptamero. La concentracion del aptamero individual fue 2x final o 1 nM.

2. Preparacion de la muestra de ensayo
Se colocaron alicuotas congeladas de suero o plasma al 100%, almacenadas a -80 °C, en un bafio de agua a 25 °C

durante 10 minutos. Las muestras descongeladas se colocaron en hielo, se agitaron en vortex suavemente (en 4)

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 688 048 T3

durante 8 segundos y luego se reemplazaron en hielo.

Se prepar6 una solucidon de muestra al 10 % (2x final) transfiriendo 8 pl de la muestra usando un pipeteador de 8
canales de 50 pl en placas Hybaid de 96 pocillos, cada pocillo contiene 72 pl del diluyente de muestra apropiado a 4
°C (1x SB17 para suero o 0,8x SB18 para plasma, mas 0,06 % de Tween-20, Z-block_2 11,1 uyM, MgCl; 0,44 mM,
AEBSF 2,2mM, EGTA 1,1 mM, EDTA 55,6 uM). Esta placa se almacend en hielo hasta que se iniciaron las
siguientes etapas de dilucién de la muestra en el robot BiomekFxP.

Para comenzar el equilibrio de la muestra y el aptamero, la placa de muestra al 10 % se centrifugé brevemente y se
coloco en el Beckman FX donde se mezcld pipeteando hacia arriba y hacia abajo con la pipeta de 96 pocillos. A
continuacion, se prepard una placa de muestra al 0,632 % (2x final) diluyendo 6 pl de la muestra del 10 % en 89 pl
de 1xSB17, Tween-20 al 0,05 % con AEBSF 2 mM. A continuacion, la dilucién de 6 ul de la muestra resultante al
0,632 % en 184 pul de 1xSB17, Tween-20 al 0,05 % hizo una placa de muestra de 0,02 % (2x final). Las diluciones se
realizaron en Beckman Biomek FxP. Después de cada transferencia, las soluciones se mezclaron pipeteando hacia
arriba y hacia abajo. Las 3 placas de dilucion de muestras se transfirieron luego a sus respectivas soluciones de
aptameros afiadiendo 55 pl de la muestra a 55 pl de la mezcla apropiada de 2x aptameros. Las soluciones de
muestra y aptameros se mezclaron en el robot pipeteando hacia arriba y hacia abajo.

3. Union de equilibrado de la muestra

Las placas de muestra/aptamero se sellaron con papel de aluminio y se colocaron en una incubadora a 37 °C
durante 3,5 horas antes de proceder a la etapa de Captura 1.

4. Preparacion de la placa de perlas de captura 2

Una alicuota de 11 ml de MyOne (Invitrogen Corp., CA) perlas de estreptavidina C1 (10 mg/ml) se lavo 2 veces con
volumenes iguales de NaOH 20 mM (5 minutos de incubacion para cada lavado), 3 veces con volimenes iguales de
1x SB17, Tween-20 al 0,05 % y se resuspendieron en 11 ml de 1x SB17, Tween-20 al 0,05 %. Usando una pipeta
multicanal de 12 tramos, se pipetearon 50 ul de esta solucion manualmente en cada pocillo de una placa Hybaid de
96 pocillos. A continuacién, la placa se cubrié con papel de aluminio y se almacené a 4 °C para su uso en el ensayo.

5. Preparacion de las placas de perlas de captura 1

Tres placas 0,45 ym Millipore HV (membrana Durapore, n.° de cat. MAHVN4550) se equilibraron con 100 pl de 1x
SB17, Tween-20 al 0,05 % durante al menos 10 minutos. El tampon de equilibrado se filtré luego a través de la placa
y se afiadieron 133,3 pl de una suspension de perlas de agarosa con estreptavidina al 7,5 % (en 1x SB17, Tween-20
al 0,05 %) en cada pocillo. Para mantener las perlas de estreptavidina-agarosa suspendidas mientras se transfirieron
a la placa del filtro, la solucion de perlas se mezclé manualmente con un pipeteador de 12 canales de 200 ul, al
menos 6 veces entre eventos de pipeteo. Después de distribuir las perlas a través de las 3 placas de filtro, se aplicd
un vacio para eliminar el sobrenadante de la perla. Finalmente, las perlas se lavaron en las placas de filtro con 200
pl 1x SB17, Tween-20 al 0,05 % y luego se resuspendieron en 200 pl de 1x SB17, Tween-20 al 0,05 %. Los fondos
de las placas de filtro se transfirieron y las placas se almacenaron para usar en el ensayo.

6. Carga del Cytomat

El citémetro se cargé con todas las puntas, placas, todos los reactivos en canales (excepto el reactivo NHS-biotina
que se prepard nuevo justo antes de la adicion a las placas), 3 placas filtrantes 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 muestra/aptdmero se retiraron de la incubadora, se
centrifugaron durante aproximadamente 1 minuto, se retird la cubierta y se colocaron en la cubierta de Beckman
Biomek FxP. Se inici6 el programa Beckman Biomek FxP. Todas las etapas posteriores en la Captura 1 fueron
realizados por el robot Beckman Biomek FxP a menos que se indique lo contrario. Dentro del programa, se aplic
vacio a las placas de filtro de Captura 1 para eliminar el sobrenadante de las perlas. Se afiadieron cien microlitros de
cada una de las reacciones de union de equilibrado al 5 %, 0,316 % y 0,01 % se afadieron a sus placas de filtracion
de Captura 1 respectivas y cada placa se mezclé usando un agitador orbital en la cubierta a 800 rpm durante 10
minutos.

La solucién no unida se elimind mediante filtracion al vacio. Las perlas de Captura 1 se lavaron con 190 pl de biotina

100 uM en 1x SB17, Tween-20 al 0,05 % seguido de 5x 190 ul de 1x SB17, Tween-20 al 0,05 % dispensando la
solucion e inmediatamente extrayendo un vacio para filtrar la solucién a través de la placa.
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8. Marcaje

Una alicuota de NHS-PEO4-biotina 100 mM en DMSO anhidro se descongel6 a 37 °C durante 6 minutos y luego se
diluy6é 1:100 con tampoén de marcaje (SB17 a pH 7,25, Tween-20 al 0,05 %). Cuando indicé un robot, el reactivo
NHS-PEO4-biotina diluido se afiadi6 manualmente a un recipiente en la plataforma y el programa del robot se
reinicié6 manualmente para dispensar 100 yl de NHS-PEO4-biotina en cada pocillo de cada placa de filtro de Captura
1. Esta solucion se dejo incubar con perlas de Captura 1 con agitacion a 800 rpm durante 5 minutos en los
agitadores orbitales.

9. Exposicion cinética y fotoescision

La reaccion de marcaje se elimind mediante filtracion al vacio y se inactivd mediante la adicion de 150 pl de glicina
20 mM en 1x SB17, Tween-20 al 0,05 % en las placas de Captura 1. La solucion de NHS-marcador/ glicina se
elimind por filtracion al vacio. A continuacion, Se afiadieron 1.500 pl de glicina 20 mM de (1x SB17, Tween-20 al
0,05 %) a cada placa y se incub6 durante 1 minuto en agitadores orbitales a 800 rpm antes de la eliminacion por
filtracion al vacio.

Los pocillos de las placas de Captura 1 se lavaron tres veces afiadiendo 190 ul de 1x SB17, Tween-20 al 0,05 %,
seguido de filtracion al vacio y, después, afiadiendo 190 pl 1x SB17, Tween-20 al 0,05 % con agitacion durante 1
minuto a 800 rpm, seguido de filtracion al vacio. Después del ultimo lavado, las placas se colocaron en la parte
superior de una placa de pocillo profundo de 1 ml y se retiraron de la plataforma. Las placas de Captura 1 se
centrifugaron a 1.000 rpm durante 1 minuto para eliminar tanto volumen extrafio de las perlas de agarosa antes de la
eluciéon como sea posible.

Las placas se volvieron a colocar en Beckman Biomek FxP y se afiadieron 85 ul de DxSO4 10 mM en 1x SB17,
Tween-20 al 0,05 % a cada pocillo de las placas de filtro.

Las placas de filtro se retiraron de la plataforma, se colocaron en un Thermoshaker Variomag (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA ) bajo las fuentes de luz BlackRay (Ted Pella, Inc., Redding, CA) y se irradiaron durante
5 minutos en agitacion a 800 rpm. Después de la incubacién de 5 minutos, las placas se hicieron girar 180 grados y
se irradiaron con agitacion durante 5 minutos mas.

Las soluciones fotoescindidas se eluyeron secuencialmente de cada placa de Captura 1 en una placa de pocillo
profundo comun colocando primero la placa de filtro de Captura 1 del 5 % en la parte superior de una placa de
pocillo profundo de 1 ml y centrifugando a 1.000 rpm durante 1 minuto. Las placas de Captura 1 de 0,316 % y 0,01
% se centrifugaron secuencialmente en la misma placa de pocillos profundos.

10. Captura de perlas de Captura 2

El blogue de pocillo profundo de 1 ml que contiene las fracciones eluidas combinados de la Captura 1 se colocé en
la plataforma de Beckman Biomek FxP para la Captura 2.

El robot transfiri6 toda la fraccion eluida fotoescindida de la placa de pocillos profundos de 1 ml a la placa Hybaid
que contenia las perlas magnéticas de Captura 2 MyOne preparadas previamente (después de la eliminacion del
tampon MyOne por separacion magnética).

La solucion se incubd en agitacion a 1.350 rpm durante 5 minutos a 25 °C en un TeriShag Thermoshaker (Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA).

El robot transfirio la placa a la estacion de separacion magnética en la plataforma. La placa se incubd en el iman
durante 90 segundos antes de la eliminacion y el descarte del sobrenadante.

11. Lavados con 30 % de glicerol a 37 °C

La placa DE Captura 2 se movi6 al agitador térmico en la plataforma y Se transfirieron 75 pl de 1x SB17, Tween-20
al 0,05 % a cada pocillo. La placa se mezclé durante 1 minuto a 1.350 rpm y a 37 °C para resuspender y calentar las
perlas. A cada pocillo de la placa de Captura 2, se trasfirieron 75 pl de 60 % de glicerol a 37 °C y la placa continué
mezclandose durante otro minuto a 1.350 rpm y 37 °C. El robot transfiri6 la placa al separador magnético a 37 °C,
donde se incubd en el iman durante 2 minutos y, a continuacion, el robot eliminé y descarté el sobrenadante. Estos
lavados se repitieron dos veces més.

Después de eliminar el tercer lavado con glicerol al 30 % de las perlas de Captura 2, se afiadieron 150 pl de 1x
SB17, Tween-20 al 0,05 % a cada pocillo y se incubaron a 37 °C, agitando a 1.350 rpm durante 1 minuto, antes de
eliminarlo por separacion magnética en el iman a 37 °C.

Las perlas de Captura 2 se lavaron por Ultima vez usando 150 pl 1x SB17, Tween-20 al 0,05 % con incubacién
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durante 1 minuto en agitacion a 1.350 rpm a 25 °C antes de la separacién magnética.
12. Elucion de las perlas de Captura 2 y neutralizacién

Los aptameros se eluyeron de las perlas de Captura 2 afiadiendo 105 pyl de CAPSO 100 mM con NaCl 1 M, Tween-
20 al 0,05 % en cada pocillo. Las perlas se incubaron con esta solucién con agitacion a 1.300 rpm durante 5
minutos.

La placa de Captura 2 se coloco después en el separador magnético durante 90 segundos antes de la transferencia
de 63 pl de la fraccion eluida a una nueva placa de 96 pocillos que contiene 7 pl de HCl 500 mM, HEPES 500 mM,
Tween-20 al 0,05 % en cada pocillo. Después de la transferencia, la solucion se mezcl6 en el robot pipeteando 60 pl
arriba y abajo cinco veces.

13. Hibridacion

El Beckman Biomek FxP transfirid 20 pl de la fraccion eluida de Captura 2 neutralizada a una placa Hybaid fresca y
a cada pocillo se afiadieron 6 pl de 10x Agilent Bloc, que contiene un pico de 10x de controles de hibridacion. A
continuacion, manualmente se pipetearon 30 pl de tampdn de hibridacién 2x Agilent en cada pocillo de la placa que
contenia las muestras neutralizadas y el tampon de bloqueo y la solucion se mezclé pipeteando manualmente 25 pl
arriba y abajo 15 veces lentamente para evitar la formacion de burbujas extensas. La placa se centrifugé a 1.000
rpm durante 1 minuto.

Se disefiaron portaobjetos de micromatrices adaptados Agilent (Agilent Technologies, Inc., CA) de modo que
contuvieran sondas complementarias a la regién aleatoria del aptamero més alguna regiéon de cebador. Para la
mayoria de los aptameros, la longitud 6ptima de la secuencia complementaria se determiné empiricamente y vari6
entre 40-50 nucledtidos. Para los aptameros posteriores se eligié una region complementaria de 46 unidades por
defecto. Las sondas se unieron a la superficie del portaobjetos con un enlazador de poli-T para una longitud de
sonda total de 60 nucledtidos.

Se coloco un portaobjetos de tipo junta en una camara de hibridacion Agilent y se pipetearon manualmente 40 pl de
cada una de las muestras que contenian la solucién de hibridacién y bloqueo en cada junta. Se us6 un pipeteador de
expansion variable de 8 canales de una manera destinada a minimizar la formaciéon de burbujas. Se disefiaron
portaobjetos de micromatrices adaptados Agilent (Agilent Technologies, Inc., con su cddigo de barras numérico
hacia arriba, se bajaron lentamente sobre los portaobjetos de tipo junta (consulte el manual de Agilent para obtener
una descripcion detallada).

La parte superior de las camaras de hibridacién se colocaron en el sandwich de deslizamiento/respaldo y las
abrazaderas de sujecion se deslizaron sobre todo el conjunto. Estos conjuntos se sujetaron firmemente apretando
los tornillos de forma segura.

Cada sandwich de portaobjetos de deslizamiento/respaldo se inspecciond visualmente para asegurar que la burbuja
de solucion se pudiera mover libremente dentro de la muestra. Si la burbuja no se movia libremente, el conjunto de
la cdmara de hibridacion se golped suavemente para desacoplar las 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
con rotacién a 20 rpm.

14. Lavado posterior a la hibridacion

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

Se prepar6 una placa de tincion para Agilent Wash 2 colocando una barra de agitacion en una placa de tincion de
vidrio vacia.

Se dej6 una cuarta placa de tincién de vidrio para el lavado final en acetonitrilo.

Se desmontoé cada una de las seis camaras de hibridacion. Uno a uno, el sandwich de deslizamiento/respaldo se
retir6 de su camara de hibridacién y se sumergié en la placa de tincién que contenia el Lavado 1. El sandwich de
deslizamiento/respaldo se separé usando un par de pinzas, mientras se seguia sumergiendo el portaobjetos de
micromatrices. El portaobjetos se transfirié rapidamente a la gradilla de portaobjetos en la placa de tincion del
Lavado 1 en la placa de agitacién magnética.

La gradilla de portaobjetos se subio y bajoé suavemente 5 veces. El agitador magnético se encendié en un ajuste bajo
y los portaobjetos se incubaron durante 5 minutos.
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Cuando quedaba un minuto para el lavado 1, se afiadié tampdn de lavado 2 previamente calentado a 37 °C en una
incubadora a la segunda placa de tincién preparada. La gradilla de portaobjetos se transfirié rapidamente al tampén
de lavado 2 y se eliminé cualquier exceso de tampoén en el fondo del portaobjetos raspandolo en la parte superior de
la placa de tincion. La gradilla de portaobjetos se subié y bajé suavemente 5 veces. El agitador magnético se
encendid en un ajuste bajo y los portaobjetos se incubaron durante 5 minutos.

La gradilla de portaobjetos se sacé lentamente del lavado 2, requiriendo aproximadamente 15 segundos para retirar
los portaobjetos de la solucion.

Cuando quedaba un minuto del lavado 2, se afiadioé acetonitrilo (ACN) a la cuarta placa de tincion. La gradilla de
portaobjetos se transfiri6 a la placa de tincion con acetonitrilo. La gradilla de portaobjetos se subié y bajé
suavemente 5 veces. El agitador magnético se encendié en un ajuste bajo y los portaobjetos se incubaron durante 5
minutos.

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

15. Formacion de imagenes por micromatrices

Los portaobjetos de micromatrices se colocaron en portaobjetos de escaner Agilent y se cargaron en el escaner
Agilent Microarray de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se realizaron imagenes de los portaobjetos en el canal Cy3 en 5 pm resolucion en el ajuste 100 % de PMT vy la
opcion XRD habilitada en 0,05. Las imagenes tiff resultantes se procesaron con el software de extraccion de
caracteristicas Agilent version 10.5.

Ejemplo 2. Identificacion de biomarcadores

La identificacion de potenciales biomarcadores de mesotelioma se realizé para el diagndstico de mesotelioma en
individuos expuestos al amianto. Los criterios de inclusion para este estudio fueron edad superior a 18 afios, capaz
de otorgar un consentimiento informado y de proporcionar una muestra de sangre y tener un diagndstico
documentado de mesotelioma o hallazgos benignos. Para los casos, muestras de sangre recolectadas antes del
tratamiento o cirugia y posteriormente diagnosticadas con mesotelioma. Los criterios de exclusion incluyeron el
diagnostico previo o el tratamiento del cancer (excluyendo el carcinoma escamoso de la piel) en un plazo de 5 afios
antes de la extraccion de sangre. Se recogieron muestras de suero de 4 puntos diferentes e incluyeron 158 muestras
de mesotelioma y 140 muestras de grupo de control como se describe en la Tabla 17. El ensayo de afinidad de
aptadmeros multiplexado como se describe en el Ejemplo 1 se us6 para medir y notificar el valor de RFU para 1.045
analitos en cada una de estos 298 muestras. Dado que las muestras de suero se obtuvieron de 4 estudios
independientes y sitios bajo protocolos similares, se realizé un examen de las diferencias del sitio antes del analisis
para el descubrimiento de biomarcadores.

Cada una de las poblaciones de casos y controles se compararon separadamente mediante la generacion de
funciones de distribucion acumulativa dependientes de la clase (cdfs) para cada uno de los 1.045 analitos. La
distancia KS (estadistica Kolmogorov-Smirnov) entre los valores de dos conjuntos de muestras es una medida no
paramétrica del grado 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, una proporcion de los
valores del Conjunto A sera menor que T, y una 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 eleccion de T.

Este conjunto de biomarcadores potenciales se puede usar para construir clasificadores que asignan muestras a un
grupo de control o de enfermedad. De hecho, muchos de tales clasificadores se produjeron a partir de estos
conjuntos de biomarcadores y se determind la frecuencia con la que se utilizd cualquier biomarcador en los buenos
clasificadores de puntuacion. Los biomarcadores que aparecieron con mayor frecuencia entre los clasificadores de
puntuacion mas importantes fueron los mas Utiles para crear una prueba de diagndstico. En este ejemplo, los
clasificadores bayesianos se usaron para explorar el espacio de clasificacion, pero se pueden emplear muchas otras
técnicas de aprendizaje supervisado para este fin. La idoneidad de la puntuacion de cualquier clasificador individual
se midié con el area bajo la curva caracteristica operacional del receptor (AUC de la ROC) del clasificador en la
superficie Bayesiana, suponiendo una prevalencia de enfermedad de 0,5. Esta métrica de puntuacién varia de cero a
uno, siendo uno un clasificador libre de errores. Los detalles de construir un clasificador bayesiano a partir de
mediciones de poblaciones de biomarcadores se describen en el Ejemplo 3.

Utilizando los 66 analitos en la Tabla 1, se encontrd un total de 925 clasificadores de 10 analitos con una AUC de

0,99 para diagnosticar mesotelioma del grupo de control. A partir de este conjunto de clasificadores, se encontré un
total de 10 biomarcadores en el 30 % o mas de los clasificadores de puntuacion alta. La Tabla 13 proporciona una
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lista de estos biomarcadores potenciales y la Figura 10 es una grafica de la frecuencia para los biomarcadores
identificados.

Ejemplo 3. Clasificacion ingenua bayesiana para el mesotelioma

De la lista de biomarcadores identificados como utiles para discriminar entre mesotelioma y controles, se selecciono
un panel de diez biomarcadores y se construyé un clasificador ingenuo de Bayes, véanse las Tablas 16 y 18. Las
funciones de densidad de probabilidad dependientes de clase (pdfs), p(xic) y p(xid), donde x; es el log del valor
medido de RFU para el biomarcador i, y ¢ y d se refieren a las poblaciones de control y enfermedad, se modelaron
como funciones de distribucion normal logaritmica caracterizadas por una media y y una varianza ¢°. Los
parametros para los pdfs de los diez biomarcadores se enumeran en la Tabla 16 y en la Figura 5 se muestra un
ejemplo de los datos brutos junto con el ajuste del modelo a un pdf normal. La suposicién subyacente parece ajustar
los datos bastante bien, como se pone de manifiesto en la Figura 5.

La clasificacion ingenua de Bayes para dicho modelo viene dada por la siguiente ecuacion, en la que p{d) es la
prevalencia de la enfermedad en la poblacién,

~ 2 2
pldlz)) _§ (0ei) 1 S |(B )T (B s g, p(d)
plclz = \oawi) 23 Od,i Oci 1 —p(d)
apropiado para la prueba y n = 10. Cada uno de los términos en la suma es una razon de la verosimilitud logaritmica
para un marcador individual y la razén de la verosimilitud logaritmica total de una muestra festar libre de la
enfermedad de interés (es decir, en este caso, mesotelioma) frente a tener la enfermedad es simplemente la suma
de estos términos individuales mas un término que representa la prevalencia de la enfermedad. Para simplificar,

p(d) |
T—p@) "

Dada una medicidon de muestra desconocida en llog(RFU) para cada uno de los diez biomarcadores de 9,6, 8,0, 7,4,
7,0,7,3,8,9, 7,3, 8,3, 10,0, 7,3, el calculo de la clasificacion se detalla en la Tabla 16. Los componentes individuales
que comprenden la razén de verosimilitud logaritmica para la enfermedad frente a la clase de control se tabulan y se
pueden calcular a partir de los parametros en la Tabla 16 y los valores dex. La suma de las razones de verosimilitud
logaritmica individuales es -6,364 o la probabilidad de estar libre de la enfermedad frente a tener la enfermedad de
581, en la que la probabilidad €%%* = 581. Los primeros valores de 1 biomarcador tienen probabilidades mas
consistentes con el grupo de la enfermedad (probabilidad logaritmica > 0), pero se ha hallado de forma consistente
que los 9 biomarcadores restantes favorecen al grupo de control. Al multiplicar las probabilidades juntas se obtienen
los mismos resultados que se muestran anteriormente; una probabilidad de 581 de que la muestra desconocida esté
libre de la enfermedad. De hecho, esta muestra provino de la poblacion de control en el conjunto de entrenamiento.

In

suponemos p(d) = 0,5 de modo que

Ejemplo 4. Algoritmo ambicioso para seleccionar paneles de biomarcadores para clasificadores.

Este ejemplo describe la seleccion de biomarcadores de la Tabla 1 para formar paneles que pueden usarse como
clasificadores en cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento. Los subconjuntos de los
biomarcadores en la Tabla 1 se seleccionaron para construir clasificadores con buen rendimiento. Este
procedimiento también se usé para determinar qué marcadores potenciales se incluyeron como biomarcadores en el
Ejemplo 2.

La medida del rendimiento del clasificador utilizado aqui es la AUC; un rendimiento de 0,5 es la expectativa de
referencia para un clasificador aleatorio (lanzamiento de moneda), un clasificador peor que el azar puntuaria entre
0,0 y 0,5, un clasificador con un rendimiento mejor que el aleatorio puntuaria 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 procedimientos descritos
en el Ejemplo 4 a otras medidas comunes de rendimiento, tal como la medida F, la suma de sensibilidad y
especificidad, o el producto de la sensibilidad y la especificidad. Especificamente, se podria tratar la sensibilidad y la
especificidad con diferente peso, para seleccionar los clasificadores que funcionan con mayor especificidad a
expensas de alguna sensibilidad, o para seleccionar los clasificadores que funcionan con mayor sensibilidad a
expensas de alguna especificidad. Dado que el procedimiento descrito en el presente documento solo implica una
medida de "rendimiento”, se puede utilizar cualquier esquema de ponderacién que dé como resultado una unica
medida de rendimiento. Las diferentes aplicaciones tendran diferentes beneficios para los hallazgos positivos
verdaderos y negativos verdaderos, y también los diferentes costes asociados con los hallazgos falsos positivos de
los hallazgos falsos negativos. Por ejemplo, la deteccion selectiva de individuos de alto riesgo asintomaticos y el
diagnéstico diferencial de mesotelioma a partir de sintomas pleurales benignos no tendran, en general, el mismo
compromiso 6ptimo entre especificidad y sensibilidad. Las diferentes demandas de las dos pruebas generalmente
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requeriran establecer una ponderacion diferente a las clasificaciones erroneas positivas y negativas, que se
reflejaran en la medida del rendimiento. El cambio de la medida de rendimiento generalmente cambiara el
subconjunto exacto de marcadores seleccionados de la Tabla 1 para un conjunto de datos dado.

Para el enfoque Bayesiano para la discriminacion de muestras de mesotelioma de muestras de control descritas en
el Ejemplo 3, el clasificador se parametriz6 completamente mediante la distribucion de biomarcadores en las
muestras de entrenamiento de enfermedad y benigno, y la lista de biomarcadores se eligio de la Tabla 1; es decir, el
subconjunto de marcadores elegidos para la inclusién determiné un clasificador en una forma individual dado un
conjunto de datos de entrenamiento.

El procedimiento ambicioso empleado en el presente documento se utilizd para buscar el subconjunto éptimo de
marcadores de la Tabla 1. Para un pequefio nimero de marcadores o clasificadores con relativamente pocos
marcadores, cada subconjunto posible de marcadores se enumeraron y evaluaron en términos del rendimiento del
clasificador construido con ese conjunto particular de marcadores (véase el Ejemplo 4, parte 2). (Este enfoque es
bien conocido en el campo de las estadisticas como "mejor seleccién de subconjuntos”; véase, por ejemplo, Hastie
et al). Sin embargo, para los clasificadores descritos en el presente documento, el nimero de combinaciones de
marcadores multiples puede ser muy grande, y no fue posible evaluar cada conjunto posible de 10 marcadores, ya
que hay 30.045.015 posibles combinaciones que se pueden generar a partir de una lista de solo 30 analitos totales.
Debido a la imposibilidad de buscar a través de cada subconjunto de marcadores, es posible que no se encuentre el
Unico subconjunto 6ptimo; sin embargo, al usar este enfoque, se encontraron muchos subconjuntos excelentes y, en
muchos casos, cualquiera de estos subconjuntos puede representar uno 6ptimo.

En lugar de evaluar todos los posibles conjuntos de marcadores, se puede seguir un enfoque progresivo directo
"ambicioso" (véase, por ejemplo, Dabney AR, Storey JD (2007) Optimality Driven Nearest Centralid Classification
from Genomic Data. PLoS ONE 2(10): e1002. doi:10.1371/journal.pone.0001002). Usando este procedimiento, se
inicia un clasificador con el mejor marcador individual (Segun la distancia KS para los marcadores individuales) y se
cultiva en cada paso probando, a su vez, cada miembro de una lista de marcadores que actualmente no es miembro
del conjunto de marcadores en el clasificador. EI marcador que puntia mejor en combinacion con el clasificador
existente se afiade al clasificador. Esto se repite hasta que no se logran mas mejoras en el rendimiento.
Lamentablemente, este enfoque puede pasar por alto valiosas combinaciones de marcadores para los cuales
algunos de los marcadores individuales no son todos elegidos antes de que se detenga el proceso.

El procedimiento ambicioso utilizado en el presente documento fue una elaboracion del enfoque paso a paso
anterior, porque, para ampliar la busqueda, en lugar de mantener solo un clasificador candidato (subconjunto de
marcador) en cada etapa, se mantuvo una lista de clasificadores candidatos. La lista se sembré con cada
subconjunto de marcadores (usando cada marcador en la tabla por si mismo). La lista se amplié por etapas al
derivar nuevos clasificadores (subconjuntos de marcadores) de los que estan actualmente en la lista y afiadirlos a la
lista. Cada subconjunto de marcadores actualmente en la lista se amplié afiadiendo cualquier marcador de la Tabla 1
que no formara parte de ese clasificador y que, al sumarse al subconjunto, no duplicaria un subconjunto existente
(estos se denominan "marcadores permisibles"). Todos los subconjuntos de marcadores existentes se extendieron
por cada marcador permitido de la lista. De manera clara, tal proceso eventualmente generaria cada subconjunto
posible, y la lista se quedaria sin espacio. Por lo tanto, todos los clasificadores generados se mantuvieron solo
mientras la lista era menor que algun tamafio predeterminado (con frecuencia suficiente para contener los tres
subconjuntos de marcadores). Una vez que la lista alcanzé el limite de tamafio predeterminado, se volvio elitista; es
decir, solo los clasificadores que mostraban un cierto nivel de rendimiento se mantuvieron en la lista, y los otros
cayeron al final de la lista y se perdieron. Esto se logré manteniendo la lista ordenada en orden de rendimiento del
clasificador; se insertaron nuevos clasificadores que eran por lo menos tan buenos como el peor clasificador
actualmente en la lista, forzando la expulsiéon de clasificadores de bajo rendimiento actuales. Otro detalle de la
implementacion es que la lista fue completamente reemplazada en cada etapa generacional; por lo tanto, cada
clasificador en la lista tenia el mismo ndmero de marcadores, y en cada etapa, el nUmero de marcadores por
clasificador crecié en uno.

Como este procedimiento produjo una lista de clasificadores candidatos utilizando diferentes combinaciones de
marcadores, uno puede preguntarse si los clasificadores pueden combinarse para evitar errores que podrian ser
cometidos por el mejor clasificador individual, o por grupos minoritarios de los mejores clasificadores. Tales
procedimientos de "conjunto" y "comité de expertos" son bien conocidos en los campos del aprendizaje estadistico y
automatico e incluyen, por ejemplo, “Promediado”, “Votacién”, “Apilamiento”, “Empaquetado y "Potenciacion" (véase,
por ejemplo, Hastie et al). Estas combinaciones de clasificadores simples proporcionan un procedimiento para
reducir la varianza en las clasificaciones debido al ruido en cualquier conjunto particular de marcadores al incluir
varios clasificadores diferentes y, por lo tanto, informacién de un conjunto mas grande de los marcadores de la tabla
de biomarcadores, promediando efectivamente entre los clasificadores. Un ejemplo de la utilidad de este enfoque es
que puede evitar que valores atipicos en un solo marcador afecten negativamente a la clasificacion de una sola
muestra. El requisito de medir un mayor numero de sefiales puede ser poco practico en ensayos de anticuerpos
convencionales de "un marcador a la vez", pero no tiene inconvenientes para un ensayo de aptamero
completamente multiplexado. Técnicas como estas se benefician de una tabla mas extensa de biomarcadores y
utilizan las multiples fuentes de informacion sobre los procesos de la enfermedad para proporcionar una clasificacion
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mas robusta.

Los biomarcadores seleccionados en la Tabla 1 dieron lugar a clasificadores que funcionan mejor que los
clasificadores construidos con "no marcadores" (es decir, proteinas que tienen sefiales que no cumplen los criterios
para la inclusion en la Tabla 1 (como se describe en el Ejemplo 2)).

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

En la Figura 11, la AUC se usé como medida de rendimiento; un rendimiento de 0,5 es la expectativa de referencia
para un clasificador aleatorio (lanzamiento de moneda). El histograma del rendimiento clasificador se comparé con el
histograma de rendimiento de una enumeracion exhaustiva similar de clasificadores construidos a partir de una tabla
"no marcador" de 66 sefiales no marcadoras; las 66 sefales se eligieron al azar de aptameros que no demostraron
sefalizacion diferencial entre las poblaciones de control y de enfermedad.

La Figura 11 muestra histogramas del rendimiento de todos los posibles clasificadores de uno, dos y tres
marcadores construidos a partir de los parametros de biomarcadores en la Tabla 14 para biomarcadores que pueden
discriminar entre el grupo de control y mesotelioma y compara estos clasificadores con todos los posibles
clasificadores de uno, dos y tres marcadores construidos utilizando las 66 sefiales RFU de aptameros "no
marcador". La Figura 11A muestra los histogramas del rendimiento del clasificador de un marcador, la Figura 11B
muestra el histograma del rendimiento del clasificador de dos marcadores y la Figura 11C muestra el histograma del
rendimiento del clasificador de tres marcadores.

En la Figura 11, las lineas continuas representan los histogramas del rendimiento del clasificador de todos los
clasificadores de uno, dos y tres marcadores utilizando los datos de biomarcadores para individuos expuestos al
amianto y mesotelioma en la Tabla 14. Las lineas de puntos son los histogramas del rendimiento del clasificador de
todos los clasificadores de uno, dos y tres marcadores usan los datos para los controles y el mesotelioma pero usan
el conjunto de sefales aleatorias sin marcador.

Los clasificadores construidos a partir de los marcadores enumerados en la Tabla 1 forman un histograma distinto,
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 la AUC de los clasificadores
construidos a partir de los biomarcadores en la Tabla 1 también aumentan mas rapidamente con el niumero de
marcadores que los clasificadores construidos a partir de los no marcadores, la separacion aumenta entre los
clasificadores de marcador y no marcador a medida que el nimero de marcadores por clasificador aumenta. Todos
los clasificadores construidos usando los biomarcadores enumerados en la Tabla 14 funcionan claramente mejor
que los clasificadores construidos usando los "no marcadores".

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

La Figura 12 demuestra que los clasificadores construidos sin los mejores marcadores funcionan bien, lo que implica
que el rendimiento de los clasificadores no se debié a un pequefio grupo central de marcadores y que los cambios
en los procesos subyacentes asociados con la enfermedad se reflejan en las actividades de muchas proteinas.
Muchos subconjuntos de los biomarcadores en la Tabla 1 se realizaron de forma 6ptima, incluso después de eliminar
los 15 primeros de los 66 marcadores de la Tabla 1. Después de eliminar los 15 marcadores mejor clasificados
(clasificados por distancia KS) de la Tabla 1, el rendimiento del clasificador aumentd con el nimero de marcadores
seleccionados de la tabla para alcanzar una AUC de casi 0,97, cerca del rendimiento de la puntuacion 6ptima del
clasificador de 0,993 seleccionado de la lista completa de biomarcadores.

Finalmente, la Figura 13 muestra cémo el rendimiento ROC de clasificadores tipicos construidos a partir de la lista
de parametros en la Tabla 14 segun el Ejemplo 3. Se construyé un clasificador de cinco analitos con CDH1, BMPER,
F9, CCL23 y CRK. La Figura 13A muestra el rendimiento del modelo, asumiendo independencia de estos
marcadores, como en el Ejemplo 3 y la Figura 13B muestra las curvas ROC empiricas generadas a partir del
conjunto de datos de estudio utilizado para definir los parametros en la Tabla 14. Se puede ver que el rendimiento
para un numero dado de marcadores seleccionados fue cualitativamente acorde y el acuerdo cuantitativo fue,
general bastante bueno, como lo demuestran las AUC, aunque el céalculo del modelo tiende a sobreestimar el
rendimiento del clasificador. Esto es coherente con la nocién de que la informacién aportada por un biomarcador
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particular sobre los procesos de la enfermedad es redundante con la informacién aportada por otros biomarcadores
proporcionados en la Tabla 1, mientras que el calculo del modelo asume una independencia completa. La Figura 13
demuestra asi que la Tabla 1 en combinacién con los procedimientos descritos en el Ejemplo 3 permite la
construccion y evaluacion de una gran cantidad de clasificadores utiles para la discriminacion de mesotelioma del
grupo de control.

Ejemplo 5. Biomarcadores para el diagndstico de cancer

Se realizé la identificacién de biomarcadores potenciales para el diagnéstico general de cancer. Tanto las muestras
de casos como las de controles se evaluaron a partir de 3 tipos diferentes de cancer (mesotelioma, cancer de
pulmén y carcinoma de células renales). En todos los centros, los criterios de inclusién tenian al menos 18 afios de
edad con el consentimiento informado firmado. Tanto los casos como los controles se excluyeron para neoplasia
maligna conocida distinta del cancer en cuestion.

Mesotelioma. Las muestras de casos y controles se obtuvieron como se describe en el Ejemplo 2.

Cancer de pulmoén. Las muestras de casos y controles se obtuvieron de tres biorepositorios académicos del centro
de cancer y un biorepositorio comercial para identificar marcadores potenciales para el diagnéstico diferencial de
cancer de pulmon de células no pequefias (CPNMC) de un grupo de control de fumadores de alto riesgo y personas
con nodulos pulmonares benignos. El estudio estaba compuesto por 978 muestras recolectadas de fumadores y
pacientes con nédulos benignos y 320 individuos diagnosticados con CPNMC.

Carcinoma de células renales. Las muestras de casos y controles se obtuvieron de un biorepositorio académico
del centro oncolégico de pacientes con carcinoma de células renales (CCR) y masas benignas (BEN). Se obtuvieron
muestras prequirtrgicas (TP1) para todos los sujetos. El analisis primario compar6 los datos de resultado
(registrados en el campo de la base de datos SEER CA Estado 1) para los 38 pacientes con CCR con "Evidencia de
enfermedad" (EVD) frente a 104 con "No hay evidencia de enfermedad" documentados mediante seguimiento
clinico.

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. Los clasificadores Bayesianos que usaron conjuntos de
biomarcadores de tamafio creciente se construyeron sucesivamente usando un algoritmo ambicioso (como se
describe con mayor detalle en la Seccion 5.2 de este Ejemplo). Los conjuntos (o paneles) de biomarcadores que
fueron utiles para diagnosticar el cancer en general entre los diferentes sitios y tipos de cancer se compilaron en
funcién del tamafio del conjunto (o panel) y se analizaron para determinar su rendimiento. Este analisis dio como
resultado la lista de 22 biomarcadores de cancer mostrados en la Tabla 19, cada uno de los cuales estaba presente
en al menos uno de estos conjuntos de marcadores sucesivos, que variaban en tamario de tres a diez marcadores.
Como ejemplo ilustrativo, los inventores describieron la generacion de un panel especifico compuesto por diez
biomarcadores de cancer, que se muestra en la Tabla 32.

5.1 Clasificacion ingenua bayesiana para el cancer

De la lista de biomarcadores en la Tabla 1, se selecciond un panel de diez posibles biomarcadores de cancer
usando un algoritmo ambicioso para la seleccion de biomarcadores, como se describe en la Seccion 5.2 de este
Ejemplo. Se construy6 un clasificador ingenuo distintivo de Bayes para cada uno de los 3 tipos de cancer diferentes.
Las funciones de densidad de probabilidad dependientes de clase (pdfs), p(xic) y p(xid), donde xi es el log del valor
medido de RFU para el biomarcador i, y ¢ y d se refieren a las poblaciones de control y enfermedad, se modelaron
como funciones de distribucion normal logaritmica caracterizadas por una media y y una varianza ¢°. Los
parametros para los pdfs de los 3 modelos compuestos por los diez biomarcadores potenciales se enumeran en la
Tabla 31.

La clasificacion ingenua de Bayes para dicho modelo viene dada por la siguiente ecuacion, en la que p{d) es la
prevalencia de la enfermedad en la poblacién,

p(d|T)
p(c|@)

apropiado para la prueba y n = 10. Cada uno de los términos en la suma es una razén de verosimilitud logaritmica
para un marcador individual y la razén de verosimilitud logaritmica total de una muestra ¥ de estar libre de la
enfermedad de interés (es decir, en este caso, cada enfermedad particular de los 3 tipos diferentes de cancer) frente
a tener la enfermedad es simplemente la suma de estos términos individuales mas un término que representa la
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p(d)
1 —p(d)

Dada una medicion de muestra desconocida en log(RFU) para cada uno de los diez biomarcadores de 9,5, 7,0, 10,5,
11,7, 8,7, 9,3, 10,9, 9,6, 7,9, 10,6, el céalculo de la clasificaciéon se detalla en la Tabla 32. Los componentes
individuales que comprenden la razén de verosimilitud logaritmica para la enfermedad frente a la clase de control se
tabulan y se pueden calcular a partir de los pardmetros en la Tabla 31 y los valores de £. La suma de las razones de
verosimilitud logaritmica individuales es -4,020 o la probabilidad de estar libre de la enfermedad frente a tener la
enfermedad de 56, en la que la probabilidad e*%2° = 56. Solo 2 de los valores de los biomarcadores tienen
probabilidades mas consistentes con el grupo de la enfermedad (probabilidad logaritmica > 0), pero los 8
biomarcadores restantes se encuentran consistentemente que favorecen al grupo de control. Al multiplicar las
probabilidades juntas se obtienen los mismos resultados que se muestran anteriormente; una probabilidad de 56 de
que la muestra desconocida esté libre de la enfermedad. De hecho, esta muestra provino de la poblacién de control
en el conjunto de entrenamiento de CPNMC.

In

prevalencia de la enfermedad. Para simplificar, suponemos p(d) = 0,5 de modo que

5.2 Algoritmo ambicioso para seleccionar paneles de biomarcadores de cancer para clasificadores
Parte 1

Los subconjuntos de los biomarcadores en la Tabla 1 se seleccionaron para construir clasificadores potenciales que
podrian usarse para determinar cudles de los marcadores podrian usarse como biomarcadores generales del cancer
para detectar el cancer.

Dado un conjunto de marcadores, se entrené un modelo distinto para cada uno de los 3 estudios de céncer, por lo
que se requirié una medida global de rendimiento para seleccionar un conjunto de biomarcadores que pudiera
clasificar simultaneamente muchos tipos diferentes de cancer. La medida del rendimiento del clasificador utilizada
aqui fue la media del area bajo la curva ROC en todos los clasificadores ingenuos de Bayes. La curva ROC es un
grafico de un solo clasificador de tasas positivas verdaderas (sensibilidad) frente a las tasas de falsos positivos (1-
especificidad). El area bajo la curva ROC (AUC) varia de 0 a 1,0, en la que una AUC de 1,0 corresponde a una
clasificacion perfecta y una AUC de 0,5 corresponde al clasificador aleatorio (lanzamiento de moneda). Se pueden
aplicar otras medidas comunes de rendimiento, como la medida F o la suma o producto de la sensibilidad y la
especificidad. Especificamente, uno podria querer tratar la sensibilidad y especificidad con diferente peso, para
seleccionar los clasificadores que funcionan con mayor especificidad a expensas de alguna sensibilidad, o para
seleccionar los clasificadores que funcionan con mayor sensibilidad a expensas de alguna especificidad. Los
inventores eligieron usar la AUC porque abarca todas las combinaciones de sensibilidad y especificidad en una sola
medida. Las diferentes aplicaciones tendran diferentes beneficios para los hallazgos positivos verdaderos y
negativos verdaderos, y tendran diferentes costes asociados con los hallazgos falsos positivos de los hallazgos
falsos negativos. Cambiar la medida de rendimiento puede cambiar el subconjunto exacto de marcadores
seleccionados para un conjunto determinado de datos.

Para el enfoque Bayesiano para la discriminacion de muestras de cancer de muestras de control descritas en la
Seccion 5.1 de este Ejemplo, el clasificador se parametrizd completamente mediante las distribuciones de
biomarcadores en cada uno de los 3 estudios de cancer y la lista de biomarcadores se eligié de la Tabla 19. Es
decir, el subconjunto de marcadores elegidos para la inclusién determiné un clasificador en una forma individual
dado un conjunto de datos de entrenamiento.

El procedimiento ambicioso empleado en el presente documento se utilizd para buscar el subconjunto éptimo de
marcadores de la Tabla 1. Para un pequefio nimero de marcadores o clasificadores con relativamente pocos
marcadores, cada subconjunto posible de marcadores se enumeraron y evaluaron en términos del rendimiento del
clasificador construido con ese conjunto particular de marcadores (véase el Ejemplo 4, parte 2). (Este enfoque es
bien conocido en el campo de las estadisticas como "mejor seleccién de subconjuntos”; véase, por ejemplo, Hastie
et al). Sin embargo, para los clasificadores descritos en el presente documento, el nimero de combinaciones de
marcadores multiples puede ser muy grande, y no fue posible evaluar cada conjunto posible de 10 marcadores, ya
que hay 30.045.015 posibles combinaciones que se pueden generar a partir de una lista de solo 30 analitos totales.
Debido a la imposibilidad de buscar a través de cada subconjunto de marcadores, es posible que no se encuentre el
Unico subconjunto 6ptimo; sin embargo, al usar este enfoque, se encontraron muchos subconjuntos excelentes y, en
muchos casos, cualquiera de estos subconjuntos puede representar uno 6ptimo.

En lugar de evaluar todos los posibles conjuntos de marcadores, se puede seguir un enfoque progresivo directo
"ambicioso" (véase, por ejemplo, Dabney AR, Storey JD (2007) Optimality Driven Nearest Centralid Classification
from Genomic Data.

PLoS ONE 2(10): e1002. doi:10.1371/journal.pone.0001002). Usando este procedimiento, se inicia un clasificador

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 688 048 T3

con el mejor marcador individual (Segun la distancia KS para los marcadores individuales) y se cultiva en cada paso
probando, a su vez, cada miembro de una lista de marcadores que actualmente no es miembro del conjunto de
marcadores en el clasificador. EI marcador que puntia mejor en combinacién con el clasificador existente se afiade
al clasificador. Esto se repite hasta que no se logran mas mejoras en el rendimiento. Lamentablemente, este
enfoque puede pasar por alto valiosas combinaciones de marcadores para los cuales algunos de los marcadores
individuales no son todos elegidos antes de que se detenga el proceso.

El procedimiento ambicioso utilizado en el presente documento fue una elaboracion del enfoque paso a paso
anterior, porque, para ampliar la busqueda, en lugar de mantener un solo subconjunto de marcador 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 amplié en etapas al derivar nuevos subconjuntos de marcadores de los que estan
actualmente en la lista y afiadirlos a la lista. Cada subconjunto de marcadores actualmente en la lista se amplié
afiadiendo cualquier marcador de la Tabla 1 que no formara parte de ese clasificador y que, al sumarse al
subconjunto, no duplicaria un subconjunto existente (estos se denominan "marcadores permisibles"). Cada vez que
se definié un nuevo conjunto de marcadores, se entrené un conjunto de clasificadores compuesto por uno para cada
estudio de cancer utilizando estos marcadores, y el rendimiento global se midi6 a través de la AUC media en los 3
estudios. Para evitar un posible sobreajuste, el AUC para cada modelo de estudio de cancer se calculé mediante un
procedimiento de validacion cruzada de diez veces. Todos los subconjuntos de marcadores existentes se
extendieron por cada marcador permitido de la lista. De manera clara, tal proceso eventualmente generaria cada
subconjunto posible, y la lista se quedaria sin espacio. Por lo tanto, todos los conjuntos de marcadores generados se
mantuvieron solo mientras la lista era inferior a un tamafio predeterminado. Una vez que la lista alcanzo el limite de
tamafio predeterminado, se volvié elitista; es decir, solo los clasificadores que mostraban un cierto nivel de
rendimiento se mantuvieron en la lista, y los otros cayeron al final de la lista y se perdieron. Esto se logré
manteniendo la lista clasificada en el orden del rendimiento del conjunto de clasificadores; se insertaron nuevos
conjuntos de marcadores cuyos clasificadores eran, globalmente, por lo menos tan buenos como el peor conjunto de
clasificadores actualmente en la lista, forzando la expulsién de los conjuntos de clasificadores de bajo rendimiento
actuales. Otro detalle de la implementacion es que la lista fue completamente reemplazada en cada etapa
generacional; por lo tanto, cada conjunto clasificador en la lista tenia el mismo nimero de marcadores, y en cada
etapa, el numero de marcadores por clasificador crecié en uno.

En una realizacién, el conjunto (o panel) de biomarcadores Utiles para construir clasificadores para diagnosticar
cancer general a partir de no cancer se basa en el AUC medio para la combinacién particular de biomarcadores
usados en el esquema de clasificaciéon. Los inventores identificaron muchas combinaciones de biomarcadores
derivados de los marcadores en la Tabla 19 que fueron capaces de clasificar efectivamente diferentes muestras de
cancer de los controles. Los paneles representativos se exponen en las Tablas 22-29, en las que se expone una
serie de 100 paneles diferentes de 3-10 biomarcadores, que tienen la AUC de validacion cruzada media (CV)
indicada para cada panel. El niumero 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 dieron lugar a clasificadores que funcionan mejor que los
clasificadores construidos con "no marcadores". En la Figura 14, los inventores mostraron el rendimiento de sus diez
clasificadores de biomarcadores en comparacién con el rendimiento de otros posibles clasificadores.

La Figura 14A muestra la distribucién de las AUC medias para los clasificadores construidos a partir de conjuntos
aleatorios de diez "no marcadores" tomados de todo el conjunto de 22 presentes en los 3 estudios, con exclusién de
los diez marcadores en la Tabla 19. El rendimiento de los diez posibles cancer biomarcadores se muestra como una
linea punteada vertical. Este grafico muestra claramente que el rendimiento de los diez biomarcadores potenciales
va mucho mas alla de la distribucion de otras combinaciones de marcadores.

La Figura 14B muestra una distribucion similar a la de la Figura 14A, los conjuntos aleatoriamente muestreados se
restringieron a los 56 biomarcadores de la Tabla 1 que no fueron seleccionados por el procedimiento de seleccion de
biomarcadores ambiciosos para diez clasificadores de analitos. Este grafico demuestra que los diez marcadores
elegidos por el algoritmo ambicioso representan un subconjunto de biomarcadores que se generalizan a otros tipos
de cancer mucho mejor que los clasificadores construidos con los 56 biomarcadores restantes.

Finalmente, la Figura 15 muestra la curva de clasificacion ROC para cada uno de los 3 clasificadores de estudios de
cancer.

Tabla 1: Biomarcadores de cancer

Columna 1 Columna 2 Columna 3 Columna 4 Columna 5 Columna 6
o Designacion del
. N.° de biomarcador Simbolo(s) ID en Entrez ID en SwissProt | Nombre publico Direccion
Biomarcador Gene
en Entrez Gene
1 ABL1 25 P00519 ABL1 Descendente
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2 AFM 173 P43652 Afamina Descendente
3 ALB 213 P02768 Albumina Descendente
4 ALPL 249 P05186 Eﬁzgasa alcalina, | Ascendente
5 APOA1 335 P02647 Apo A-l Descendente
6 AZU1 566 P20160 Azurocidina Ascendente
7 BDNF 627 P23560 BDNF Descendente
8 BMP1 649 P13497 BMP-1 Descendente
9 BMPER 168667 Q8N8U9 BMPER Descendente
10 BMX 660 P51813 BMX Descendente
11 BPI 671 P17213 BPI Ascendente
12 C9 735 P02748 C9 Ascendente
13 CAMK1 8536 Q14012 CAMK1 Ascendente
14 CCDC80 151887 Q76M96 URB Ascendente
15 CCL23 6368 P55773 MPIF-1 Ascendente
16 CCL23 6368 P55773 Ck-(-8-1 Ascendente
17 CDH1 999 P12830 Cadherina-1 Descendente
18 CDK5-CDK5R1 1020; 1775 QO00535; Q15078 | CDK5/p35 Ascendente
19 CDK8-CCNC 1024; 892 P49336; P24863 | CDK8/ciclina C Ascendente
factor H del
20 CFHR5 81494 Q9BXR6 complemento 5 Ascendente
relacionado
21 CFL1 1072 P23528 Cofilina-1 Ascendente
22 CFP 5199 P27918 Properdina Descendente
23 CRK 1398 Pastog | Proteinaadaptadora | sseengente
24 CRP 1401 P02741 CRP Ascendente
25 CSN1S1 1446 P47710 Alfa-Sl-caseina Descendente
26 CXCL13 10563 043927 BCA-1 Ascendente
27 DDC 1644 P20711 dopa descarboxilasa | Descendente
28 EFNAS 1946 P52803 Efrina-A5 Ascendente
29 EGFR 1956 P00533 ERBB1 Descendente
30 EIF4EBP2 1979 Qi3saz | Projela 2 deunion |pescengente
31 ESM1 11082 Q9NQ30 Endocan Ascendente
32 F9 2158 P00740 Egg&%ﬁggon X Ascendente
33 FCN2 2220 Q15485 Ficolina-2 Ascendente
34 FGA-FGB-FGG 2242355544; P026|ZS3257°§6753 Dimero D Ascendente
35 FLT3LG 2323 P49771 Ligando de Fit-3 Ascendente
36 FN1 2335 P02751 Fibronectina FN1.4 | Descendente
37 FN1 2335 P02751 Fibronectina Descendente
38 FRZB 2487 Q92765 FRP-3, soluble Ascendente
39 GPC2 221914 Q8N158 glipicano 2 Descendente
40 GPI 2821 P06744 glucosa fosfato Ascendente
isomerasa
41 H2AFZ 3015 POCO0S5 Histona H2A.z Ascendente
42 HINT1 3094 P49773 HINT1 Descendente
43 ICAM2 3384 P13598 ICAM-2, soluble Descendente
44 IL31 386653 Q6EBC2 IL-31 Descendente
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45 ITGA1-ITGB1- 3672; 3688 P56199; P05556 | Integrina a181 Ascendente
Cadena pesada H4
46 ITIH4 3700 Q14624 del inhibidor de Ascendente
inter-a-tripsina

47 KIT 3815 P10721 SCF sR Descendente
48 KLK3-SERPINA3 354; 12 P07288; P01011 [ PSA-ACT Ascendente
49 LCN2 3934 P80188 Lipocalina 2 Ascendente
50 LTF 4057 P02788 Lactoferrina Ascendente
51 MDK 4192 P21741 Midkina Ascendente
52 MMP9 4318 P14780 MMP-9 Ascendente
53 MPO 4353 P05164 Mieloperoxidasa Ascendente
54 MSLN 10232 Q13421 Mesotelina Descendente
55 PLA2G5 5322 P39877 g:)us;gll\r;asa AZdel | pescendente
56 PRTN3 5657 P24158 Proteinasa-3 Ascendente
57 RBP4 5950 P02753 RBP Descendente
58 SAA1 6288 P02735 SAA Ascendente
59 SERPINA4 5267 P29622 Kalistatina Descendente
60 TGFB2 7042 P61812 TGF-82 Descendente
61 TIMP1 7076 P01033 TIMP-1 Ascendente
62 TNFRSF4 7293 P43489 TNR4 Descendente
63 TNFRSF8 943 P28908 CD30 Ascendente
64 TPTA1 7178 P13693 Fortilina Ascendente
65 VEGFA 7422 P15692 VEGF Ascendente
66 YWHAH 7533 Q04917 Proteina 14-3-3 eta | Ascendente

Tabla 2: Paneles de 1 biomarcador

Marcadores CV AUC

1 CDH1 0,880

2 BMPER 0,859

3 KLK3-SERPINA3 0,856

4 C9 0,837

5 PLA2G5 0,826

6 CRK 0,814

7 BMX 0,807

8 VEGFA 0,806

9 F9 0,806

10 |AFM 0,805

11 CCL23 0,803

12 | SERPINA4 0,803

13 |GPC2 0,802

14 |ABL1 0,802

15 |APOA1 0,796

16 |IL31 0,795

17 | CDK8-CCNC 0,795

18 |KIT 0,789

19 |[FCN2 0,786

20 | HINT1 0,786

21 CAMK1 0,782

22 | TGFB2 0,780
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23 | SAA1 0,780
24 | CSN1S1 0,779
25 |CXCL13 0,777
26 |CFL1 0,777
27 [TPT1 0,776
28 |CRP 0,775
29 |MSLN 0,773
30 |FLT3LG 0,773
31 FN1 0,773
32 |ITGA1-ITGB1 0,772
33 |CFP 0,772
34 | TNFRSF4 0,770
35 |GPI 0,768
36 |BMP1 0,768
37 |CCL23 0,764
38 |ALB 0,762
39 |DDC 0,759
40 |EGFR 0,758
41 BDNF 0,757
42 | CFHR5 0,753
43 |H2AFZ 0,747
44  |ITIH4 0,747
45 | EIF4AEBP2 0,746
46 | RBP4 0,745
47 |ESM1 0,744
48 |FN1 0,741
49 | YWHAH 0,738
50 |FRZB 0,733
51 EFNAS 0,731
52 |FGA-FGB-FGG 0,729
53 | CCDC80 0,727
54 | TIMP1 0,722
55 | CDK5-CDK5R1 0,692
56 |MDK 0,680
57 |BPI 0,646
58 |AZU1 0,637
59 | TNFRSF8 0,628
60 |ICAM2 0,624
61 PRTN3 0,612
62 (LTF 0,605
63 [MMP9 0,593
64 [ALPL 0,591
65 |MPO 0,589
66 |LCN2 0,573

Tabla 3: Paneles de 2 Biomarcadores

Marcadores CV AUC
CDH1 BMPER 0,945
CDH1 F9 0,932
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3 |BMPER CRK 0,920
4 |BMPER TPT1 0,919
5 |CDH1 CCL23 0,918
6 |BMPER TGFB2 0,916
7 |CDH1 FRZB 0,914
8 |CDH1 ABL1 0,912
9 |KLK3-SERPINA3 | CDH1 0,912
10 |CCL23 CRK 0,911
11 | CDH1 CCL23 0,911
12 | CCL23 TPT1 0,911
13 |CCL23 YWHAH 0,910
14 |BMPER YWHAH 0,910
15 | CDH1 VEGFA 0,910
16 | CDH1 AFM 0,908
17 | PLA2G5 CDH1 0,908
18 | CDH1 SERPINA4 0,908
19 | CDH1 SAA1 0,907
20 |CDH1 CCDC80 0,907
21 |CDH1 CRP 0,907
22 [CCDC80 BMPER 0,907
23 |CDH1 CRK 0,907
24 |CDH1 CSN181 0,905
25 |CDH1 FCN2 0,904
26 |CDH1 BMX 0,904
27 |KIT CDH1 0,904
28 |CDH1 RBP4 0,904
29 |BMPER CFL1 0,904
30 |CDH1 CXCL13 0,903
31 |KLK3-SERPINA3 [BMPER 0,903
32 |CDH1 CFL1 0,902
33 |CDH1 MDK 0,902
34 |CDH1 C9 0,900
35 |CDH1 APOA1 0,899
36 |CDH1 ITIH4 0,899
37 |ESM1 CRK 0,899
38 |CDH1 YWHAH 0,898
39 |CCL23 GPI 0,897
40 |BDNF CDH1 0,897
41 | CDH1 FN1 0,897
42 | CDH1 EFNAS 0,897
43 |VEGFA BMPER 0,896
44 | CCL23 CFL1 0,896
45 |KLK3-SERPINA3 |GPC2 0,896
46 |CDH1 BMP1 0,895
47 |AZU1 BMPER 0,895
48 |KLK3-SERPINA3 |F9 0,895
49 |KLK3-SERPINA3 |CCL23 0,894
50 |CCL23 H2AFZ 0,894
51 |CDH1 TGFB2 0,894
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52 |C9 FCN2 0,894
53 |CDH1 CFP 0,893
54 |CDH1 CFHR5 0,893
55 |BMPER HINT1 0,893
56 |CDHA1 TPT1 0,892
57 |KLK3-SERPINA3 |[FCN2 0,892
58 |CDHA1 GPI 0,892
59 |CDH1 CDK8-CCNC 0,891
60 |BMPER GPI 0,891
61 |[KLK3-SERPINA3 |PLA2G5 0,891
62 |CDH1 EGFR 0,891
63 | TIMP1 CDH1 0,891
64 |[CCL23 BMPER 0,890
65 |CDH1 GPC2 0,890
66 |VEGFA FCN2 0,890
67 |[C9 BMPER 0,889
68 |BMPER AFM 0,889
69 |[CCL23 FCN2 0,889
70 |VEGFA CRK 0,889
71 |CDH1 ALB 0,889
72 | KLK3-SERPINA3 |ESM1 0,888
73 |BMPER BPI 0,888
74 |FRZB C9 0,888
75 |ESM1 TPT1 0,887
76 |C9 CRK 0,887
77 |CDH1 DDC 0,887
78 |PLA2G5 AFM 0,886
79 |CDH1 ESM1 0,885
80 |CDH1 ICAM2 0,885
81 |CDH1 TNFRSF4 0,885
82 |CDH1 CAMKA1 0,885
83 |KLK3-SERPINA3 [TNFRSF4 0,885
84 |PRTN3 BMPER 0,885
85 |ABL1 BMPER 0,885
86 |KLK3-SERPINA3 [EFNA5 0,885
87 |F9 CRK 0,885
88 |KLK3-SERPINA3 |[FRZB 0,884
89 |CDH1 ITGA1-ITGB1 0,884
90 |KLK3-SERPINA3 [MDK 0,884
91 |ICAM2 BMPER 0,883
92 |PLA2G5 C9 0,883
93 |CDH1 HINT1 0,883
94 | RBP4 BMPER 0,883
95 |CCL23 TGFB2 0,883
96 |CDH1 FLT3LG 0,883
97 |[KIT BMPER 0,883
98 |PLA2G5 BMPER 0,882
99 |CDH1 FN1 0,882
100 |[ITGA1-ITGB1 BMPER 0,882
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Tabla 4: Paneles de 3 Biomarcadores

Marcadores CV AUC

1 |[CDH1 F9 CRK 0,958
2 |CDH1 FRZB BMPER 0,955
3 | CDH1 BMPER CRK 0,954
4 | CDH1 BMPER TPT1 0,954
5 | KLK3-SERPINA3 CDH1 F9 0,954
6 |CDH1 TPT1 F9 0,951
7 | CDH1 ICAM2 BMPER 0,950
8 |CDH1 CCDC80 BMPER 0,950
9 |CDH1 BMPER YWHAH 0,949
10 [CDH1 CFLA1 F9 0,949
11 |[CDH1 CCL23 BMPER 0,947
12 |[CDH1 CCL23 CRK 0,947
13 [CDH1 BMPER F9 0,947
14 |CDH1 BMPER CFLA1 0,946
15 |[CDH1 FRZB CCL23 0,946
16 |CDH1 ABL1 BMPER 0,946
17 |CDH1 CAMK1 F9 0,946
18 |[CDH1 SERPINA4 F9 0,945
19 [KIT CDH1 BMPER 0,945
20 |[CDH1 VEGFA BMPER 0,945
21 |CDH1 BMPER AFM 0,945
22 |CDH1 AFM F9 0,945
23 |CDH1 BMPER TGFB2 0,945
24 |CDH1 AZU1 BMPER 0,944
25 |[CDH1 EFNA5 F9 0,944
26 |BDNF CDH1 FRZB 0,944
27 |CDH1 RBP4 BMPER 0,944
28 |CDH1 BMPER BPI 0,943
29 |CDH1 MMP9 BMPER 0,943
30 |CDH1 CCL23 TPT1 0,943
31 | CDHA1 EGFR F9 0,942
32 | CDH1 PRTN3 BMPER 0,942
33 | CDHA1 LTF BMPER 0,942
34 | CDH1 CCDC80 F9 0,941
35 | CDH1 RBP4 F9 0,941
36 | CDH1 BMPER SAA1 0,940
37 | CDHA1 BMPER CRP 0,940
38 | CDH1 C9 F9 0,940
39 | CDH1 CCL23 F9 0,940
40 |CDH1 CCL23 F9 0,940
41 | CDH1 MPO BMPER 0,940
42 |CDH1 ALPL BMPER 0,939
43 |[CDH1 FRZB SAA1 0,939
44 | CDH1 CFP BMPER 0,939
45 [KLK3-SERPINA3 CDH1 BMPER 0,939
46 |CDH1 BMPER ITIH4 0,939
47 | CCL23 BMPER TPT1 0,939
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48 | CDH1 SERPINA4 BMPER 0,939
49 | CDH1 TGFB2 F9 0,939
50 |CDH1 CRP F9 0,939
51 | CDH1 CCL23 YWHAH 0,939
52 | CDH1 FRZB AFM 0,939
53 [CXCL13 BMPER CRK 0,939
54 | CDH1 BMP1 F9 0,939
55 | CDH1 VEGFA FRZB 0,938
56 |CDH1 CFP F9 0,938
57 [CCL23 BMPER CRK 0,938
58 |CDH1 MDK F9 0,938
59 |CDH1 FRZB CRP 0,938
60 |CDH1 FN1 BMPER 0,938
61 | CDH1 BMPER CSN181 0,937
62 | CDH1 MDK BMPER 0,937
63 | CDH1 BMPER GPI 0,937
64 | CDH1 FRZB CCL23 0,937
65 |VEGFA BMPER CRK 0,937
66 | CDH1 CCL23 BMPER 0,937
67 |CXCL13 BMPER TPT1 0,936
68 | CDH1 BMPER TNFRSF4 0,936
69 |PLA2G5 CDH1 BMPER 0,936
70 |CDH1 YWHAH F9 0,936
71 | CDH1 BMP1 BMPER 0,936
72 | CDH1 ABL1 F9 0,936
73 | CDH1 EFNAS BMPER 0,936
74 | CDH1 C9 FCN2 0,935
75 | CDH1 FRZB CFP 0,935
76 | CDH1 VEGFA CRK 0,935
77 | CDH1 LCN2 BMPER 0,935
78 [PLA2G5 CDH1 F9 0,935
79 | CDH1 VEGFA F9 0,935
80 |CDH1 CXCL13 BMPER 0,935
81 | CDH1 FRZB F9 0,934
82 | CDH1 SAA1 F9 0,934
83 |MDK BMPER CRK 0,934
84 | CDH1 CCL23 ABL1 0,934
85 |FRZB BMPER CRK 0,934
86 |BDNF CDH1 FCN2 0,933
87 |CDH1 BMPER EIFAEBP2 0,933
88 |CDH1 VEGFA FCN2 0,933
89 |VEGFA BMPER TPT1 0,933
90 |CDH1 BMX BMPER 0,933
91 |CDH1 CCL23 TGFB2 0,933
92 |CDH1 AZU1 F9 0,932
93 |KIT CDH1 CCL23 0,932
94 |KLK3-SERPINA3 CDH1 FCN2 0,932
95 |CDH1 SERPINA4 CRK 0,932
96 |CDH1 FRZB C9 0,932
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97 [(CDH1 ESMA1 F9 0,932

98 [CDH1 FRZB BMP1 0,932

99 (CDH1 BMPER CFHR5 0,932

100 |CCL23 BMPER CRK 0,932

Tabla 5: Paneles de 4 Biomarcadores
Marcadores CV AUC

1 |CDH1 EGFR F9 CRK 0,970
2 | CDH1 BMPER F9 CRK 0,968
3 |CDH1 FRZB BMPER CRK 0,968
4 |CDH1 CCL23 F9 CRK 0,968
5 | KLK3-SERPINA3 CDH1 F9 CRK 0,966
6 |CDH1 BMP1 F9 CRK 0,966
7 |CDH1 MDK F9 CRK 0,965
8 |CDH1 EFNA5 F9 CRK 0,965
9 |CDH1 EGFR TPT1 F9 0,965
10 |[CDH1 CCL23 F9 CRK 0,965
11 |CDH1 SERPINA4 F9 CRK 0,964
12 |CDH1 FRZB BMPER TPT1 0,964
13 |CDH1 CDK5-CDK5R1 F9 CRK 0,963
14 |BDNF CDH1 FRZB BMPER 0,963
15 |CDH1 AFM F9 CRK 0,963
16 |CDH1 BMPER TPT1 F9 0,963
17 |CDH1 CCL23 TPT1 F9 0,962
18 |CDH1 FRZB CCL23 CRK 0,962
19 |CDH1 CFP F9 CRK 0,962
20 |BDNF CDH1 F9 CRK 0,962
21 | CDH1 CCDC80 F9 CRK 0,962
22 | CDH1 VEGFA F9 CRK 0,961
23 | CDH1 BMP1 TPT1 F9 0,961
24 | CDH1 FRZB CCL23 BMPER 0,961
25 | CDH1 C9 F9 CRK 0,961
26 |KLK3-SERPINA3 CDH1 EGFR F9 0,961
27 | CDH1 ESMA1 F9 CRK 0,961
28 | CDH1 FRZB BMPER SAA1 0,961
29 |BDNF KIT CDH1 FRZB 0,961
30 |CDH1 FRZB CFP BMPER 0,960
31 |CDH1 TGFB2 F9 CRK 0,960
32 |KLK3-SERPINA3 CDH1 BMPER F9 0,960
33 | KLK3-SERPINA3 CDH1 TPT1 F9 0,960
34 | CDH1 CCL23 BMPER CRK 0,960
35 |CDH1 VEGFA BMPER CRK 0,960
36 | KLK3-SERPINA3 CDH1 MDK F9 0,960
37 |CDH1 SAA1 F9 CRK 0,960
38 |CDH1 FRZB CCDC80 |BMPER 0,960
39 |CDH1 CDK8-CCNC F9 CRK 0,959
40 |CDH1 FRZB F9 CRK 0,959
41 | CDH1 MMP9 F9 CRK 0,959
42 | KLK3-SERPINA3 CDH1 EFNA5 F9 0,959
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43 |(CDH1 FN1 BMPER CRK 0,959
44 |(CDH1 CAMKA1 F9 CRK 0,959
45 |(CDH1 FRZB BMPER AFM 0,959
46 |CDH1 ICAM2 BMPER CRK 0,959
47 | KLK3-SERPINA3 CDH1 TGFB2 F9 0,959
48 |(CDH1 ICAM2 F9 CRK 0,959
49 (CDH1 TNFRSF4 F9 CRK 0,959
50 |CDH1 RBP4 F9 CRK 0,959
51 | CDH1 FRZB CCL23 TPT1 0,959
52 | CDH1 MDK TPT1 F9 0,959
53 | CDH1 SERPINA4 TPT1 F9 0,958
54 |BDNF CDH1 FRZB CRK 0,958
55 | CDH1 TPT1 AFM F9 0,958
56 | CDH1 EFNAS CFL1 F9 0,958
57 |BDNF CDH1 BMPER CRK 0,958
58 | CDH1 EFNAS TPT1 F9 0,958
59 | CDH1 ICAM2 BMPER TPT1 0,958
60 |CDH1 CCL23 BMPER CRK 0,958
61 |CDH1 FRZB BMPER TGFB2 0,958
62 |CDH1 BMPER CFL1 F9 0,958
63 |CDH1 EGFR TGFB2 F9 0,958
64 |CDH1 FRZB CCL23 BMPER 0,958
65 [BDNF CDH1 FRZB ABL1 0,958
66 |CDH1 CCL23 TPT1 F9 0,958
67 |CDH1 CFL1 F9 CRK 0,958
68 |CDH1 CFHR5 F9 CRK 0,958
69 |CDH1 CCL23 BMPER TPT1 0,957
70 | CDH1 MDK BMPER CRK 0,957
71 | CDH1 FRZB ICAM2 BMPER 0,957
72 | CDH1 FRZB BMP1 BMPER 0,957
73 | KLK3-SERPINA3 CDH1 CCL23 F9 0,957
74 |KIT CDH1 BMPER CRK 0,957
75 |KIT CDH1 FRZB BMPER 0,957
76 | CDH1 CRP F9 CRK 0,957
77 | CDH1 CCDC80 TPT1 F9 0,957
78 | CDH1 FRZB ABL1 BMPER 0,957
79 | CDH1 CFP BMPER CRK 0,957
80 | CDH1 CCL23 CFL1 F9 0,957
81 | CDH1 ABL1 F9 CRK 0,957
82 | CDH1 BMPER AFM CRK 0,957
83 | CDH1 FRZB BMPER CRP 0,957
84 |KLK3-SERPINA3 CDH1 CFP F9 0,957
85 | CDH1 FN1 F9 CRK 0,957
86 |BDNF CDH1 FRZB TPT1 0,957
87 |KIT CDH1 F9 CRK 0,957
88 | KLK3-SERPINA3 CDH1 BMP1 F9 0,957
89 | CDH1 EGFR CFL1 F9 0,957
90 |CDH1 BPI F9 CRK 0,957
91 | CDH1 TNFRSF8 F9 CRK 0,956
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92 |PLA2G5 CDH1 F9 CRK 0,956

93 |CDH1 BMPER SAA1 CRK 0,956

94 | CDH1 BMP1 BMPER CRK 0,956

95 |CDH1 VEGFA FRZB BMPER 0,956

96 |CDH1 CCL23 BMPER TPT1 0,956

97 |CDH1 FN1 F9 CRK 0,956

98 |CDH1 CCDC80 BMPER CRK 0,956

99 |CDH1 CFP TPT1 F9 0,956

100 |CDH1 BMP1 BMPER TPT1 0,956

Tabla 6: Paneles de 5 Biomarcadores
Marcadores CV AUC

1 BDNF CDH1 FRZB BMPER CRK 0,980
2 BDNF CDH1 FRZB BMPER TPT1 0,977
3 CDH1 CCL23 BMP1 F9 CRK 0,977
4 CDH1 EGFR MDK F9 CRK 0,976
5 KLK3-SERPINA3 | CDH1 MDK F9 CRK 0,976
6 CDH1 CCL23 BMPER F9 CRK 0,976
7 CDH1 EGFR FRZB F9 CRK 0,975
8 CDH1 EGFR CCL23 F9 CRK 0,974
9 KLK3-SERPINA3 | CDH1 EGFR F9 CRK 0,974
10 |CDH1 FRZB CCL23 BMPER CRK 0,974
11 CDH1 EGFR SERPINA4 F9 CRK 0,974
12 | CDH1 BMP1 BMPER F9 CRK 0,974
13 | KLK3-SERPINA3 | CDH1 CCL23 F9 CRK 0,973
14 | CDH1 MDK BMP1 F9 CRK 0,973
15 | CDH1 FRZB FN1 BMPER CRK 0,973
16 | CDH1 MDK BMPER F9 CRK 0,973
17 | CDH1 EGFR TGFB2 F9 CRK 0,973
18 | CDH1 EFNA5 BMPER F9 CRK 0,973
19 | CDH1 EGFR CCL23 F9 CRK 0,973
20 |CDH1 CCL23 FN1 F9 CRK 0,973
21 KLK3-SERPINA3 | CDH1 BMPER F9 CRK 0,973
22 | CDH1 EGFR BMPER F9 CRK 0,973
23 | CDH1 EFNA5 EGFR F9 CRK 0,973
24 | CDH1 EGFR CCDC80 F9 CRK 0,973
25 | CDH1 EGFR TNFRSF4 F9 CRK 0,972
26 | CDH1 FRZB BMP1 BMPER CRK 0,972
27 | CDH1 CCL23 TNFRSF4 F9 CRK 0,972
28 | CDH1 ICAM2 CCL23 F9 CRK 0,972
29 |CDH1 EGFR AFM F9 CRK 0,972
30 |[CDH1 FRZB CFP BMPER CRK 0,972
31 CDH1 FRZB CCL23 F9 CRK 0,972
32 |CDH1 FRZB BMPER F9 CRK 0,972
33 |[CDH1 CCL23 CCL23 F9 CRK 0,972
34 |CDH1 MDK CCL23 F9 CRK 0,972
35 |CDH1 CCDC80 BMPER F9 CRK 0,971
36 |CDH1 CCL23 CCDC80 F9 CRK 0,971
37 |CDH1 BMPER AFM F9 CRK 0,971
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38 | CDH1 CCL23 RBP4 F9 CRK 0,971
39 |CDH1 EGFR ICAM2 F9 CRK 0,971
40 |CDH1 EGFR RBP4 F9 CRK 0,971
41 CDH1 CCL23 FN1 F9 CRK 0,971
42 | CDH1 FRZB BMP1 BMPER TPT1 0,971
43 | CDH1 EGFR FRZB BMPER CRK 0,971
44 | CDH1 CCL23 AFM F9 CRK 0,971
45 | CDH1 EGFR TPT1 TGFB2 F9 0,971
46 | CDH1 ICAM2 BMPER F9 CRK 0,971
47 | CDH1 CCL23 BMP1 TPT1 F9 0,971
48 | CDH1 CCL23 C9 F9 CRK 0,971
49 | CDH1 SERPINA4 BMPER F9 CRK 0,971
50 |CDH1 CCL23 BMPER F9 CRK 0,971
51 CDH1 EGFR BMP1 F9 CRK 0,971
52 | CDH1 MDK SERPINA4 F9 CRK 0,971
53 | BDNF CDH1 FRZB BMPER TGFB2 0,970
54 | CDH1 MMP9 EGFR F9 CRK 0,970
55 | CDH1 EGFR ABL1 F9 CRK 0,970
56 | CDH1 BMP1 SERPINA4 F9 CRK 0,970
57 | CDH1 RBP4 BMPER F9 CRK 0,970
58 | CDH1 BMP1 BMPER TPT1 F9 0,970
59 | CDH1 EGFR CFP F9 CRK 0,970
60 [CDH1 FRZB CCL23 BMPER TPT1 0,970
61 BDNF CDH1 EGFR F9 CRK 0,970
62 [CDH1 CCL23 TPT1 F9 CRK 0,970
63 [ CDH1 FRZB BMP1 F9 CRK 0,970
64 | CDH1 EFNAS MDK F9 CRK 0,970
65 [CDH1 FRZB BMPER SAA1 CRK 0,970
66 [ CDH1 EGFR TPT1 F9 CRK 0,970
67 |CDH1 CCL23 SAA1 F9 CRK 0,970
68 [ CDH1 VEGFA FRZB BMPER CRK 0,970
69 | BDNF KIT CDH1 FRZB BMPER 0,970
70 | CDH1 VEGFA EGFR F9 CRK 0,970
71 CDH1 CCL23 TGFB2 F9 CRK 0,970
72 | CDH1 EFNAS CCL23 F9 CRK 0,970
73 | CDH1 BMPER TGFB2 F9 CRK 0,970
74 | CDH1 VEGFA BMPER F9 CRK 0,970
75 | CDH1 CDK5-CDK5R1 | FRZB F9 CRK 0,970
76 | CDH1 CFP BMPER F9 CRK 0,970
77 | CDH1 EGFR SAA1 F9 CRK 0,970
78 | BDNF CDH1 BMPER F9 CRK 0,970
79 | BDNF CDH1 VEGFA FRZB CRK 0,970
80 |KLK3-SERPINA3 |CDH1 FN1 F9 CRK 0,970
81 CDH1 BMP1 RBP4 F9 CRK 0,970
82 | KLK3-SERPINA3 | CDH1 EGFR TPT1 F9 0,970
83 | CDH1 EFNAS BMP1 F9 CRK 0,970
84 | CDH1 CCL23 CFL1 F9 CRK 0,970
85 | CDH1 FRZB BMPER AFM CRK 0,970
86 | KLK3-SERPINA3 | CDH1 CFP F9 CRK 0,969
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87 CDH1 ICAM2 BMP1 F9 CRK 0,969

88 CDH1 EGFR BPI F9 CRK 0,969

89 CDH1 C9 BMPER F9 CRK 0,969

90 CDH1 MDK (0°] F9 CRK 0,969

91 BDNF CDH1 MDK F9 CRK 0,969

92 CDH1 BMP1 AFM F9 CRK 0,969

93 BDNF CDH1 FRZB F9 CRK 0,969

94 BDNF CDH1 AZU1 FRZB BMPER 0,969

95 KLK3-SERPINA3 | CDH1 BMPER TPT1 F9 0,969

96 CDH1 CCL23 ESMA1 F9 CRK 0,969

97 KLK3-SERPINA3 [ BDNF CDH1 F9 CRK 0,969

98 KLK3-SERPINA3 | CDH1 BMP1 F9 CRK 0,969

99 CDH1 CCDC80 BMP1 F9 CRK 0,969

100 |CDH1 MDK AFM F9 CRK 0,969

Tabla 7: Paneles de 6 Biomarcadores
Marcadores CV AUC

KLK3-SERPINA A3 |CDH1 EGFR MDK F9

1 0,982
CRK
CDH1 EGFR FRZB CCL23 F9

2 CRK 0,981
CDH1 FRZB CCL23 BMP1 F9

3 CRK 0,981
CDH1 EGFR MDK SERPINA4 ([F9

4 CRK 0,981
CDH1 MDK CCL23 BMP1 F9

5 CRK 0,981
CDH1 FRZB CCL23 BMPER F9

6 CRK 0,980
CDH1 EGFR FRZB MDK F9

7 CRK 0,980
BDNF KIT CDH1 FRzZB BMPER

8 CRK 0,980
CDH1 CCL23 BMP1 BMPER F9

9 CRK 0,980

10 BDNF CDH1 VEGFA FRZB BMPER 0,980
CRK

11 BDNF CDH1 FRZB ICAM2 BMPER 0,980
CRK

12 KLK3-SERPINA A3 |CDH1 MDK BMPER F9 0,980
CRK

13 KLK3-SERPINA A3 |CDH1 MDK FN1 F9 0,980
CRK
BDNF CDH1 FRZB CFP BMPER

14 TPTA 0,980
CDH1 EGFR MDK CCL23 F9

15 CRK 0,979

16 CDH1 MDK BMP1 SERPINA4 ([F9 0,979
CRK

17 CDH1 ICAM2 CCL23 BMPER F9 0,979
CRK

18 BDNF CDH1 MMP9 FRzZB BMPER 0,979
CRK

19 KLK3-SERPINA A3 |[CDH1 MDK CCL23 F9 0,979
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CRK
CDH1 ICAM2 CCL23 BMP1 F9

20 CRK 0,979

21 KLK3-SERPINA A3 | BDNF CDH1 MDK F9 0,979
CRK
CDH1 MDK CCL23 BMPER F9

22 CRK 0,979

23 BDNF CDH1 FRZB ICAM2 BMPER 0,979
TPT1

24 BDNF CDH1 VEGFA FRZB BMPER 0,979
TPT1

25 CDH1 EGFR FRZB SERPINA4 |F9 0,979
CRK

26 CDH1 EGFR MDK CCDC80 F9 0,979
CRK

27 BDNF CDH1 FRZB CFP BMPER 0,979
CRK
CDH1 EGFR MDK BMPER F9

28 CRK 0,979

29 KLK3-SERPINA A3 | CDH1 MDK BMP1 F9 0,979
CRK
CDH1 EGFR MDK AFM F9

30 CRK 0,978
CDH1 EGFR FRZB BMPER F9

31 CRK 0,978
CDH1 EFNAS EGFR MDK F9

32 CRK 0,978
CDH1 EGFR MDK TPT1 F9

33 CRK 0,978

34 BDNF CDH1 FRZB MDK BMPER 0,978
CRK
CDH1 MDK CCL23 FN1 F9

35 CRK 0,978
CDH1 CCL23 BMP1 TPT1 F9

36 CRK 0,978
CDH1 CCL23 FN1 BMPER F9

37 CRK 0,978
CDH1 EGFR MDK CCL23 F9

38 CRK 0,978

39 BDNF CDH1 FRZB BMPER AFM 0,978
CRK
CDH1 MDK BMP1 BMPER F9

40 CRK 0,978
BDNF CDH1 EGFR FRZB F9

41 CRK 0,978

492 CDH1 CCL23 BMP1 TNFRSF4 | F9 0,978
CRK
BDNF CDH1 FRZB BMPER BPI

43 CRK 0,978

44 CDH1 VEGFA FRZB FN1 BMPER 0,978
CRK

45 KLK3-SERPINA A3 | CDH1 EGFR FRZB F9 0,978
CRK
CDH1 EGFR MDK TGFB2 F9

46 CRK 0,978

47 | CDH1 EFNAS MDK BMPER F9 0,978
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CRK
BDNF KIT CDHA1 FRZB BMPER

48 TPTA 0,978

49 BDNF CDH1 FRZB BMPER SAA1 0,978
CRK
CDH1 EGFR CCL23 FN1 F9

50 CRK 0,978

51 CDH1 CCL23 BMPER TNFRSF 4 |F9 0,978
CRK

52 CDH1 CCL23 CCDC80 BMPER F9 0,078
CRK
CDH1 MDK SERPINA BMPER F9

53 CRK Ad 0,978

54 CDH1 EGFR CCL23 TNFRSF4 |F9 0,077
CRK
CDH1 FRZB BMP1 BMPER F9

55 CRK 0,977
CDH1 MDK BMP1 AFM F9

56 CRK 0,977
CDH1 EGFR FRZB AFM F9

57 CRK 0,977

58 BDNF CDH1 FRZB FN1 BMPER 0,977
CRK

59 CDH1 EGFR CCL23 CCDC80 F9 0,977
CRK
KIT CDH1 CCL23 BMP1 F9

60 CRK 0,977
CDH1 EGFR FRZB RBP4 F9

61 CRK 0,977
CDH1 EGFR MDK BMP1 F9

62 CRK 0,977

63 BDNF CDH1 FRZB BMPER TNFRSF4 0,977
CRK

64 CDH1 MDK CCL23 CCDC80 F9 0,977
CRK

65 CDH1 CCDC80 BMP1 BMPER F9 0,977
CRK
BDNF CDH1 FRZB CCL23 F9

66 CRK 0,977

67 CDH1 EGFR MDK TNFRSF4 |F9 0,977
CRK
CDH1 EGFR MDK RBP4 F9

68 CRK 0,977
CDH1 EGFR FRZB BMP1 F9

69 CRK 0,977

70 CDH1 EGFR FRZB CCDC80 F9 0,977
CRK
CDH1 EGFR FRZB CCL23 F9

71 CRK 0,977

72 CDH1 CCL23 CCL23 BMPER F9 0,977
CRK
CDH1 ICAM2 BMP1 BMPER F9

73 CRK 0,977
CDH1 EGFR MDK FN1 F9

74 CRK 0,977

75 |BDNF CDH1 LTF FRZB BMPER 0,977
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CRK

76 :%KS-SERPINAAS CDH1 EGFR MDK TPT1 0,977

77 CDH1 EGFR CCL23 BMPER F9 0,977
CRK

78 CDH1 EGFR CCDC80 BMPER F9 0,977
CRK
CDH1 MDK CCL23 C9 F9

79 CRK 0,977

80 CDH1 CCL23 RBP4 BMPER F9 0,977
CRK
CDH1 EGFR ICAM2 MDK F9

81 CRK 0,977

82 CDH1 EGFR FRZB TNFRSF4 F9 0,977
CRK
CDH1 CCL23 BMP1 RBP4 F9

83 CRK 0,977
CDH1 FRZB CCL23 FN1 F9

84 CRK 0,977
BDNF CDH1 FRZB MDK BMPER

85 TPT1 0,977
BDNF CDH1 FRzZB BMPER F9

86 CRK 0,977

87 CDH1 CCL23 CCDC80 BMP1 F9 0,977
CRK
CDH1 EGFR MDK CFL1 F9

88 CRK 0,977

89 KLK3-SERPINA A3 |CDH1 MDK GPC2 F9 0,977
CRK

90 BDNF CDH1 MMP9 FRZB BMPER 0,977
TPT1
CDH1 MDK BMPER AFM F9

91 CRK 0,977
BDNF CDH1 EGFR MDK F9

92 CRK 0,977
CDH1 EGFR FRZB CFP F9

93 CRK 0,977

94 KLK3-SERPINA A3 |CDH1 MDK TGFB2 F9 0,977
CRK

95 BDNF CDH1 FRzZB ABL1 BMPER 0,977
CRK

9 CDH1 EGFR SERPINA4 [TGFB2 F9 0,977
CRK

97 CDH1 EGFR CCL23 TGFB2 F9 0,976
CRK
CDH1 EGFR ICAM2 CCL23 F9

98 CRK 0,976

99 BDNF CDH1 FRZB SERPINA4 [BMPER 0,976
CRK
CDH1 FRZB CFP FN1 BMPER

100 CRK 0,976

Tabla 8: Paneles de 7 Biomarcadores
Marcadores CV AUC

1 CDH1 EGFR FRZB MDK SERPINA4 0985

F9 CRK ’
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KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR _ |FRZB MDK

2 |A3 CRK 0,985
F9
CDH1 FRZB MDK CCL23 BMP1

3 |Fg CRK 0,985
CDH1 EGFR FRZB MDK cCL23

4 lFg CRK 0,985
CDH1 FRZB CCL23  |BMP1 BMPER

5 |Fg CRK 0,985
CDH1 MDK CCL23  |BMP1 BMPER

6 |Cs o 0,984
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR _ |MDK BMPER

7 |A3 CRK 0,984
F9
CDH1 EGFR FRZB CCL23 TNFRSF4

8 |5 = 0,984
BDNF CDH1 FRZB ICAM2 CFP

9  |BMPER TPTH 0,984
CDH1 MDK CCL23  |BMP1 TPT1

10 |5 o 0,983
CDH1 MDK CCL23  |FN1 BMPER

1|5 o 0,983
CDH1 EGFR MDK CCL23 CCDC80

12 |5 = 0,983
CDH1 EGFR FRZB CCL23 BMPER

13 |5 = 0,983
CDH1 MDK CCL23  |BMP1 TNFRSF4

14 |5 o 0,983
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR _ |MDK TNFRSF4

15 |A3 CRK 0,983
F9
CDH1 EGFR MDK CCDC80 | FN1

16 |5 = 0,983
CDH1 EGFR MDK CCL23 FNA

17 |5 = 0,983
CDH1 EGFR MDK SERPINA4 | TPT1

18 |5 = 0,983
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR _ |MDK FNA

19 |A3 CRK 0,983
F9
CDH1 FRZB MDK CCL23 BMPER

20 |5 R 0,983
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR __ |ICAM2 MDK

21 |A3 CRK 0,983
F9
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR _ |MDK TGFB2

22 |A3 CRK 0,983
F9
CDH1 EGFR MDK BMP1 SERPINA Ad

23 | = 0,983
CDH1 EGFR FRZB CCDC80  |BMPER

24 | 5o = 0,983
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR _ |MDK FCN2

25 |A3 CRK 0,983
F9
CDH1 EGFR FRZB CCL23 FNA

26 |cg = 0,983
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CDH1 EGFR  [FRZB  [CCL23 TGFB2

27 | ORK 0,983
CDH1 EGFR  |MDK SERPINA4 | TGFB2

28 | = 0,983
KLK3-SERPINA [BDNF  [CDH1  [EGFR MDK

29 |A3 CRK 0,983
F9
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR  |MDK TPT

30 |A3 CRK 0,983
F9
CDH1 ICAM2  [ccL23  [BMP1 BMPER

31 | Eg CRK 0,983
CDH1 EFNA5  [EGFR  [MDK SERPINA4

32 |Eg CRK 0,983
CDH1 MDK ccL23  |BMP1 FN1

3 |Fo CRK 0,983
CDH1 EGFR  [ICAM2  [MDK SERPINA A4

34 | ORK 0,983
CDH1 EGFR  [FRZB  [MDK CCDC80

35 | Fo ORK 0,983
CDH1 FRZB ICAM2  |cCL23 BMP1

36 | CRK 0,983
CDH1 MDK BMP1  [SERPINA4 |BMPER

37 | CRK 0,982
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR  |MDK GPC2

38 |A3 CRK 0,982
F9
BDNF CDH1 VEGFA |FRZB ICAM2

% |BMPER CRK 0,962
CDH1 FRZB ccL23  |BMP1 TPT

40 |Fo CRK 0,982
CDH1 EGFR  |MDK CCDC80 | BMPER

a1 |5 ORK 0,982
BDNF CDH1 EGFR  |FRzB MDK

42 |Fo CRK 0,982
CDH1 EGFR  [FRZB  [CCL23 CCDC80

3 1Fo CRK 0,982
CDH1 EGFR  |MDK SERPINA  |BMPER

I CRK A4 0,982
CDH1 EGFR  [FRZB  [CCL23 AFM

45 |5 ORK 0,982
CDH1 MDK CCDC80 |BMP1 BMPER

46 | CRK 0,982
CDH1 EGFR  |FRZB  |RBP4 BMPER

47 | oRK 0,982
CDH1 FRZB ccL23  [BMP1 TNFRSF4

48 | CRK 0,982
CDH1 FRZB ICAM2  [cCL23 BMPER

49 | CRK 0,982
BDNF CDH1 FRZB  [ICAM2 CFP

0 |BMPER CRK 0,982
CDH1 EGFR  |MDK CCL23 TPT

51 | g oK 0,982
CDH1 EGFR  [FRZB  [MDK AFM

52 | oK 0,982

53 |KLK3-SERPINA | CDH1 MMP9  [EGFR MDK 0,982
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A3 CRK
F9
CDH1 ICAM2  [CCL23  [cCDCs0  |BMPER

> |Fo CRK 0,982
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR  |MDK ABL1

55 | A3 CRK 0,982
F9
CDH1 EGFR  |FRZB  |BMPER  |AFM

56 |fo = 0,982
CDH1 EGFR | MDK ccL23 AFM

57 |fo = 0,982
CDH1 EGFR  |FRZB  |MDK BMPER

58 |Co = 0,982
CDH1 EGFR  |MDK CCDC80 | SERPINA4

59 |Eo = 0,982
CDH1 EGFR | MDK ccL23 BMPER

60 |Fg = 0,982
CDH1 CCL23  |BMP1  |BMPER  |TPT1

61 |Fg = 0,982
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR  |MDK CFL1

62 |A3 CRK 0,982
F9
KLK3-SERPINA | CDH1 EGFR  |MDK ccL23

63 |A3 CRK 0,982
F9
KLK3-SERPINA  |CDH1 MDK ccL23 BMPER

64 |A3 CRK 0,982
F9
CDH1 EGFR  |FRZB  |CCL23 TPT1

65 |rg = 0,982
CDH1 EGFR | MDK FN1 SERPINA4

66 |rg = 0,982
CDH1 ICAM2  [MDK cCL23 BMP1

67 |Fg CRK 0,982
BDNF KIT CDH1  |FRZB ICAM2

% |BmPER CRK 0,982
KLK3-SERPINA  |CDH1 MDK BMP1 BMPER

69 |A3 CRK 0,982
F9
CDH1 MDK BMP1  [BMPER  |AFM

0 |Eg CRK 0,982
BDNF CDH1  |VEGFA |[FRzB FN1

"1 |BVPER CRK 0,982
KIT CDH1 MDK ccL23 BMP1

72 &g CRK 0,982
CDH1 EGFR  |MDK CCL23 TNFRSF4

3 |Eg = 0,982
CDH1 EGFR  [FRZB  [CCL23 cCL23

™ |Fo CRK 0,982
CDH1 EGFR | MDK CCDC80 | AFM

5 |fg = 0,982
CDH1 EGFR | MDK ccL23 RBP4

6 |fg = 0,982
BDNF CDH1 EGFR  |MDK SERPINA4

7 |Eg CRK 0,982
CDH1 EGFR  |FRZB  |CCL23 FN1

8 |Eg oK 0,982
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CDH1 EGFR MDK FN1 AFM

79 F9 CRK 0,982
CDH1 MDK CCL23 FN1 TPT1

80 F9 CRK 0,982
KLK3-SERPINA CDH1 MDK CCL23 FN1

81 A3 CRK 0,982
F9
CDH1 EGFR MDK SERPINA TNFRSF4

82 F9 CRK A4 0,982
CDH1 EGFR MDK CCL23 AFM

83 F9 CRK 0,982
CDH1 EGFR FRZB CCL23 BMP1

8 |Fo CRK 0,982
CDH1 EGFR MDK CCL23 SERPINA A4

85 F9 CRK 0,982
CDH1 EGFR FRZB CFP CCL23

86 F9 CRK 0,982
CDH1 EGFR MDK FN1 RBP4

87 F9 CRK 0,982
KLK3-SERPINA CDH1 ICAM2 MDK BMPER

88 [A3 CRK 0,982
F9
CDH1 EGFR FRZB CCL23 RBP4

89 F9 CRK 0,982
KLK3-SERPINA CDH1 ICAM2 MDK CCL23

90 [A3 CRK 0,982
F9
KLK3-SERPINA CDH1 MDK FN1 BMPER

91 A3 CRK 0,982
F9
CDH1 EGFR MDK CCL23 CCL23

92 F9 CRK 0,982
CDH1 MDK CCL23 CCDC80 BMPER

93 F9 CRK 0,982
CDH1 ICAM2 MDK BMP1 SERPINA A4

94 F9 CRK 0,982
CDH1 EGFR MDK CCDC80 TNFRSF4

95 F9 CRK 0,982
CDH1 EGFR MDK CCL23 FN1

96 F9 CRK 0,982
KIT CDH1 FRZB CCL23 BMP1

97 F9 CRK 0,982
CDH1 EGFR MDK CCDC80 RBP4

98 F9 CRK 0,982
CDH1 FRZB MDK CCL23 FN1

99 F9 CRK 0,982
KLK3-SERPINA CDH1 EGFR MDK CCL23

100 |A3 CRK 0,981
F9

Tabla 9: Paneles de 8 Biomarcadores
Marcadores CV AUC

1 CDH1 FRZB MDK CCL23 BMP1 0988
BMPER F9 CRK ’

5 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0988
BMPER F9 CRK ’

3 |CDH1 EGFR FRZB MDK CCDC80 0,988
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FN1 Fo CRK
CDH1 EGFR FRZB _ |MDK CCL23

4 |ENT F9 CRK 0,987

5 |BDNF CDH1 EGFR  |FRZB MDK 0987
SERPINA4 F9 CRK *
CDH1 MDK CCL23 |BMP1 BMPER

6 1Pt F9 CRK 0,987

~ [ coHi EGFR FRZB  |MDK CCL23 0.987
CCDC80 F9 CRK *

g | KLK3-SERPINA A3 | BDNF CDH1 |EGFR _ |MDK 0.987
FCN2 F9 CRK *

o | KLK3-SERPINA A3 | CDH1 EGFR  |FRZB MDK 0.987
BMPER F9 CRK *

10 | KLK3-SERPINA A3 [ CDH EGFR  |FRZB MDK 0.987
FN1 F9 CRK *
CDH1 EGFR FRZB _ |MDK CCL23

1 ENT F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB _ |MDK FNA1

12 1 AFM F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR MDK _ |CCL23 | CccDC8o

13 1 FeN2 F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB _ |MDK CCDC80

4 | BMPER F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB _ |MDK CCL23

5 1 1pT1 F9 CRK 0,986
CDH1 FRZB MDK  |CCL23  |BMP1

16 1 1pT1 F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB  |MDK CCL23

7 1 AFM F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB _ |MDK CCL23

18 | INFRSF4 F9 CRK 0,986

19 | KLK3-SERPINA A3 [ CDH EGFR |FRZB MDK 0,986
TNFRSF4 F9 CRK *

20 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF CDH1 |EGFR _ |FRZB 0,986
MDK F9 CRK :
CDH1 FRZB CCL23 |BMP1 BMPER

21 1 1pT1 F9 CRK 0,986

55 |KLK3-SERPINA A3 | CDH1 EGFR  |FRZB MDK 0,986
CCL23 F9 CRK :
CDH1 EGFR FRZB  |MDK SERPINA A4

23 | TGFB2 F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB  |MDK FNA1

24 | RBP4 F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB _ |MDK CCL23

25 | TGFB2 F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB  |MDK CCL23

26 | gmx F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB _ |MDK BMP1

27 | SERPINA A4 F9 CRK 0,986
CDH1 FRZB ICAM2 |CCL23  |BMP1

28 | BMPER F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB  |MDK FN1

29 | SERPINA A4 F9 CRK 0,986
CDH1 EGFR FRZB _ |MDK SERPINA A4

30 | 1pT1 F9 CRK 0,986

31 |CDH1 EGFR FRZB _ |MDK SERPINA A4 | 0,986
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BMPER F9 CRK
32 gl\lil)lll;ll'IER EQGFR E/Ig:(( CCDC80 FN1 0,986
33 2:3':;:1 EQGFR EI;%(B MDK BMPER 0,986
34 gggl EQGFR EI;%(B MDK CCL23 0,986
35 '(|':|9'||:|11 EQGFR E/Ig:(( CCL23 FN1 0,986
37 gl\lil)lll;l:ll EQGFR EI;%(B MDK CCL23 0,986
38 '(|':|9'||:|11 ll\:/gDK 8%&23 BMP1 FN1 0,986
39 gEAH11 EQGFR EI;%(B MDK CCL23 0,986
40 KLK3-SERPINA A3 | CDH1 EGFR MDK CCL23 0.986

FCN2 F9 CRK ’
41 '(|':|9'||:|11 ::%AMZ E/Ig:(( CCL23 BMP1 0,986
42 8(D:E213 EQGFR EI;%(B MDK CCL23 0,986
43 gl\lil)lll;ll'IER ::%AMZ E/Ig:(( CCL23 BMP1 0,986
G e
o B, [T S R oo
A R
47 '(|':|9'||:|11 EQGFR E/Ig:(( CCL23 CCDC80 0,986
48 gl\lil)lll;l:ll EQGFR EI;%(B MDK CCDC80 0,986
49 g:\-/l;PER l(:)gH'I E/Ig:(( CCL23 BMP1 0,985
50 gl\lil)lll;ll'IER ::%AMZ E/Ig:(( BMP1 SERPINA A4 0,985
T
52 ?[SFH|;3F4 EQGFR EI;%(B MDK SERPINA A4 0,985
N
54 Eggz l(:)gH'I EgER FRZB MDK 0,985
o |EL R [ xR o
56 '(|':|9'||:|11 ll\:/gDK 8%&23 FN1 BMPER 0,985
57 '(|':|9'||:|11 EQGFR E/Ig:(( CCDC80 FN1 0,985
58 gggj ESNAS EgER MDK FCN2 0,985
59 [ CDH1 ICAM2 MDK CCL23 FN1 0,985
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BMPER F9 CRK
N = i e e e
61 KLK3-SERPINA A3 | CDH1 EGFR MDK BMPER 0985
TPT1 F9 CRK ’
62 '(|':|9'||'—|11 EQGFR E/Ig:(( BMP1 SERPINA A4 0,985
63 S[\DA’;ER l(:DSI;)H'I EI;%(B MDK CCL23 0,985
64 gggj EQGFR E/Ig:(( CCL23 FCN2 0,985
N
66 l(:DCDHZ'I ESNAS EgER MDK CCL23 0,985
o B[R mE K[ o
69 '(r:GDEéz EQGFR EI;%(B CCL23 BMPER 0,985
70 '(r:GDEéz EQGFR EI;%(B CCL23 FN1 0,985
71 KLK3-SERPINA A3 | CDH1 EGFR MDK BMPER 0985
TGFB2 F9 CRK ’
72 gl\lil)lll;ll'IER ::%AMZ E/Ig:(( CCDC80 BMP1 0,985
G e
74 _IB_E%F l(:)gH'I EgER MDK SERPINA A4 0,985
75 gl\lil)lll;l:ll EQRZB IC?IQEIIZ MDK CCL23 0,985
76 '(|':|9'||:|11 EQRZB E/Ig:(( CCL23 BMPER 0,985
77 KLK3-SERPINA A3 | CDH1 FRZB MDK CCL23 0985
BMPER F9 CRK ’
78 '(r:GDEéz EQGFR EI;%(B CCL23 FN1 0,985
79 gﬁ:—l‘l EQRZB E/Ig:(( CCL23 BMP1 0,985
80 gggj EQGFR EI;%(B MDK BMP1 0,985
81 '(|':|9'||:|11 EQGFR E/Ig:(( CCL23 BMPER 0,985
o | B, WX [om BB o
83 8|E:)IL-|11 EQGFR EI;%(B MDK CCL23 0,985
84 gl\lil)lll;ll'IER EQRZB E/Ig:(( BMP1 SERPINA A4 0,985
o |BF,  JER [W o [ o
86 2:3':;:1 EQGFR EI;%(B MDK CCDC80 0,985
87 | CDH1 EGFR MDK C9 CCDC80 0,985
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FCN2 F9 CRK
CDH1 EGFR ICAM2 MDK CCDC80

88 FN1 F9 CRK 0,985
CDH1 EGFR MDK CCL23 FCN2

89 AFM F9 CRK 0,985
CDH1 EFNA5 EGFR MDK FCN2

90 AFM F9 CRK 0,985
CDH1 FRZB MDK CCL23 BMP1

91 SAA1 F9 CRK 0,985
CDH1 EGFR FRZB MDK TNFRSF4

92 AFM F9 CRK 0,985
CDH1 MMP9 EGFR FRZB MDK

93 SERPINA A4 F9 CRK 0,985
KLK3-SERPINA A3 | CDH1 EGFR FRZB MDK

94 TPT1 F9 CRK 0,985
CDH1 EGFR FRZB ICAM2 MDK

9% lccLes F9 CRK 0,985

9% KLK3-SERPINA A3 | CDH1 EFNA5 EGFR MDK 0985
FCN2 F9 CRK ’
CDH1 EGFR ICAM2 MDK SERPINA A4

97 TPT1 F9 CRK 0,985
CDH1 EGFR FRZB CCL23 FN1

98 TPT1 F9 CRK 0,985
CDH1 EGFR MDK FN1 TNFRSF4

9 AFM F9 CRK 0,985
CDH1 EGFR MDK CCL23 CCDC80

100 BMPER F9 CRK 0,985

Tabla 10: Paneles de 9 Biomarcadores
Marcadores CV AUC

1 CDH1 FRZB MDK CCL23 BMP1 0990
BMPER TPT1 F9 CRK ’

5 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0990
FN1 TPT1 F9 CRK ’

3 CDH1 ICAM2 MDK CCL23 BMP1 0989
BMPER TPT1 F9 CRK ’

4 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0989
FN1 TGFB2 F9 CRK ’

5 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0989
BMPER TGFB2 F9 CRK ’

6 BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK 0989
SERPINA4 TPT1 F9 CRK ’

7 CDH1 FRZB ICAM2 MDK CCL23 0989
BMP1 BMPER F9 CRK ’

8 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0989
BMPER TPT1 F9 CRK ’

9 BDNF CDH1 FRZB MDK CCL23 0989
BMPER TPT1 F9 CRK ’
CDH1 EGFR FRZB MDK CCDC80

10 FN1 TPT1 F9 CRK 0,989

11 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0989
BMP1 TPT1 F9 CRK ’

12 CDH1 EGFR FRZB MDK CCDC80 0989
FN1 BMPER F9 CRK ’

13 CDH1 EFNA5 EGFR FRZB MDK 0.989
CCL23 BMX F9 CRK ’

72




ES 2 688 048 T3

14 | CDH1 EGFR MDK CCL23  |CCDCB0 | oo
FCN2 TPT F9 CRK *

15 | CDH1 FRZB MDK CCL23 | BMP1 0,989
BMX BMPER F9 CRK *

16 | KLK3-SERPINA3 | BDNF CDH1 EGFR | FRZB 0,989
MDK FCN2 F9 CRK *

.7 | CDH1 FRZB MDK CCL23 | BMP1 0,989
BMPER TNFRSF4 | F9 CRK *

18 | CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0,989
BMX BMPER F9 CRK *
CDH1 EGFR FRZB MDK FNA

19 1 1pT1 AFM F9 CRK 0,989
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

20 | EN TNFRSF4 | F9 CRK 0,988

,1 | CDH1 EFNA5 EGFR _ |MDK CCL23 0,965
FCN2 TPT1 F9 CRK *

,5 | CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0,965
CCDC80 TGFB2 F9 CRK *

53 | CDH EGFR FRZB MDK CCL23 0,965
CCDC80 BMPER F9 CRK *
CDH1 EFNA5 EGFR _ |MDK CCL23

24 | FON2 BMX F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

25 | cepeso TPTH F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK FNA

26 | SERPINA4 TPT F9 CRK 0,988

,7 | CDH EGFR FRZB MDK SERPINAZ | oag
BMPER TGFB2 F9 CRK *
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

28 | TGFB2 AFM F9 CRK 0,988
BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK

29 | ccpeso FN1 F CRK 0,968
CDH1 AZU1 FRZB MDK CCL23

30 | gmp1 BMPER F9 CRK 0,988

51 | CDH1 FRZB MDK CCL23 | BMP1 0086
PRTN3 BMPER F9 CRK :
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

32 | 1pT1 AFM F9 CRK 0,988
CDH1 FRZB MDK CCL23 | FN1

33 | BMPER TPTH F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK FNA

34 | RBP4 TGFB2 F9 CRK 0,988

55 | KLK3-SERPINA3 | BDNF CDH1 EGFR | FRZB 0088
MDK TPT F9 CRK :
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

36 |EN1 TPTH F9 CRK 0,988
KIT CDH1 FRZB MDK CCL23

37 | BMP1 BMPER Fo CRK 0,988
CDH1 FRZB MDK CCL23 | BMP1

38 | BMPER BPI F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK FNA

39 | SERPINA4 TGFB2 F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK CCDC80

40 1 Ny TNFRSF4 | F9 CRK 0,988
BDNF CDH1 FRZB MDK CCL23

41 | smP TPT F9 CRK 0,988
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CCL23 CCDC80 F9 CRK ’
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CDH1 FRZB MDK CCL23 | BMP1

70 1 1pT1 SAAT F9 CRK 0,988

~. |con EGFR FRZB MDK BMP1 0,965
SERPINA4 TGFB2 F9 CRK *
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

2 | RBP4 TGFB2 F9 CRK 0,988
BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK

73 1 EN1 AFM F9 CRK 0,988
BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK

74 |ccLes FN1 F9 CRK 0,988
BDNF CDH1 EFNA5  |EGFR _ |FRZB

75 I MDK FCN2 F9 CRK 0,988

6 |CDHI EGFR FRZB MDK SERPINAZ | oag
BMPER TPTH F9 CRK *

— |con MDK CCL23  |BMP1 BMPER |, oag
TNFRSF4 TPT F9 CRK *
CDH1 FRZB MDK CCL23 | BMP1

8 | BMPER SAAT F9 CRK 0,988

o |CDH1 EGFR ICAM2 | MDK CCL23 0,965
CCDC80 TPTH F9 CRK *

50 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CDH1 EGFR | FRZB 0,965
MDK TGFB2 F9 CRK *

o1 |CDH FRZB MDK CCL23  [CCDCB0 |, ggg
BMP1 BMPER F9 CRK *
CDH1 LCN2 FRZB MDK CCL23

82 | BmP1 BMPER F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK FNA

83 | TNFRSF4 AFM F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK CCDC80

84 | BMPER TPTH F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

85 | RBP4 BMPER F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK CCDC80

86 |EN1 CFL1 F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

87 | smx AFM F9 CRK 0,988
CDH1 ICAM2 MDK CCL23 | BMP1

88 |EN1 TPTA F9 CRK 0,988
CDH1 EGFR MDK CCL23 | CCDC80

89 |Fen2 BMP1 F9 CRK 0,988

o0 | CDH1 EGFR ICAM2 | MDK CCL23 0088
CCDC80 FCN2 F9 CRK :
CDH1 EGFR FRZB MDK CFP

91 |ceLzs FN1 F9 CRK 0,988
BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK

92 |ccL2s FN1 F9 CRK 0,988
BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK

9B |ccLzs TGFB2 F9 CRK 0,988
CDH1 MPO FRZB MDK CCL23

% | BMP1 BMPER Fo CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

9% | RBP4 TPTH F9 CRK 0,988
BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK

% | 1pT1 AFM Fo CRK 0,988
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23

97 | ABL1 FN1 F9 CRK 0,988
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CDH1 FRZB ICAM2 MDK CCL23

98 BMP1 TPT1 F9 CRK 0,988

99 KLK3-SERPINA3 | CDH1 EGFR FRZB MDK 0988
FN1 TGFB2 F9 CRK ’
BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK

100 RBP4 BMPER F9 CRK 0,988

Tabla 11: Paneles de 10 Biomarcadores
Marcadores CV AUC

1 CDH1 FRZB ICAM2 MDK CCL23 0992
BMP1 BMPER TPT1 F9 CRK ’

2 CDH1 EGFR FRZB MDK CCDC80 0991
FN1 BMPER TPT1 F9 CRK ’

3 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0991
FN1 BMPER TPT1 F9 CRK ’

4 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0991
FN1 TPT1 TGFB2 F9 CRK ’

5 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0991
FN1 BMPER TGFB2 F9 CRK ’

6 CDH1 VEGFA FRZB MDK CCL23 0991
BMP1 BMPER TPT1 F9 CRK ’

7 CDH1 EGFR FRZB ICAM2 MDK 0991
CCL23 BMPER TPT1 F9 CRK ’

8 BDNF CDH1 FRZB MDK CCL23 0991
BMP1 BMPER TPT1 F9 CRK ’

9 CDH1 EGFR FRZB ICAM2 MDK 0991
CCL23 FN1 TPT1 F9 CRK ’

10 CDH1 ICAM2 MDK CCL23 BMP1 0991
BMPER TNFRSF4 TPT1 F9 CRK ’

11 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0990
BMP1 BMX TPT1 F9 CRK ’

12 CDH1 FRZB MDK CCL23 BMP1 0990
BMPER TNFRSF4 TPT1 F9 CRK ’

13 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0990
FN1 TNFRSF4 TPT1 F9 CRK ’

14 BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK 0990
CCL23 FN1 TPT1 F9 CRK ’

15 BDNF CDH1 FRZB ICAM2 MDK 0990
CCL23 BMPER TPT1 F9 CRK ’

16 CDH1 MMP9 FRZB MDK CCL23 0990
BMP1 BMPER TPT1 F9 CRK ’

17 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0990
CCDC80 BMPER TPT1 F9 CRK ’

18 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0990
BMX BMPER TPT1 F9 CRK ’

19 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0990
BMP1 BMX BMPER F9 CRK ’

20 BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK 0.990
SERPINA4 BMPER TPT1 F9 CRK ’

21 CDH1 ICAM2 MDK CCL23 CCDC80 0.990
BMP1 BMPER TPT1 F9 CRK ’

29 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0.990
FN1 TNFRSF4 TGFB2 F9 CRK ’

23 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0.990
BMP1 BMPER TPT1 F9 CRK ’

24 |CDH1 FRZB MDK CCL23 BMP1 0,990
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FNA BMPER TPT1 F9 CRK
oo |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0,590
CCDC80 FN1 TPT F9 CRK *
J6 | CDHI EGFR FRZB ICAM2 MDK 0,590
CCL23 BMP1 TPT F9 CRK *
o7 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CDH1 EGFR FRZB 0,590
MDK FCN2 TPT F9 CRK *
J5 | CDHI EGFR FRZB MDK CCL23 | 5000
BMPER TPT TGFB2  |F9 CRK *
BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK
Y TPT AFM F9 CRK 0,990
20 |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0.990
CCL23 BMPER TPT F9 CRK *
51 |CDH EGFR FRZB MDK CCDCBO |5 000
FN1 BMPER TGFB2  |F9 CRK *
5, |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0,990
CCL23 CCDC80 FCN2 F9 CRK *
43 |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0,990
CCL23 TNFRSF4 | TPTH F9 CRK *
24 | CDH EGFR FRZB MDK CCL23 | 5000
BMP1 TPTH TGFB2  |F9 CRK *
45 |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0,990
BMPER TPT AFM F9 CRK *
BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK
36 |EN1 RBP4 TGFB2  |F9 CRK 0,990
5, |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB ICAM2 | 5000
MDK SERPINA4 | TPT1 F9 CRK *
26 | CDH EGFR ICAM2 | MDK CCL23 | 5000
CCDC80 FCN2 TPT F9 CRK *
BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK
39 |EN1 RBP4 TPT F9 CRK 0,990
40 |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0,990
SERPINA4 TPT TGFB2  |F9 CRK *
41 |BDNF CDH1 FRZB MDK CCL23 | 000
FN1 BMPER TPT F9 CRK :
4o |CDHI FRZB MDK CCL23 BMP1 0,590
BMPER TPT SAA1 F9 CRK :
43 |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0,590
CCL23 FN1 TGFB2  |F9 CRK :
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23
44 | BMP1 FN1 TPTH F9 CRK 0,990
45 |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0,590
FN1 SERPINA4 | TPT1 F9 CRK :
46 | CDH EGFR MDK CCL23 CCDCBO | 5 990
FCN2 BMP1 TPT F9 CRK :
47 |CDH EGFR FRZB MDK CCL23 |4 000
CCDC80 BMPER TGFB2  |F9 CRK :
45 | CDHI EGFR FRZB MDK CCL23 |4 990
BMP1 TNFRSF4 | TPT1 F9 CRK :
4o |KLK3-SERPINA3 | BDNF CDH1 EGFR FRZB 0,590
MDK BMPER TPT F9 CRK :
CDH1 EGFR FRZB MDK FNA
50 | BmPER TPTH AFM F9 CRK 0,990
51 |CDHI EGFR FRZB MDK CFP 0,590
CCL23 FN1 TPT F9 CRK :
52 |CDH1 MMP9 EGFR _ |FRZB MDK 0,990
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CCL23 FN1 TPT1 F9 CRK
53 CDH1 EGFR FRZB MDK FN1 0.990
BMPER TGFB2 AFM F9 CRK ’
54 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0.990
CCDC80 FCN2 TPT1 F9 CRK ’
55 BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK 0.990
CCDC80 BMPER TPT1 F9 CRK ’
56 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0.990
CCDC80 FN1 TPT1 F9 CRK ’
57 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0.990
CCDC80 BMX BMPER F9 CRK ’
CDH1 FRZB ICAM2 MDK CCL23
58 BMP1 FN1 TPT1 F9 CRK 0,990
59 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0.990
BMPER TNFRSF4 TPT1 F9 CRK ’
60 BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK 0.990
RBP4 BMPER TPT1 F9 CRK ’
61 BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK 0.990
FN1 TGFB2 AFM F9 CRK ’
62 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0.990
FCN2 BMP1 TPT1 F9 CRK ’
63 BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK 0.990
CCDC80 FN1 TGFB2 F9 CRK ’
BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK
64 CCL23 FN1 TPT1 F9 CRK 0,990
65 CDH1 EGFR FRZB MDK CCDC80 0.990
BMP1 BMPER TPT1 F9 CRK ’
66 CDH1 FRZB ICAM2 MDK CCL23 0.990
FN1 BMPER TPT1 F9 CRK ’
KIT CDH1 EGFR FRZB MDK
67 CCL23 FN1 TGFB2 F9 CRK 0,990
68 BDNF CDH1 EFNAS EGFR FRZB 0.990
MDK FCN2 RBP4 F9 CRK ’
69 BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK 0.990
CCDC80 FCN2 RBP4 F9 CRK ’
70 KLK3-SERPINA3 |BDNF CDH1 EGFR FRZB 0.990
MDK FCN2 TGFB2 F9 CRK ’
71 CDH1 AZU1 FRZB ICAM2 MDK 0.990
CCL23 BMP1 BMPER F9 CRK ’
79 CDH1 EGFR FRZB ICAM2 MDK 0.990
CCL23 FN1 TGFB2 F9 CRK ’
73 CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 0.990
CCDC80 FCN2 BMP1 F9 CRK ’
74 BDNF CDH1 EFNAS EGFR FRZB 0.990
MDK FCN2 TPT1 F9 CRK ’
75 CDH1 EFNAS EGFR FRZB MDK 0.990
CCL23 BMX BMPER F9 CRK ’
76 BDNF CDH1 EGFR FRZB MDK 0.990
CCDC80 FCN2 BMP1 F9 CRK ’
77 BDNF CDH1 FRZB MDK CCL23 0.990
BMP1 BMX BMPER F9 CRK ’
78 CDH1 ICAM2 MDK CCL23 BMP1 0.990
FN1 BMPER TPT1 F9 CRK ’
79 CDH1 EGFR FRZB ICAM2 MDK 0.990
CCDC80 FN1 BMPER F9 CRK ’
80 [BDNF CDH1 EGFR MDK CCL23 0,990
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CCDC80 FCN2 TPT1 Fo CRK
o1 |CDHI EGFR FRZB MDK CCDCBO | 5 990
FN1 TNFRSF4 | TPTH F9 CRK *
5o |CDHI EGFR FRZB MDK CCL23 | 000
CCL23 BMPER TPT F9 CRK *
55 |KLK3-SERPINA3 |BDNF CDH1 EGFR FRZB 0,590
ICAM2 MDK FCN2 F9 CRK *
o4 | CDH1 MMP9 ICAM2 | MDK CCL23 | 5000
BMP1 BMPER TPT F9 CRK *
o5 | CDH EFNA5 FRZB MDK CCL23 | ;000
BMP1 BMX BMPER |F9 CRK *
o6 |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0.990
CCDC80 FN1 TNFRSF4 | F9 CRK *
g7 | CDH1 EGFR FRZB MDK FNA 0,990
RBP4 BMPER TPT F9 CRK *
CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23
88 |EN TPT AFM F9 CRK 0,990
6o |BDNF CDH1 FRZB MDK CCL23 | 5000
BMX BMPER TPT F9 CRK *
o0 |KLK3-SERPINA3 | BDNF CDH1 EGFR FRZB 0,990
MDK CCL23 FCN2 F9 CRK *
o1 |CDH1 VEGFA FRZB MDK CCL23 | 5000
BMP1 FN1 TPT F9 CRK *
op | CDH1 EGFR FRZB ICAM2 MDK 0,990
CCL23 CCDC80 TPT F9 CRK *
o3 | CDH EFNA5 EGFR _ |FRZB MDK 0,990
CCL23 BMX TPTH F9 CRK *
os |BDNF CDH1 EGFR _ |FRZB MDK 0,990
CCL23 CCDC80 FCN2 F9 CRK *
o5 | CDH FRZB MDK CCL23 BMP1 0,989
BMX BMPER TPT F9 CRK *
o6 | CDH EGFR FRZB MDK CCL23 |, 080
FN1 BMPER TPT F9 CRK *
47 |CDH1 VEGFA ICAM2 | MDK CCL23 |, os0
BMP1 BMPER TPT F9 CRK :
KIT CDH1 FRZB MDK CCL23
98 I BMmP1 FN1 BMPER |F9 CRK 0,989
oo |CDH1 EGFR FRZB MDK CCL23 |, os0
FN1 PRTN3 TPT F9 CRK :
100 | BONF CDH1 FRZB MDK CCL23 |, os0
BMPER TNFRSF4 | TPTH F9 CRK :

Tabla 12: Recuentos de marcadores en paneles de biomarcadores

Tamafio del panel

Biomarcador 3 4 5 6 7 8 9 10
ABL1 47 48 32 27 25 24 15 16
AFM 52 65 55 69 83 94 111 111
ALB 3 1 0 0 0 0 0 0
ALPL 5 11 10 10 8 7 10 11

APOA1 9 0 0 0 0 0 0 0
AZU1 5 23 14 15 16 18 27 30
BDNF 43 73 134 131 139 103 181 321
BMP1 35 44 86 158 223 261 255 290

BMPER 228 341 255 351 321 324 336 396
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BMX 25 16 12 1" 10 22 51 107
BPI 7 19 18 16 19 15 23 26
C9 48 37 32 27 22 22 19 12
CAMKA1 3 31 13 5 1 1 0 0
CCDC80 54 63 56 78 88 136 188 202
CCL23 44 43 55 60 65 77 70 58
CCL23 125 116 137 301 407 453 502 605
CDH1 653 971 996 | 1000 | 1000 | 1000 [ 1000 | 1000
CDK5-CDK5R1 15 9 27 15 5 0 0 0
CDK8-CCNC 7 6 17 9 4 5 2 0
CFHR5 11 13 14 10 8 4 4 6
CFL1 55 66 53 29 33 31 38 32
CFP 29 37 58 43 29 24 24 33
CRK 149 205 643 888 963 994 999 | 1000
CRP 35 30 19 14 9 1" 6 4
CSN181 30 15 9 9 6 5 4 2
CXCL13 35 10 7 1 0 0 0 0
DDC 4 4 2 0 0 0 0 0
EFNAS 39 52 74 69 55 55 67 67
EGFR 30 64 137 337 468 662 778 789
EIFAEBP2 15 12 10 9 7 8 6 4
ESM1 55 14 29 13 0 0 0 0
F9 82 486 768 862 936 987 | 1000 | 1000
FCN2 86 40 14 18 39 79 152 191
FGA-FGB-FGG 1 1 0 0 0 0 0 0
FLT3LG 3 4 1 0 0 0 0 0
FN1 48 52 55 76 136 229 290 340
FN1 1" 10 25 39 30 17 8 2
FRZB 91 201 224 261 357 450 669 830
GPC2 18 3 3 5 13 12 7 3
GPI 25 16 9 10 14 16 19 12
H2AFZ 8 0 0 0 0 0 0 0
HINT1 6 6 1 0 0 0 0 0
ICAM2 26 49 52 76 128 143 178 222
ITGA1-ITGB1 3 1 0 0 0 0 0 0
ITIH4 13 3 0 0 0 0 0 0
KIT 35 46 35 27 33 23 30 47
KLK3-SERPINA3 96 72 125 131 169 171 128 76
LCN2 2 7 10 8 7 7 8 7
LTF 5 14 1" 13 10 9 16 18
MDK 49 47 94 244 559 838 975 998
MMP9 11 20 21 29 34 36 36 58
MPO 3 10 1" 7 1" 6 7 9
MSLN 2 2 0 0 0 0 0 0
PLA2G5 46 30 23 15 1" 9 3 0
PRTN3 5 16 12 10 13 1" 22 27
RBP4 27 43 37 59 62 76 79 86
SAA1 43 42 43 36 32 29 27 26
SERPINA4 43 53 52 64 95 117 116 80
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TGFB2 60 50 53 61 62 82 107 182
TIMP1 10 6 9 4 0 0 0 0
TNFRSF4 27 24 31 56 78 119 123 142

TNFRSF8 2 4 6 1 0 0 0 0
TPT1 82 104 197 132 109 153 259 479
VEGFA 74 57 62 50 47 25 25 43

YWHAH 62 42 12 1 1 0 0 0

Tabla 13: Analitos en clasificadores de diez marcadores

CDH1 CRK
F9 MDK
FRZB EGFR
CCL23 TPT1
BMPER FN1

Tabla 14: Parametros derivados del conjunto de entrenamiento para el clasificador in

Biomarcador e Hd Oc ad

CSN1S1 8,744 8,621 0,087 0,132
BMPER 7,309 7,061 0,206 0,247
CFHRS5 8,943 9,232 0,239 0,344
CCL23 8,276 8,608 0,235 0,461
CDH1 9,132 8,827 0,161 0,267
CCDC80 8,588 8,846 0,218 0,365
TGFB2 6,882 6,833 0,044 0,049
FCN2 7,792 8,187 0,175 0,283
SERPINA4 10,713 10,398 0,130 0,433
MPO 9,440 9,975 0,808 0,968
CRP 7,836 9,788 1,059 1,962
FRZB 8,136 8,466 0,315 0,297
BDNF 6,828 6,709 0,103 0,094
FGA-FGB-FGG 9,639 10,247 0,514 0,620
H2AFZ 6,664 6,894 0,119 0,311
AFM 10,236 9,850 0,199 0,465
CRK 7,196 7,686 0,252 0,414
CFLA1 7,949 8,169 0,143 0,288
BMX 7,153 7,066 0,083 0,061
RBP4 8,856 8,603 0,171 0,333
C9 11,525 11,955 0,199 0,291
MDK 7,033 7,244 0,179 0,470
ESM1 7,562 7,751 0,139 0,332
TNFRSF8 7,184 7,219 0,053 0,081
CFP 9,650 9,449 0,160 0,214
FLT3LG 6,636 6,797 0,125 0,133
ITIH4 10,180 10,461 0,318 0,337
MMP9 10,371 10,311 0,598 0,632
LTF 11,096 11,579 0,686 0,881
KIT 9,389 9,181 0,156 0,196
CDK5-CDK5R1 6,745 6,870 0,105 0,153
VEGFA 7,521 7,711 0,098 0,249
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CDK8-CCNC 6,724 6,854 0,097 0,107
MSLN 8,101 8,001 0,062 0,102
ABL1 8,093 7,967 0,096 0,119
LCN2 9,887 10,049 0,384 0,546
GPC2 6,357 6,292 0,045 0,042
TIMP1 8,763 8,927 0,118 0,310
FN1 10,929 10,599 0,333 0,422
ICAM2 7,392 7,369 0,041 0,063
ALB 9,491 9,281 0,124 0,299
CAMKA1 8,318 8,627 0,157 0,208
PRTN3 8,779 9,243 0,860 0,894
YWHAH 7,820 8,309 0,310 0,645
HINT1 6,639 6,583 0,051 0,045
EGFR 10,463 10,264 0,111 0,209
EFNAS 6,697 6,833 0,113 0,253
IL31 6,478 6,407 0,045 0,046
BPI 10,379 11,043 1,014 1,250
BMP1 8,616 8,303 0,271 0,350
CCL23 7,224 7,528 0,152 0,259
GPI 7,834 8,422 0,454 0,701
EIFAEBP2 6,532 6,470 0,048 0,053
PLA2G5 7,021 6,926 0,063 0,068
ITGA1-ITGB1 7,345 7,977 0,377 0,671
TPT1 9,224 10,393 0,805 1,202
DDC 6,553 6,499 0,043 0,049
TNFRSF4 7,171 7,094 0,064 0,078
ALPL 7,799 8,245 0,662 0,937
SAA1 6,891 8,598 1,076 2,033
APOA1 8,657 8,281 0,164 0,258
CXCL13 6,890 7,020 0,084 0,145
KLK3-SERPINA3 7,997 8,511 0,161 0,530
FN1 8,923 8,633 0,362 0,378
AZU1 7,053 7,556 0,720 0,764
F9 8,870 9,498 0,627 0,345

Tabla 15: AUC para combinaciones de ejemplo de biomarcadores

N.° ABC
1 CDH1 0,884
2 CDH1 BMPER 0,947
3 CDH1 BMPER F9 0,951
4 CDH1 BMPER F9 | CCL23 0,954
5 CDH1 BMPER F9 | CCL23 CRK 0,980
6 CDH1 BMPER F9 | CCL23 CRK BMP1 0,983
7 CDH1 BMPER F9 | CCL23 CRK BMP1 TPT1 0,983
8 CDH1 BMPER F9 | CCL23 CRK BMP1 TPT1 FRZB 0,987
9 CDH1 BMPER F9 | CCL23 CRK BMP1 TPT1 FRZB MDK 0,992
10 | CDH1 BMPER F9 | CCL23 CRK BMP1 TPT1 FRZB MDK 0,993
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Tabla 16: Célculos derivados del conjunto de entrenamiento para el clasificador ingenuo de Bayes.

Biomarcador e Ud Oc od | % p(cli) p(d|E) In(p(d|%)/p(c|E))
BMPER 7,309 | 7,061 0,206 | 0,247 | 7,290 1,933 1,049 -0,611
CRK 7,196 | 7,686 | 0,252 | 0,414 | 7,323 1,396 0,656 -0,756
BMP1 8,616 | 8,303 | 0,271 0,350 | 8,878 0,921 0,295 -1,138
CCL23 7,224 | 7,528 | 0,152 | 0,259 | 7,283 2,434 0,986 -0,904
CDH1 9,132 | 8,827 | 0,161 0,267 | 9,594 0,040 0,024 -0,524
TPT1 9,224 | 10,393 | 0,805 | 1,202 | 8,304 0,258 0,073 -1,257
MDK 7,033 | 7,244 | 0,179 | 0,470 | 7,047 2,220 0,777 -1,050
ICAM2 7,392 | 7,369 | 0,041 0,063 | 7,447 3,931 2,928 -0,294
FRZB 8,136 | 8,466 | 0,315 | 0,297 | 8,025 1,190 0,448 -0,978
F9 8,870 | 9,498 | 0,627 | 0,345 | 10,009 0,122 0,385 1,147
Tabla 17 Caracteristicas clinicas del conjunto de entrenamiento
Datos Meta Niveles Control Meso valor p
Muestras 140 158
SEXO F 41 28
M 99 130 2.61e-02
EDAD Media 61,4 64,6
SD 10,6 9,8 6.80e-03

Tabla 18: Diez proteinas de los clasificadores de biomarcadores

Biomarcador ID UniProt Direccion* Proceso bioldgico (GO)

CDH1 P12830 Descendente | regulacion de la muerte celular

FRZB Q92765 Ascendente |/e9ulacion de la  via de
sefializacion

ICAM2 P13598 Descendente

MDK P21741 Ascendente | 'SSPuesta al estres
proceso de sefializacion
proceso del sistema inmune
respuesta al estrés

CCL23 P55773 Ascendente [ comunicacion celular
proceso de sefializacion
sefializacion

BMP1 P13497 Descendente | proteolisis

BMPER Q8N8U9 Descendente |€9ulacion de la via de
sefializacion

TPTA1 P13693 Ascendente | regulacién de la muerte celular

F9 P00740 Ascendente | proteolisis
proceso de sefializacion

CRK P46108 Ascendente | Senalizacion ,
regulacion de la via de
sefializacion

Tabla 19: Biomarcadores de cancer general

KIT KLK3-SERPINA A3
C9 BMPER
AFM VEGFA
CCL23 CDK8-CCNC
SERPINA4 DDC
CRP APOA1
BMP1 ALB
EGFR FGA-FGB-FGG
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BDNF FN1
ITIH4 CFHR5
CDK5-CDK5R1 EFNAS

Tabla 20: Paneles de 1 biomarcador

Marcadores CV AUC media
1 C9 0,792
2 KLK3-SERPINA A3 0,782
3 CRP 0,763
4 SERPINA A4 0,762
5 |AFM 0,750
6 BMPER 0,745
7 ALB 0,737
8 APOA1 0,733
9 BMP1 0,732
10 |KIT 0,729
11 |EGFR 0,726
12 |ITIH4 0,721
13 | VEGFA 0,720
14 | BDNF 0,720
15 |FGA-FGB-FGG 0,712
16 |EFNAS5 0,697
17 |DDC 0,696
18 |FN1 0,694
19 |CDK8-CCNC 0,692
20 |CCL23 0,692
21 |CFHR5 0,674
22 | CDK5-CDK5R1 0,666

Tabla 21: Paneles de 2 Biomarcadores

Marcadores CV AUC media

; |KLK3-SERPINA | .o 0,826
A3

5 |KLK3-SERPINA |0 o 0,823
A3

5 |KLK3-SERPINA |\ as 0,820
A3

4 |KIT c9 0,819

5 |BDNF c9 0.818

6 |KLK3-SERPINA |g\ o, 0,816
A3

; |KLK3-SERPINA  |o\ oo 0,816
A3

g |KLK3-SERPINA | - 0,815
A3

9 |co9 BMPER 0,814

10 |EFNA5 C9 0812

11 |KLK3-SERPINA | g 0,811
A3

12 i;KS-SERPINA CRP 0,811
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13 |EGFR co 0.811
14 |BMPER CRP 0.810
15 |BDNF CRP 0.810
16 |Co DDC 0.809
1, |KLK3-SERPINA | o 0.807
A3
18 |KLK3-SERPINA | = 0.806
A3
19 |BDNF SERPINA A4 0.805
20 |BMP1 CRP 0.805
21 |C9 CRP 0.802
22 |C9 ALB 0.802
23 &K&SERP'NA CCL23 0,802
o4 |KLK3-SERPINA |y, 0.801
A3
25 |BDNF KIT 0.801
26 |EGFR SERPINA A4 0.801
27 &K&SERP'NA CDK5-CDK5R1 0,800
28 | EFNA5 CRP 0.799
29 |EGFR ITIH4 0.799
30 |BMPER AFM 0.798
31 |Co BMP1 0.798
32 |KIT CRP 0.798
33 |Co SERPINA A4 0.798
34 |Co ITIH4 0.797
35 |SERPINA Ad BMPER 0.796
36 |EFNA5 SERPINA A4 0.796
37 %KS'SERP'NA APOA1 0,795
38 |EGFR CRP 0.795
39 |KIT SERPINA A4 0.795
40 |EGFR AFM 0.795
41 |VEGFA co 0.795
42 |co FN1 0.794
43 |Co AFM 0.793
44 |KLK3-SERPINA | o0/ 0.793
A3
45 &K&SERP'NA SERPINA A4 0,792
46 |BMP1 SERPINA A4 0.792
47 |KIT BMP1 0.791
48 | BDNF AFM 0.791
49 |ccL23 co 0.791
50 |KIT BMPER 0.790
51 KLK3-SERPINA ITIH4 0,790
A3
52 |DDC CRP 0.789
53 |CCL23 CRP 0.789
54 |Co9 CDK5-CDK5R1 0.788
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55 |BDNF VEGFA 0,788
56 |EGFR ALB 0,788
57 |KIT AFM 0,787
58 |BMPER ITIHA 0,786
59 |BDNF ALB 0,785
60 |KEF3SERPINA - cpKs.cone 0,785
61 |FN1 CRP 0,784
62 |BDNF BMPER 0,784
63 | APOAT C9 0,784
64 |C9 CDK8-CCNC 0,784
65 |EGFR BMPER 0,783
66 |EFN A5 AFM 0,783
67 |VEGFA CRP 0,783
68 | SERPINA Ad DDC 0,783
69 |CRP AFM 0,783
70 |BMP1 BMPER 0,783
71 |DDC ITIHA 0,783
72 %KS'SERP'NA VEGFA 0,782
73 |CRP CDK5-CDK5R1 0,782
74 |DDC AFM 0,782
75 |BMP1 AFM 0,782
76 |EFNAS BMPER 0,781
77 |CRP ITIHA 0,781
78 |FNA1 SERPINA A4 0,780
79 |BDNF ITIHA 0,780
80 |ALB CRP 0,779
81 |VEGFA EGFR 0,779
82 |EFNAS BMP1 0,778
83 |C9 CFHR5 0,777
84 |BDNF EGFR 0,776
85 | SERPINA4 CRP 0,776
86 | BDNF DDC 0,776
87 | SERPINA4 AFM 0,775
88 |KIT EGFR 0,775
89 |EFNAS ALB 0,775
g0 |KLKS-SERPINA 1 raaFeB-FaG 0,775
91 | APOAT CRP 0,774
92 | CDKB-CCNC CRP 0,774
93 |BMP1 ALB 0,774
94 |BMP1 DDC 0,774
95 |DDC BMPER 0,774
96 |BMP1 ITIHA 0,774
97 |EFNAS EGFR 0,773
98 |KIT ITIHA 0,773
99 |EFNAS APOAT 0,772
100 | FN1 AFM 0,772
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Tabla 22: Paneles de 3 Biomarcadores

Marcadores CV AUC media
1 BDNF KIT C9 0,846
2 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT 0,842
3 KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 0,838
4 BDNF KIT CRP 0,837
5 KLK3-SERPINA3 |[EFN A5 EGFR 0,836
6 KLK3-SERPINA A3 | BDNF C9 0,836
7 KLK3-SERPINA A3 | EFN A5 C9 0,835
8 KLK3-SERPINA A3 | EFN A5 BMP1 0,835
9 KLK3-SERPINA A3 | BDNF CRP 0,834
10 |KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 CRP 0,833
11 KLK3-SERPINA A3 [KIT BMP1 0,833
12 |BDNF KIT SERPINA A4 0,833
13 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF EGFR 0,833
14 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EGFR 0,833
15 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF EFN A5 0,833
16 |KLK3-SERPINA A3 | EGFR ITIH4 0,832
17 | KLK3-SERPINA A3 | EFN A5 BMPER 0,831
18 |KLK3-SERPINA A3 | EGFR C9 0,831
19 |KLK3-SERPINA A3 | EGFR BMPER 0,830
20 |BDNF C9 CRP 0,830
21 KIT C9 BMPER 0,830
22 |KIT EFN A5 C9 0,830
23 | KLK3-SERPINA A3 [EFN A5 ALB 0,829
24 | KLK3-SERPINA A3 [KIT BMPER 0,829
25 | KLK3-SERPINA A3 [ BDNF DDC 0,829
26 |BDNF EGFR C9 0,829
27 |KLK3-SERPINA A3 [EGFR ALB 0,829
28 |KLK3-SERPINA A3 [KIT C9 0,828
29 |KLK3-SERPINA A3 [ BDNF SERPINA A4 0,828
30 |KIT C9 DDC 0,828
31 BDNF C9 SERPINA A4 0,828
32 |KLK3-SERPINA A3 [EGFR CRP 0,828
33 |KLK3-SERPINA A3 [EGFR BMP1 0,827
34 |BDNF C9 DDC 0,827
35 |KIT EGFR C9 0,827
36 |KLK3-SERPINA A3 | BMP1 CRP 0,826
37 |KLK3-SERPINA A3 |C9 BMPER 0,826
38 |KLK3-SERPINA A3 |C9 DDC 0,825
39 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF ALB 0,825
40 |KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 SERPINA A4 0,825
41 KLK3-SERPINA A3 | EGFR DDC 0,825
42 |EGFR C9 ITIH4 0,825
43 | KLK3-SERPINA A3 | EFN A5 APOA1 0,825
44 | KLK3-SERPINA A3 | EGFR FN1 0,825
45 [KIT C9 BMP1 0,825
46 | KLK3-SERPINA A3 | BMPER CRP 0,825
47 | KLK3-SERPINA A3 | EFN A5 FN1 0,824

87




ES 2 688 048 T3

48 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF BMPER 0,824
49 |EGFR C9 BMPER 0,824
50 |KLK3-SERPINA A3 |EGFR SERPINA A4 0,824
51 BDNF EFN A5 C9 0,824
52 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF BMP1 0,824
53 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF VEGFA 0,824
54 | BDNF VEGFA C9 0,824
55 |KLK3-SERPINA A3 [ EFN A5 CDK8-CCNC 0,824
56 |BDNF C9 BMPER 0,824
57 |KIT BMP1 CRP 0,824
58 |BDNF C9 ALB 0,824
59 |KLK3-SERPINA A3 | EFN A5 ITIH4 0,823
60 [KLK3-SERPINA A3 |CDK5-CDK5R1 |KIT 0,823
61 KLK3-SERPINA A3 | VEGFA EGFR 0,823
62 [KLK3-SERPINA A3 |BDNF FN1 0,823
63 |[EGFR C9 ALB 0,823
64 [KLK3-SERPINA A3 |KIT CRP 0,823
65 [C9 DDC BMPER 0,823
66 [KLK3-SERPINA A3 |EGFR AFM 0,823
67 [KLK3-SERPINA A3 | CDK5-CDK5R1 |EFN A5 0,823
68 |EFNAS EGFR C9 0,823
69 [KLK3-SERPINA A3 |DDC BMPER 0,823
70 |EFNA5 C9 BMPER 0,822
71 KLK3-SERPINA A3 | BMP1 DDC 0,822
72 |EFNA5 BMP1 CRP 0,822
73 |BDNF C9 AFM 0,822
74 |C9 BMPER CRP 0,822
75 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF ITIH4 0,822
76 | KLK3-SERPINA A3 | KIT FN1 0,822
77 |BDNF EGFR CRP 0,821
78 |KIT C9 CRP 0,821
79 |EGFR C9 SERPINA A4 0,821
80 |BDNF EGFR SERPINA A4 0,821
81 KLK3-SERPINA A3 | BMP1 BMPER 0,821
82 |KIT EFN A5 SERPINA A4 0,821
83 |EFNA5 C9 CRP 0,821
84 |BDNF BMPER CRP 0,821
85 | KLK3-SERPINA A3 | KIT CCL23 0,821
86 |KLK3-SERPINA A3 | CDK5-CDK5R1 |EGFR 0,821
87 |KLK3-SERPINA A3 [EFN A5 DDC 0,821
88 |C9 BMPER ITIH4 0,821
89 |KIT BMPER CRP 0,821
90 |EGFR C9 AFM 0,820
91 KLK3-SERPINA A3 | BDNF AFM 0,820
92 |BDNF BMP1 CRP 0,820
93 |KLK3-SERPINA A3 |EGFR CCL23 0,820
94 |KIT C9 SERPINA A4 0,820
95 |BDNF EFN A5 CRP 0,820
96 |EFNA5 C9 ALB 0,820
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97 |KLK3-SERPINA A3 |BMPER ITIH4 0,819

98 |KLK3-SERPINA A3 |CCL23 CRP 0,819

99 [EGFR C9 DDC 0,819

100 |KIT EFN A5 CRP 0,819

Tabla 23: Paneles de 4 Biomarcadores
Marcadores CV AUC media

1 | KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT C9 0,849
2 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 BMP1 0,848
3 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT CRP 0,848
4 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 C9 0,847
5 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EGFR 0,846
6 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 0,846
7 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 CRP 0,845
8 |[BDNF KIT C9 DDC 0,845
9 |[BDNF KIT C9 CRP 0,844
10 | BDNF KIT EGFR C9 0,844
11 | KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR C9 0,844
12 | BDNF KIT C9 SERPINA A4 0,844
13 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT DDC 0,844
14 | KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR ITIH4 0,843
15 | BDNF KIT EFN A5 C9 0,843
16 | BDNF KIT C9 BMPER 0,843
17 | KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 BMP1 CRP 0,843
18 | KLK3-SERPINA A3 |BDNF EFN A5 C9 0,843
19 | KLK3-SERPINA A3 ([KIT EFN A5 BMPER 0,843
20 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF EFN A5 CRP 0,843
21 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT SERPINA A4 0,842
22 | KLK3-SERPINA3 BDNF EGFR C9 0,842
23 | BDNF KIT C9 CDK8-CCNC 0,842
24 | KLK3-SERPINA3 KIT EFN A5 EGFR 0,842
25 | BDNF KIT BMP1 CRP 0,842
26 | KLK3-SERPINA3 EFN A5 EGFR CRP 0,841
27 | BDNF KIT VEGFA C9 0,841
28 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT BMP1 0,841
29 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EGFR ITIH4 0,841
30 [KLK3-SERPINA A3 | CDK5-CDK5R1 [KIT EFN A5 0,841
31 |BDNF KIT C9 ALB 0,841
32 [KLK3-SERPINA A3 |KIT C9 BMPER 0,841
33 [KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT BMPER 0,841
34 [KLK3-SERPINA A3 | BDNF EGFR CRP 0,840
35 [KLK3-SERPINA A3 |KIT EGFR BMPER 0,840
36 [KLK3-SERPINA A3 | BDNF C9 CRP 0,840
37 [KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 ITIH4 0,840
38 [KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR ALB 0,840
39 [KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR BMP1 0,840
40 | KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT FN1 0,840
41 | BDNF KIT C9 AFM 0,840
42 | KLK3-SERPINA A3 [EFN A5 C9 BMPER 0,840
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43 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT VEGFA 0,840
44 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5  |ALB 0,839
45 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EGFR BMP1 0,839
46 | BDNF KIT EFNA5  |CRP 0,839
47 | BDNF KIT C9 FN1 0,839
48 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 | SERPINA A4 0,839
49 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT ALB 0,839
50 |BDNF KIT C9 BMP1 0,839
51 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EGFR C9 0,839
52 |KLK3-SERPINAA3 | BDNF C9 DDC 0,839
53 |KLK3-SERPINAA3 |EGFR BMPER | ITIH4 0,839
54 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 BMPER _ |CRP 0,838
55 |KLK3-SERPINAA3 |EGFR DDC ITIH4 0,838
56 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 C9 CRP 0,838
57 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5  |FN1 0,838
58 |BDNF KIT iERP'NA BMPER 0,838
59 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 C9 ALB 0,838
60 | KLK3-SERPINAA3 | BDNF BMP1 CRP 0,838
61 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 EGFR BMPER 0,838
62 | KLK3-SERPINAA3 |BDNF EFNA5 | SERPINA A4 0,837
63 | KLK3-SERPINAA3 | BDNF KIT AFM 0,837
64 | KLK3-SERPINAA3 |BDNF EFNA5  |EGFR 0,837
65 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EGFR ALB 0,837
66 | KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 FN1 CRP 0,837
67 |KLK3-SERPINAA3 |KIT C9 DDC 0,837
68 | BDNF KIT EFNA5 | SERPINA A4 0,837
69 |KLK3-SERPINAA3 |KIT BMP1 BMPER 0,837
70 |KLK3-SERPINAA3 | BDNF KIT ITIH4 0,837
71 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 C9 DDC 0,837
72 [KIT EFN A5 C9 BMPER 0,837
73 |BDNF KIT EGFR SERPINA A4 0,837
74 |BDNF KIT /?ERP'NA DDC 0,837
75 |KLK3-SERPINAA3 | BDNF EGFR ITIH4 0,837
76 |KLK3-SERPINAA3 |EGFR C9 BMPER 0,837
77 |BDNF KIT EGFR CRP 0,837
78 |KLK3-SERPINAA3 |EGFR CRP ITIH4 0,837
79 |KLK3-SERPINA3 _ |EFN A5 EGFR FN1 0,836
80 |KLK3-SERPINA3 _ |EFN A5 EGFR SERPINA A4 0,836
81 |KLK3-SERPINA3 | BDNF Cco SERPINA A4 0,836
82 |KLK3-SERPINA3 _ |KIT BMP1 ALB 0,836
83 |BDNF EGFR C9 CRP 0,836
84 |KLK3-SERPINA3 | BDNF C9 ALB 0,836
85 |KLK3-SERPINA3 _ |EFN A5 CRP ITIH4 0,836
86 |KLK3-SERPINA3 _ |EGFR C9 DDC 0,836
87 |KLK3-SERPINA3 | BDNF DDC CRP 0,836
88 |KLK3-SERPINA3 | BDNF EGFR SERPINA A4 0,836
89 |KLK3-SERPINA3 | BDNF KIT ccL23 0,836
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90 [KLK3-SERPINA3 BDNF C9 FN1 0,836

91 [KIT EFN A5 C9 SERPINA A4 0,836

92 [BDNF KIT VEGFA CRP 0,836

93 [KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 BMP1 BMPER 0,836

94 [(BDNF KIT BMPER CRP 0,836

95 [KLK3-SERPINA A3 |KIT BMP1 CRP 0,836

96 (KIT EFN A5 BMP1 CRP 0,836

97 [KLK3-SERPINA A3 |EGFR FN1 ITIH4 0,836

98 [KLK3-SERPINA A3 |KIT BMPER CRP 0,835

99 [KLK3-SERPINA A3 |KIT BMP1 DDC 0,835

100 | KLK3-SERPINA A3 |EGFR C9 ALB 0,835

Tabla 24: Paneles de 5 Biomarcadores
Marcadores CV AUC media

1 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 C9 0,854
2 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 CRP 0,853
3 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 BMP1 CRP 0,852
4 |KLK3-SERPINA A3 |[BDNF KIT EGFR C9 0,851
5 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 C9 BMPER 0,851
6 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0,850
7 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR ITIH4 0,849
8 |KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR CRP ITIH4 0,849
9 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 BMP1 BMPER 0,849
10 |KLK3-SERPINA A3 ([KIT EFN A5 C9 ALB 0,849
11 | KLK3-SERPINA A3 [CDK5-CDK5R1 [KIT EFN A5 C9 0,849
12 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT C9 ALB 0,849
13 |KLK3-SERPINA A3 ([KIT EFN A5 C9 CRP 0,849
14 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT C9 DDC 0,849
15 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT C9 CRP 0,849
16 |BDNF KIT EFN A5 C9 CRP 0,849
17 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT BMP1 CRP 0,848
18 |KLK3-SERPINA A3 ([KIT EFN A5 C9 BMP1 0,848
19 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT C9 BMPER 0,848
20 |KLK3-SERPINA A3 |CDK5-CDK5R1 |KIT EFN A5 CRP 0,848
21 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF EFN A5 C9 CRP 0,848
22 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EGFR ITIH4 0,848
23 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 SERPINA A4 0,848
24 | KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,848
25 |KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 C9 FN1 0,848
26 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 C9 DDC 0,848
27 |KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR CRP 0,848
28 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,848
29 |KLK3-SERPINA A3 | KIT EGFR C9 BMPER 0,847
30 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 BMPER CRP 0,847
31 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 BMP1 ALB 0,847
32 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 FN1 CRP 0,847
33 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT C9 SERPINA A4 0,847
34 |BDNF KIT EGFR C9 CRP 0,847
35 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EGFR FN1 0,846
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36 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |BMP1 FN1 0,846
37 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT EFNA5  |BMP1 0,846
38 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 ITIH4 0,846
39 |KLK3-SERPINAA3 |CDK5-CDK5R1 |BDNF  |KIT C9 0,846
40 |BDNF KIT EGFR _ |C9 SERPINA A4 0,846
41 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFN A5 iERP'NA BMPER 0,846
42 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT EGFR CRP 0,846
43 |BDNF KIT Co iERP'NA BMPER 0,846
44 |BDNF KIT EFNA5 |C9 SERPINA A4 0,846
45 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT EGFR SERPINA A4 0,846
46 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 EGFR _ |FN1 ITIH4 0,846
47 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT EFNA5  |ITIH4 0,846
48 |KLK3-SERPINAA3 | CDK5-CDK5R1 |KIT EFNA5  |ITIH4 0,846
49 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT FN1 CRP 0,846
50 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 | BMP1 SERPINA A4 0,846
51 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT EGFR ALB 0,846
52 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT C9 FN1 0,846
53 |BDNF KIT EGFR _ |C9 AFM 0,846
54 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |CRP ITIH4 0,846
55 | KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT EGFR BMPER 0,845
56 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 EGFR _ |C9 ALB 0,845
57 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF EFNA5 | BMP1 CRP 0,845
58 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 SERPINA A4 0,845
59 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR ALB 0,845
60 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT ccL23 C9 0,845
61 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT /?ERP'NA BMPER 0,845
62 |KLK3-SERPINAA3 |CDK5-CDK5R1 |BDNF | KIT CRP 0,845
63 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF EFNA5 |EGFR C9 0,845
64 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 EGFR _ |C9 ITIH4 0,845
65 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 EGFR _ |DDC ITIH4 0,845
66 |KLK3-SERPINAA3 |EFN A5 EGFR _ |C9 CRP 0,845
67 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT EFNA5  |ALB 0,845
68 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT C9 BMP1 0,845
69 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 | BMP1 ITIH4 0,845
70 |BDNF KIT C9 BMPER _ |CRP 0,845
71 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF EGFR _ |C9 CRP 0,845
72 |BDNF KIT EGFR _ |C9 ALB 0,845
73 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT VEGFA _ |EGFR 0,845
74 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EGFR _ |C9 ALB 0,845
75 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EGFR _ |DDC ITIH4 0,845
76 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR SERPINA4 0,845
77 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 CDK8-CCNC 0,844
78 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT EGFR BMP1 0,844
79 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT FN1 SERPINA4 0,844
80 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT EFNA5  |DDC 0,844
81 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF KIT /?ERP'NA DDC 0,844
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82 |BDNF KIT EGFR (0°] ITIH4 0,844
83 |BDNF KIT EGFR (0°] FN1 0,844
84 |BDNF KIT (0°] BMP1 CRP 0,844
85 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 BMP1 AFM 0,844
86 |BDNF KIT C9 iERPINA DDC 0,844
87 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR FN1 0,844
88 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT (0°] ITIH4 0,844
89 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT VEGFA CRP 0,844
90 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMPER 0,844
91 |KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR (0°] FN1 0,844
92 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT (0°] AFM 0,844
93 |KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR BMP1 CRP 0,844
94 |KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR (0°] BMP1 0,844
95 |KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR C9 BMPER 0,844
96 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT VEGFA C9 0,844
97 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT (0°] CDK8-CCNC 0,844
98 |KIT EFN A5 EGFR (0°] SERPINA A4 0,844
99 |BDNF KIT (0°] FN1 SERPINA A4 0,844
100 | KLK3-SERPINA A3 |EFN A5 EGFR (0°] DDC 0,844
Tabla 25: Paneles de 6 Biomarcadores
Marcadores CV AUC media
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 |[C9
1 0,856
CRP
5 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 |EGFR CRP 0,855
ITIH4
3 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 |BMP1 0,854
CRP
4 (K;;KS-SERPINAAS BDNF KIT EFN A5 |EGFR 0,854
5 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 [CRP 0,853
ITIH4
6 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 |[C9 0,853
ALB
7 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 |EGFR C9 0853
BMPER ’
8 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 |[C9 0852
CDK8-CCNC ’
9 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 |[C9 0852
SERPINA4 ’
10 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 |EGFR 0,852
ITIH4
11 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 |EGFR C9 0,852
ITIH4
12 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 [CRP 0852
CDK5-CDK5R1 ’
13 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 |BMP1 BMPER 0,852
CRP
14 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 |BMP1 FN1 0,852
CRP
15 ith-SERPINAAS KIT EFN A5 |EGFR C9 0,852

93




ES 2 688 048 T3

16 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EGFR |C9 0,852
ALB

17 | KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EFNA5 |C9 0.852
ITIHA
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |C9 DDC

18 | KLKSS 0,852
KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT EFNA5 |EGFR

19 0,851
CRP

20 ::(H1(3-SERPINA A3 |KIT EFNA5 |EGFR |C9 0.851

51 |KLK3-SERPINAA3 [KIT EFNA5 |EGFR |FN1 0.851
ITIHA

,o |KLK3-SERPINAA3 [KIT EFNA5 |EGFR |BMP1 0.851
CRP

53 |KLK3-SERPINAA3 [KIT EFNA5 |EGFR |C9 0.851
BMP1

o4 |KLK3-SERPINAA3 [KIT EFNA5 |BMP1 |CRP 0.851
ITIH4

o5 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EFNA5 |C9 0.851
DDC

,6 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EFNA5 | C9 0.851
BMP1

57 |KLK3-SERPINAA3 [KIT EFNA5 |C9 FNA 0.851
ALB

o5 |KLK3-SERPINAA3 [KIT EFNA5 |EGFR |BMP1 0.851
ITIHA

5o |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EFNA5 |C9 0851
CDK5-CDK5R1 *

20 ::(H1(3-SERPINA A3 |BDNF |KIT EFNA5 |C9 0,851

51 | KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |C9 0,851
CRP

5y |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |C9 0851
CDK5-CDK5R1 :

53 | KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |BMP1 0,851
ALB
KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT EGFR |C9

34 | 0,850
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |CRP | ITIH4

35 | CDK5-CDK5R1 0,850

46 | KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EGFR |C9 0,850
ITIHA
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |C9 ITIH4

37 | CDK5-CDK5R1 0,850
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR |C9

38 | SERPINA4 0,850

. ::(H1(3-SERPINA A3 |BDNF |KIT EGFR |C9 0,850

40 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |ALB 0,850
ITIHA

41 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |DDC 0,850
ITIHA

4 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EFNAS |SERPINA4 | oo
CRP

43 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 BMP1 0,850

CRP
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44 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT EFNA5 |FN1 0,850
CRP
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |C9 CRP

45 | CDK5-CDK5R1 0,850

46 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 BMP1 0.850
ALB

47 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |C9 0.850
DDC

4 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EFN A5 | CDKB-CONC ¢ ae
CRP
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |C9 SERPINA Ad

49 |5 0,850

5o |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EGFR |CRP 0.850
ITIHA

51 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |BMPER 0.850
CRP
KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT EFN A5 |EGFR

52 | SERPINA4 0,850

53 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EGFR |C9 0.850
CRP
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |C9 FNA

54 | K39 0,850

55 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |BMP1 |ALB 0.850
CRP
KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT EGFR |C9

56 | SERPINA4 0,850

5, |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 BMPER 0.850
ITIHA

oo | KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT BMP1 | FN1 0,850
CRP

oo |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |BMPER 0,850
ITIHA

co |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |EFNA5 |EGFR |C9 0,850
CRP

o1 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 DDC 0,850
ITIHA
KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT EFNA5 |C9

62 |frior 0,850

o3 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 BMPER 0,850
CRP

o (K;;KS-SERPINA A3 |BDNF |KIT VEGFA |EFN A5 0,649

o5 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EFNA5 |DDC 0,649
CRP

oo |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |FN1 0,649
CRP

o7 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 [BMP1 |SERPINAAG | oo
BMPER :

oo |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 FNA 0,649
DDC
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |DDC | ITIH4

69 | cDK5-CDK5R1 0,849

o | KLK3-SERPINAA3 [BDNF |KIT EFNA5 |BMPER 0,649
CRP
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |C9 BMP1

71| 0,849
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KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |BMP1 | FN1

72 | SERPINA4 0,849
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |FN1 CRP

73 | CDK5-CDK5R1 0,849

~4 |KLK3-SERPINAA3 [KIT EFNA5 |EGFR |ITIH4 0,640
CDK5-CDK5R1 *
KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT EGFR |FN1

75 | SERPINA4 0,849

~6 |KLK3-SERPINAA3 [KIT EFNA5 |FN1 CRP 0.849
ITIHA

- |KLK3'SERPINAA3 [EFN A5 [EGFR |FN1 CRP 0.849
ITIHA
KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT EFNA5 |FN1

8 | SERPINA4 0,849

~o |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT co BMPER 0.849
CRP

50 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EGFR |C9 0.849
BMP1

o1 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT VEGFA |EFN A5 0.849
CRP

o ::(H1(3-SERPINA A3 |KIT EFNA5 |EGFR |BMP1 0.849

g3 |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EGFR |C9 0.849
AFM

64 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 FNA 0.849
CRP
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR |BMP1

85 | SERPINA4 0,849

o6 | KLK3-SERPINAA3Z |KIT EFNA5 |C9 BMP1 0,649
DDC

o7 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |C9 BMPER 0,649
ALB

oo | KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |EGFR |FN1 0,649
ALB

oo | KLK3-SERPINAA3 |KIT EFNA5 |BMP1 |DDC 0,649
CRP
BDNF KIT EFNA5 |EGFR |C9

90 | SERPINA4 0,849

o1 |KLK3-SERPINAA3 |EFNA5 [EGFR |BMP1 | CRP 0,649
ITIHA

oy |KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EGFR |C9 0,649
DDC

o5 | KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EGFR |BMP1 0,649
CRP
KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT co CRP

94 | CDK5-CDK5R1 0,849

o5 | KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT EFNA5 |C9 0,648
AFM
KLK3-SERPINAA3 |BDNF | KIT EGFR |C9

96 | CDK8-CCNC 0,848

57 | KLK3-SERPINAA3 |BDNF |KIT co BMP1 0,648
CRP

o6 | KLK3-SERPINAA3Z |KIT EFNA5 |BMP1 |CRP 0848
CDK5-CDK5R1 :

o ::(H1(3-SERPINA A3 |KIT EFNA5 |C9 BMP1 0,648
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KLK3-SERPINA A3

BDNF

KIT

EFN A5

SERPINA A4

100 ALB 0,848
Tabla 26: Paneles de 7 Biomarcadores
Marcadores CV AUC media

1 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR FN1 0855
CRP ITIH4 ’

2 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9 0855
CDK5-CDK5R1 CRP ’

3 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0855
DDC ITIH4 ’

4 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0855
FN1 ALB ’

5 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0855
C9 CRP ’

6 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9 0.854
BMP1 CRP ’

4 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9 0.854
FN1 CRP ’

8 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9 0.854
CRP ITIH4 ’

9 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 ITIH4 ’
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1

10 |crp ITIH4 0,854

11 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
CRP ITIH4 ’

12 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9 0.854
CDK8-CCNC CRP ’

13 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.854
CDK5-CDK5R1 ITIH4 ’
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9

4 | BMP1 ALB 0,854
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9

5 |crp ITIH4 0,854
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9

16 ALB CRP 0,854
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9

7 |BMPER CRP 0,854
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9

18 ALB ITIH4 0854
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9

19 FN1 ITIH4 0,853
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9

20 DDC CRP 0,853

21 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0853
BMPER ITIH4 ’

22 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0853
C9 SERPINA A4 ’

23 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR FN1 0853
SERPINA4 ITIH4 ’
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 BMP1

24 FN1 CRP 0,853

o5 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,853
C9 FN1

26 | KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0,853
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FNA BMPER
57 | KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |C9 DDC 0853
CDK5-CDK5R1 | ITIH4 *

Jg | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |C9 0853
SERPINA4 CRP *

KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |DDC

29 |crP ITIH4 0,853
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |BMPER

30 |crp ITIH4 0,853
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |Co DDC

31 1BMPER ITIH4 0,853

4y |KLK3-SERPINA A3 |[KIT EFNA5 |EGFR _ |CRP 0653
CDK5-CDK5R1 | ITIH4 *

43 | KLK3-SERPINA A3 |KIT EFNA5 |EGFR _ |C9 0653
CDK5-CDK5R1 | CRP *
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR  |FN1

34 |aB ITIH4 0,853

45 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |CRP 0653
CDK5-CDK5R1 | ITIH4 *
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |C9

36 | SERPINA4 ALB 0,853
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |C9

37 | BMP1 CRP 0,853
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |BMP1 DDC

38 |crP ITIH4 0,853
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR  |C9

39 | BMPER CRP 0,852

40 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFNA5 |DDC CRP 0652
CDK5-CDK5R1 | ITIH4 *
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |BMP1 FNA

41 |crp ITIH4 0,852
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |BMP1

42 |crp ITIH4 0,852
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT VEGFA |EFNA5

43 |55 N 0,852
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |C9

44 1ENT SERPINA A4 0,852
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |C9

45 | SERPINA4 ALB 0,852
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |EGFR

46 |55 olp 0,852
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |C9

47 1ALB CRP 0,852
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |BMP1

48 1ENT ITIH4 0,852

4o |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFNA5 |EGFR _ |BMP1 0850
SERPINA4 ALB :

c0 | KLK3-SERPINA A3 |KIT EFNA5 |Co FN1 0850
SERPINA4 BMPER :
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |EGFR

51 |EN ITIH4 0,852
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |BMP1

52 |ALB CRP 0,852
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |Co

53 |EN SERPINA A4 0,852

54 |KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR  |ALB 0.852
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CRP ITIH4
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR  |FN1

5 LB CRP 0,852
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |EGFR

5 |co BMP1 0,852
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR  |BMP1

57 | KN N 0,852

s5 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFNA5 |EGFR _ |C9 0652
SERPINA4 BMPER *
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |Co

59 | KNS o 0,852
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |BMP1

60 |Ke Ko 0,852
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |C9

61 N1 CRP 0,852

s |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |EGFR 0652
SERPINA4 ITIH4 *

63 |KLK3-SERPINA A3 |[KIT EFNA5 |EGFR  |C9 0652
CDK5-CDK5R1 | FN1 *
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |C9

54 |ppe BMPER 0,852
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |C9

85 |ppe ITIH4 0,852
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |DDC

66 |crp ITIH4 0,852

&7 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFNA5S |EGFR  |SERPINA | g0
BMPER ITIH4 Ad *

o6 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |BMP1 0652
SERPINA4 CRP *
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |C9

69 | SERPINA4 ITIH4 0,852
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |BMP1

0 1ppc ITIH4 0,852

1 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |EGFR 0851
DDC ITIH4 :
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |C9

72 N8 Y 0,851
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |Co FN1

73 |ppc BMPER 0,851

4 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |C9 0851
SERPINA4 BMPER :

o | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT VEGFA |EFNA5 0851
BMP1 CRP :
KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |Co FN1

6 |ppc ITIH4 0,851

| KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |EGFR 0851
FN1 SERPINA A4 :

o | KLK3-SERPINA A3 | KIT EFNA5 |EGFR _ |BMP1 0851
FN1 SERPINA A4 :
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |Co

79 |NE ey 0,851

50 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |EGFR 0851
BMP1 CRP :
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EGFR _ |C9

81 |EN1 ALB 0,851

82 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFNA5 |EGFR 0.851
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C9 BMPER
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 FN1

83 CRP ITIH4 0,851
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9

84 CRP AFM 0,851

85 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 BMP1 FN1 0851
BMPER CRP ’
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 C9 FN1

86 BMPER CRP 0,851

87 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 BMP1 0851
ALB CRP ’
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 BMP1 FN1

88 DDC CRP 0,851
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 C9

89 ALB ITIH4 0,851

90 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0851
C9 CDK8-CCNC ’

91 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1 0851
BMPER CRP ’

92 KLK3-SERPINA A3 |KIT VEGF A EFN A5 EGFR 0851
CRP ITIH4 ’

93 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1 0851
SERPINA4 CRP ’

94 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 BMP1 BMPER 0851
CRP ITIH4 ’
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR

95 EN1 CRP 0,851
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1

96 ALB ITIH4 0,851

97 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR FN1 0851
SERPINA4 ALB ’
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9

98 BMP1 FN1 0,851
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EGFR C9

9 | ALB ITIH4 0,851
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 C9 DDC

100 | crp ITIH4 0,851

Tabla 27: Paneles de 8 Biomarcadores
Marcadores CV AUC media
1 x;KS-SERPINA BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.856
CRP ITIH4 ’

C9

) i;KS-SERPINA KIT EEN A5 EGFR C9 0,856
EN1 ALB ITIH4
KLK3-SERPINA BDNE KIT EFN A5 EGFR

3 |A3 ENA SERPINA 0,855
C9 A4
KLK3-SERPINA KIT EEN A5 EGFR BMP1

4 A3 CRP ITIH4 0,855
DDC

. x;KS-SERPINA KIT EEN A5 EGFR BMP1 0,855
ENA CRP ITIH4

6 KLK3-SERPINA KIT EFN A5 EGFR C9 0.855
A3 SERPINA ALB ’
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FNA Ad
KLK3-SERPINA |, - crnas | |EGFR |FNA
7 |A3 CRP ITIH4 0,855
CDK5-CDK5R1
KLK3-SERPINA | KIT EGFR _ |BMP1
8 |A3 SERPINA /Efg‘ AS 0,855
FN1 Ad
KLK3-SERPINA |7 ErnAs | |EGFR |Co
9 |A3 CRP ITIH4 0,855
CDK5-CDK5R1
. i;KS-SERPINA SONF - EFNA5 |EGFR e
Ny CRP ITIH4
) i;KS-SERPINA SDNE . EFNA5 |EGFR e
A~ FN1 ITIH4
KLK3-SERPINA |, - crnas  |EGFR [Co
12 |A3 DDC ITIH4 0,855
CDK5-CDK5R1
) i;KS-SERPINA - crnas  |EGFR [Co e
A BMPER  |ITIH4
) i;KS-SERPINA . crnas  |EGFR |Co e
A CRP ITIH4
KLK3-SERPINA |7 ErnAs | |EGFR |Co
15 |A3 Y b 0,855
BMP1
KLK3-SERPINA | KIT EGFR _ |C9
16 |A3 SERPINA /Efg‘ AS 0,854
BMP1 Ad
- i;KS-SERPINA SDNF . EFNA5 |EGFR .
i~ FN1 ALB
. i;KS-SERPINA SDNF - EFNA5 |EGFR .
BMP1 CRP *
co
KLK3-SERPINA |, - crnas  |EGFR [Co
19 |A3 FNA ITIH4 0854
CDK5-CDK5R1
N i;KS-SERPINA SDNF - EFNA5 |EGFR .
FN1 CRP :
co
KLK3-SERPINA | KIT EGFR _ |BMP1
21 |A3 SERPINA FTF||’:|]4A5 0,854
FN1 Ad
N i;KS-SERPINA - ErnAs  |EGFR |Co .
A DDC ITIH4
N i;KS-SERPINA - ErnAs | |EGFR |Co .
BMPER  |ITIH4 *
FNA
N i;KS-SERPINA SDNF - EFNA5 |EGFR .
DDC ITIH4 *
co
KLK3-SERPINA |, - crnas  |EGFR [Co
25 |A3 CRP ITIH4 0854
DDC
26 |KLK3-SERPINA |KIT EFNA5  |EGFR _ |C9 0.854
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A3 SERPINA | ITIH4
FN1 Ad

N i;KS-SERPINA - SrnAs  |EGFR  |BMPT .
o CRP ITIH4
KLK3-SERPINA | KIT crnAs  |EGFR  |BMPT

28 |A3 SERPINA | 2P RAS 0,854
FN1 Ad

N i;KS-SERPINA SONF - EFNA5 |Co .
Ny CRP ITIH4

N i;KS-SERPINA SDNE - EFNA5 |EGFR e

ALB ITIH4 ’

co

N i;KS-SERPINA - VEGEA EFNA5 |EGFR .
g CRP ITIH4
KLK3-SERPINA | . EFNA5 |C9

32 |A3 o Ko 0,854
BMP1
KLK3-SERPINA |, - crnas  |EGFR  |BMPT

33 |A3 CRP ITIH4 0854
BMPER
KLK3-SERPINA | KIT crnAs  |EGFR  |BMPT

34 |A3 SERPINA | oy 0,854
FN1 Ad
KLK3-SERPINA | oo e - EFNA5 |Co

35 |A3 e AR 0,854
BMP1
KLK3-SERPINA |7 ErnAs  |EGFR |Co

36 |A3 N o 0,854
BMP1

N i;KS-SERPINA SDNE . EFNA5 |EGFR .
A ALB CRP ’

9

KLK3-SERPINA | BDNF - EFNA5 |EGFR

38 |A3 SERPINA  [100 0,854
FN1 Ad
KLK3-SERPINA | BDNF - EFNA5 |Co

39 |A3 SERPINA |50, 0,854
FNA Ad
KLK3-SERPINA | oo e - EFNA5 |EGFR

40 |A3 CRP ITIH4 0854
DDC
KLK3-SERPINA |7 crnAs  |EGFR [N

41 |A3 CRP ITIH4 0854
DDC

" i;KS-SERPINA - ErnAs | |EGFR |Co .
Ny ALB CRP
KLK3-SERPINA |, - crnas  |EGFR [Co

43 |A3 o e 0,854
CDK5-CDK5R1
KLK3-SERPINA | . EFNA5 |Co

44 A3 CRP ITIH4 0.854
BMPER
KLK3-SERPINA | BDNF . EFNA5 |EGFR

45 |A3 SERPINA KT 0,854
co Ad
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. i;KS-SERPINA . crnas | |EGFR [FNA .
o CRP ITIH4
KLK3-SERPINA |7 crnAs  |EGFR [N
47 |A3 CRP ITIH4 0,853
BMPER
KLK3-SERPINA | BDNF - EFNA5 |EGFR
48 |A3 SERPINA |50, 0,853
co Ad
. i;KS-SERPINA . crnas | |EGFR [Co e
N CRP ITIH4
_ i;KS-SERPINA . crn a5 |EGFR  |BMPT e
Ny ALB ITIH4
B i;KS-SERPINA - VEGEA EFNA5 |EGFR e
FN1 ITIH4 *
co
- i;KS-SERPINA - crnas  |EGFR [Co o
BMPER  |CRP :
FN1
KLK3-SERPINA |, 7 crnAs  |EGFR [N
53 |A3 ALB ITIH4 0,853
SERPINA A4
KLK3-SERPINA | oo e - EFNA5 |Co
54 |A3 e AR 0,853
CDK5-CDK5R1
KLK3-SERPINA |, 7 crnAs | |EGFR |DDC
55 |A3 CRP ITIH4 0,853
CDK5-CDK5R1
KLK3-SERPINA |, - crnas  |EGFR [Co
56 |A3 BMPER  |ITIH4 0,853
SERPINA A4
_ i;KS-SERPINA - crnas |9 FNA e
o BMPER  |ITIH4
KLK3-SERPINA |, - crnas | |EGFR |FNT
58 |A3 BMPER  |ITIH4 0,853
SERPINA A4
KLK3-SERPINA | oo e - EFNA5 |Co
59 |A3 CRP ITIH4 0,853
CDK5-CDK5R1
KLK3-SERPINA |7 ErnAs  |EGFR |Co
60 A3 ALB ITIH4 0,853
SERPINA A4
KLK3-SERPINA |7 ErnAs  |EGFR [Co
61 |A3 N o 0,853
BMP1
N i;KS-SERPINA SDNF - EFNA5 |EGFR e
FN1 BMPER *
co
KLK3-SERPINA | KIT EGFR _ |C9
63 |A3 SERPINA Emég 0,853
FNA Ad
KLK3-SERPINA | - EFNA5 |EGFR
64 |A3 CRP ITIH4 0,853
SERPINA A4
KLK3-SERPINA | BDNF KIT VEGFA |EFN A5
65 | a3 co CRP 0,853
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EGFR
KLK3-SERPINA |, - crnas | |EGFR [Co
66 |A3 CRP ITIH4 0,853
BMP1
KLK3-SERPINA | BDNF - EFNA5 |Co
67 |A3 SERPINA | K0T, 0,853
BMP1 Ad
KLK3-SERPINA | BDNF - EFNA5 |EGFR
68 |A3 SERPINA |1 0,853
FN1 Ad
N i;KS-SERPINA SONF - EFNA5 |C9 e
BMPER  |CRP *
FN1
KLK3-SERPINA | . EFNA5 |Co
70 |A3 2o Ko 0,853
BMP1
B i;KS-SERPINA SDNF - EFNA5 |EGFR e
BMP1 FNA *
co
KLK3-SERPINA |, - crnas  |EGFR [Co
72 1A3 CRP ITIH4 0,853
BMPER
KLK3-SERPINA | oo . EFNA5 |Co
73 |A3 CRP ITIH4 0,853
DDC
KLK3-SERPINA |7 ErnAs | |EGFR |Co
74 A3 DDC ITIH4 0,853
SERPINA A4
. i;KS-SERPINA - ErnAs | |EGFR |Co e
BMPER  |ALB :
FN1
N i;KS-SERPINA SDNF . EFNA5 |C9 e
g ALB CRP
KLK3-SERPINA | BDNF - EFNA5 |EGFR
77 |A3 SERPINA K11 0,853
co Ad
KLK3-SERPINA |, - crnas  |EGFR [Co
78 |A3 o e 0,853
CDK5-CDK5R1
KLK3-SERPINA | - VEGFA |EFN A5
79 |A3 o0 g 0,853
EGFR
KLK3-SERPINA |, 7 ErnAs  |EGFR |Co
80 |A3 g N 0,853
BMP1
KLK3-SERPINA | oo e - EFNA5 |Co
81 |A3 e AR 0,853
CDK8-CCNC
KLK3-SERPINA |, 7 ErnAs | |EGFR |Co
82 1A3 ALB ITIH4 0,853
DDC
KLK3-SERPINA | BDNF - EFNA5 |EGFR
83 |A3 SERPINA  [{00 0,853
co Ad
KLK3-SERPINA |, - crn s |9 DDC
84 1A3 CRP ITIH4 0,853
CDK5-CDK5R1
85 |KLK3-SERPINA | BDNF KIT EFNA5 |EGFR  |0.853
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A3 ALB AFM
C9
o6 i;KS-SERPINA KIT EEN A5 EGFR C9 0.853
EN1 DDC ALB
. x;KS-SERPINA KIT EEN A5 EGFR C9 0853
EN1 ALB AFM
KLK3-SERPINA KIT EEN A5 EGFR FN1
88 |A3 CRP ITIH4 0,853
SERPINA A4
6 x;KS-SERPINA BDNF KIT VEGFA EFN A5 0853
CRP ITIH4 ’
C9
KLK3-SERPINA KIT EEN A5 EGFR BMPER
90 A3 AFM ITIH4 0,853
CRP
KLK3-SERPINA KIT EEN A5 BMP1 DDC
91 |A3 CRP ITIH4 0,853
CDK5-CDK5R1
KLK3-SERPINA KIT EEN A5 EGFR BMP1
92 |A3 CRP ITIH4 0,853
CDK5-CDK5R1
KLK3-SERPINA BDNF KIT EFN A5 C9
93 |A3 SERPINA ALB 0,853
FN1 A4
KLK3-SERPINA KIT EEN A5 EGFR C9
94 |A3 ALB ITIH4 0,853
CDK5-CDK5R1
KLK3-SERPINA KIT EFN A5 EGFR C9
95 |A3 EN1 SERPINA 0,853
CDK5-CDK5R1 A4
o x;KS-SERPINA KIT EEN A5 EGFR FN1 0.853
DDC BMPER ITIH4
o x;KS-SERPINA BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.850
ALB CRP ITIH4
KLK3-SERPINA KIT EEN A5 C9 FN1
98 |A3 BMPER  |ITIH4 0,852
SERPINA A4
KLK3-SERPINA BDNF KIT EFN A5 EGFR
99 |A3 C9 CRP 0,852
CDK5-CDK5R1
100 x;KS-SERPINA KIT EEN A5 EGFR BMP1 0.850
EN1 ALB CRP
Tabla 28: Paneles de 9 Biomarcadores
Marcadores CV AUC media
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.856
FN1 SERPINA A4 |ALB ITIH4 ’
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.856
CDK5-CDK5R1 FN1 CRP ITIH4 ’
KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.856
C9 FN1 CRP ITIH4 ’
KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.855
FN1 BMPER CRP ITIH4 ’
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5 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0855
FN1 SERPINA A4 [BMPER ITIH4 ’

6 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.855
C9 ALB CRP ITIH4 ’

7 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.855
FN1 SERPINA A4 [ALB ITIH4 ’

8 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.855
FN1 SERPINA A4 [CRP ITIH4 ’

9 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.855
C9 FN1 SERPINA A4 [ALB ’

10 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.855
CDK5-CDK5R1 DDC CRP ITIH4 ’

1 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.855
CDK5-CDK5R1 FN1 ALB ITIH4 ’

12 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0.855
BMP1 FN1 SERPINA A4 [ALB ’

13 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.855
BMP1 FN1 ALB ITIH4 ’

14 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.855
FN1 SERPINA A4 [ALB ITIH4 ’

15 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.855
FN1 DDC CRP ITIH4 ’

16 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.855
C9 FN1 SERPINA A4 [ITIH4 ’

17 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.855
BMP1 ALB CRP ITIH4 ’

18 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.855
C9 BMP1 SERPINA A4 [CRP ’

19 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,855
FN1 DDC CRP ITIH4

20 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
C9 FN1 SERPINA A4 [CRP

21 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
C9 SERPINA A4 [CRP ITIH4

29 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,854
FN1 ALB CRP ITIH4

23 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,854
FN1 ALB CRP ITIH4

24 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
C9 FN1 ALB ITIH4

o5 KLK3-SERPINA A3 | KIT VEGFA EFN A5 EGFR 0,854
C9 FN1 ALB ITIH4

26 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,854
SERPINA A4 DDC BMPER ITIH4

27 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,854
FN1 DDC BMPER ITIH4

28 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0,854
FN1 BMPER ALB ITIH4

29 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,854
FN1 ALB AFM ITIH4

30 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
C9 BMP1 FN1 CRP

31 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,854
DDC BMPER AFM ITIH4

32 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
C9 ALB AFM ITIH4
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33 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 BMP1 ALB CRP

34 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 FN1 AFM ITIH4

35 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 FN1 BMPER CRP

35 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 FN1 SERPINA A4 |BMPER

47 | KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR Cc9 0,854
BMP1 FN1 ALB CRP

38 | KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,854
FN1 SERPINA A4 |BMPER ITIH4

39 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
FN1 ALB CRP ITIH4

40 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 FN1 ALB CRP

41 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 BMPER CRP ITIH4

4o |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
FN1 SERPINA A4 |CRP ITIH4

43 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
CDK5-CDK5R1 | C9 CRP ITIH4

44 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0,854
BMP1 SERPINA A4 |BMPER ALB

45 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR FN1 0,854
DDC BMPER CRP ITIH4

46 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0,854
DDC BMPER CRP ITIH4

47 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
CDK5-CDK5R1 | C9 FN1 CRP

48 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR FN1 0,854
CDK5-CDK5R1  |ALB CRP ITIH4

49 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 DDC CRP ITIH4

5o |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR FN1 0,854
DDC BMPER AFM ITIH4

51 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 FN1 DDC ITIH4

5, |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 c9 FN1 0,854
SERPINA A4 DDC BMPER ITIH4

53 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0,854
CDK5-CDK5R1 | FN1 SERPINA A4 |ITIH4

54 |KLK3-SERPINA A3 [KIT VEGFA EFN A5 EGFR  [0,854
C9 FN1 CRP ITIH4

55 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
FN1 CRP AFM ITIH4

5 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 SERPINA A4 |ALB ITIH4

57 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,854
FN1 BMPER CRP ITIH4

sg |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0,854
FN1 SERPINA A4 |BMPER CRP

5g |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 BMP1 FN1 ALB

60 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR  [0,854
C9 FN1 ALB AFM
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61 KLK3-SERPINA A3 |KIT VEGFA EFN A5 EGFR 0,854
BMP1 FN1 CRP ITIH4

62 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
BMP1 FN1 CRP ITIH4

63 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
FN1 SERPINA A4 (DDC ITIH4

64 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT VEGFA EFN A5 0,854
EGFR C9 CRP ITIH4

65 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR FN1 0,854
BMPER CRP AFM ITIH4

66 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT VEGFA EFN A5 0,854
CDK5-CDK5R1 C9 FN1 CRP

67 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,854
CDK5-CDK5R1 FN1 CRP ITIH4

68 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,854
FN1 SERPINA A4 [ALB CRP

69 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR FN1 0,854
SERPINA A4 BMPER AFM ITIH4

70 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 C9 FN1 0,854
DDC BMPER CRP ITIH4

71 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
C9 SERPINA A4 [ALB CRP

72 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR FN1 0,854
CDK5-CDK5R1 CRP AFM ITIH4

73 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
C9 CDK8-CCNC [CRP ITIH4

74 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT VEGFA EFN A5 0,854
EGFR C9 FN1 CRP

75 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,854
FN1 DDC ALB ITIH4

76 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0,853
CDK5-CDK5R1 SERPINA A4 (DDC ITIH4

77 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,853
C9 FN1 SERPINA A4 (DDC

78 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,853
C9 CRP AFM ITIH4

79 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,853
FN1 SERPINA A4 (DDC ITIH4

80 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT VEGFA EFN A5 0,853
EGFR C9 FN1 SERPINA A4

81 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,853
FN1 DDC BMPER CRP

82 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,853
CDK5-CDK5R1 FN1 DDC ITIH4

83 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,853
SERPINA A4 DDC CRP ITIH4

84 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,853
C9 DDC ALB ITIH4

85 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,853
DDC BMPER CRP ITIH4

86 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0,853
BMP1 DDC CRP ITIH4

87 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR C9 0,853
FN1 DDC BMPER ALB

88 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0,853
BMP1 DDC BMPER ITIH4
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89 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,853
(0°] BMP1 SERPINA A4 |ALB
90 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR (0°] 0,853
CDK5-CDK5R1 SERPINA A4 |ALB ITIH4
91 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,853
(0°] FN1 BMPER AFM
92 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,853
FN1 SERPINA A4 |ALB CRP
93 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR (0f°] 0,853
FN1 SERPINA A4 |DDC BMPER
94 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR (0°] 0,853
CDK5-CDK5R1 FN1 SERPINA A4 |ALB
95 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR FN1 0,853
SERPINA A4 ALB AFM ITIH4
9% KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,853
FN1 SERPINA A4 | BMPER ITIH4
97 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR (0°] 0,853
BMP1 FN1 CRP ITIH4
08 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR (0°] 0,853
BMP1 DDC ALB ITIH4
99 KLK3-SERPINA A3 | KIT EFN A5 EGFR (0°] 0,853
BMP1 SERPINA A4 |ALB ITIH4
100 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 (0°] 0,853
CDK5-CDK5R1 DDC CRP ITIH4
Tabla 29: Paneles de 10 Biomarcadores
Marcadores CV AUC media
1 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR (0°] 0856
BMP1 FN1 SERPINA A4 |ALB ITIH4 ’
5 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR (0°] 0856
FN1 DDC BMPER CRP ITIH4 ’
3 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0856
(0°] FN1 SERPINA A4 | ALB ITIH4 ’
4 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR (0°] 0856
CDK5-CDK5R1 FN1 DDC CRP ITIH4 ’
5 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR (0°] 0856
CDK5-CDK5R1 FN1 ALB CRP ITIH4 ’
6 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0856
(0°] FN1 ALB CRP ITIH4 ’
7 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0855
(0°] BMP1 SERPINA A4 | ALB CRP ’
8 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0855
(0°] FN1 ALB AFM ITIH4 ’
9 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR (0°] 0855
CDK5-CDK5R1 FN1 SERPINA A4 | ALB ITIH4 ’
10 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR BMP1 0855
FN1 SERPINA A4 |ALB CRP ITIH4 ’
11 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0855
(0°] BMP1 FN1 SERPINA A4 |ALB ’
12 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR (0°] 0855
FN1 SERPINA A4 |BMPER ALB ITIH4 ’
13 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0855
(0°] SERPINA A4 |ALB CRP ITIH4 ’
14 KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0855
(0°] BMP1 FN1 ALB CRP ’
15 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0,855
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FN1 DDC BMPER CRP ITIH4
16 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.855
FN1 SERPINA A4 |ALB CRP ITIH4 *
17 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.855
FN1 SERPINA A4 |BMPER CRP ITIH4 *
18 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.855
FN1 BMPER CRP AFM ITIH4 *
19 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.855
C9 FN1 BMPER CRP ITIH4 *
00 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.855
FN1 SERPINA A4 |DDC BMPER ITIH4 *
1 |KLK3-SERPINA A3 [KIT VEGFA EFN A5 EGFR 0.855
CDK5-CDK5R1 C9 FN1 CRP ITIH4 ’
2y |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.855
C9 FN1 SERPINA A4 |ALB AFM ’
23 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.855
C9 FN1 SERPINA A4 |CRP ITIH4 ’
o4 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.855
FN1 SERPINA A4 |DDC ALB ITIH4 ’
o5 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.855
FN1 DDC BMPER AFM ITIH4 ’
o |KLK3-SERPINA A3 [KIT VEGFA EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 ALB CRP ITIH4 ’
7 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 BMP1 FN1 SERPINA A4 |CRP ’
0g |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
BMP1 FN1 ALB CRP ITIH4 ’
o9 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 SERPINA A4 |DDC ITIH4 ’
30 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 BMP1 ALB CRP ITIH4 ’
31 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
CDK5-CDK5R1 FN1 SERPINA A4 |CRP ITIH4 ’
3 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.854
FN1 SERPINA A4 |DDC CRP ITIH4 *
33 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
CDK5-CDK5R1 C9 FN1 CRP ITIH4 ’
34 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 SERPINA A4 |BMPER AFM ’
35 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 SERPINA A4 |ALB CRP ’
36 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.854
FN1 SERPINA A4 |BMPER AFM ITIH4 ’
47 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 SERPINA A4 |BMPER ITIH4 ’
38 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT VEGFA EFNA5 [ ocs
EGFR C9 FN1 CRP ITIH4 ’
39 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.854
FN1 SERPINA A4 |BMPER AFM ITIH4 ’
40 |KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR c9 0.854
CDK5-CDK5R1 FN1 BMPER CRP ITIH4 ’
41 |KLK3-SERPINAA3 |KIT EFN A5 EGFR c9 0.854
FN1 BMPER ALB CRP ITIH4 ’
4o |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
BMP1 FN1 SERPINA A4 |CRP ITIH4 ’
43 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,854
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FN1 BMPER CRP AFM ITIH4
44 |KLK3-SERPINA A3 |KIT VEGFA EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 SERPINA A4 |ALB ITIH4 *
45 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
BMP1 SERPINA A4 |DDC BMPER ITIH4 *
46 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 SERPINA A4 | AFM ITIH4 *
47 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
FN1 SERPINA A4 |ALB AFM ITIH4 *
45 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
FN1 DDC ALB CRP ITIH4 *
49 |KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 SERPINA A4 |DDC CRP ITIH4 ’
5o |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 CRP AFM ITIH4 ’
51 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 CDK8-CCNC |FN1 CRP ITIH4 ’
5, |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR FN1 0.854
DDC BMPER CRP AFM ITIH4 ’
53 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 SERPINA A4 |BMPER ALB ’
54 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR FN1 0.854
SERPINA A4 BMPER ALB AFM ITIH4 ’
55 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
FN1 SERPINA A4 |ALB AFM ITIH4 ’
55 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
FN1 DDC BMPER ALB ITIH4 ’
57 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.854
BMP1 FN1 BMPER CRP ITIH4 ’
sg |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.854
DDC BMPER CRP AFM ITIH4 ’
5o |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 DDC CRP ITIH4 ’
60 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.854
FN1 SERPINA A4 |BMPER CRP ITIH4 *
61 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 SERPINA A4 |BMPER CRP ’
62 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.854
BMP1 FN1 DDC ALB ITIH4 ’
63 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 SERPINA A4 |ALB AFM ITIH4 ’
64 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
BMP1 FN1 SERPINA A4 |ALB ITIH4 ’
o5 | KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 FN1 BMPER AFM ITIH4 ’
66 | KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 BMP1 FN1 ALB ITIH4 ’
o7 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.854
FN1 BMPER CRP AFM ITIH4 ’
e |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.854
FN1 DDC CRP AFM ITIH4 ’
6o |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.854
FN1 BMPER ALB AFM ITIH4 ’
70 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.854
FN1 SERPINA A4 |BMPER ALB ITIH4 ’
71 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT VEGFA EFNA5  |0,854
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EGFR C9 FN1 SERPINA A4 |ALB
;5 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
FN1 SERPINA A4 |ALB CRP ITIH4 *
73 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
BMP1 FN1 ALB AFM ITIH4 *
74 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 ALB CRP AFM ITIH4 *
75 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.854
FN1 SERPINA A4 |ALB AFM ITIH4 *
76 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.854
FN1 DDC BMPER AFM ITIH4 *
77 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
BMP1 FN1 BMPER ALB ITIH4 ’
7 | KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
BMP1 FN1 CRP AFM ITIH4 ’
79 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
FN1 SERPINA A4 |BMPER AFM ITIH4 ’
g0 | KLK3-SERPINA A3 [KIT VEGFA EFN A5 EGFR 0.854
BMP1 FN1 ALB CRP ITIH4 ’
g1 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.854
C9 DDC BMPER AFM ITIH4 ’
gp |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR FN1 0.854
SERPINA A4 DDC BMPER AFM ITIH4 ’
g3 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
CDK5-CDK5R1 FN1 DDC BMPER ITIH4 ’
g4 |KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
BMP1 FN1 SERPINA A4 |BMPER ITIH4 ’
g5 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR Cc9 0.854
BMP1 FN1 SERPINA A4 |BMPER ALB ’
g5 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.853
FN1 SERPINA A4 |DDC BMPER ITIH4 ’
g7 | KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.853
CDK5-CDK5R1 C9 FN1 SERPINA A4 |CRP ’
gg | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.853
FN1 SERPINA A4 |BMPER CRP ITIH4 *
gg | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.853
C9 FN1 DDC ALB ITIH4 ’
90 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR BMP1 0.853
DDC BMPER CRP AFM ITIH4 ’
91 | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT VEGFA EFNA5 || ocs
CDK5-CDK5R1 C9 FN1 CRP ITIH4 ’
9 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.853
BMP1 FN1 SERPINA A4 |CRP ITIH4 ’
93 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.853
CDK5-CDK5R1 FN1 SERPINA A4 |BMPER ITIH4 ’
o4 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.853
FN1 SERPINA A4 |BMPER ALB CRP ’
95 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.853
CDK5-CDK5R1 FN1 CRP AFM ITIH4 ’
o6 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.853
BMP1 FN1 DDC BMPER ITIH4 ’
o7 | KLK3-SERPINA A3 [KIT EFN A5 EGFR c9 0.853
CDK5-CDK5R1 DDC BMPER CRP ITIH4 ’
og | KLK3-SERPINA A3 | BDNF KIT EFN A5 EGFR 0.853
C9 SERPINA A4 |BMPER CRP ITIH4 ’
99 |KLK3-SERPINA A3 |BDNF KIT EFN A5 EGFR 0,853
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C9 BMP1 ALB CRP AFM
100 KLK3-SERPINA A3 |KIT EFN A5 EGFR C9 0.853
CDK5-CDK5R1 FN1 DDC ALB ITIH4 ’

Tabla 30: Recuentos de marcadores en paneles de biomarcadores

Tamafo del panel
Biomarcador 3 4 5 6 7 8 9 10
AFM 149 | 146 | 123 | 138 | 142 | 197 | 262 | 354
ALB 129 | 120 | 129 | 148 | 194 | 258 | 332 | 405
APO A1 99 28 12 4 1 1 1 2
BDNF 169 | 326 | 447 | 480 | 476 | 478 | 491 | 513
BMP1 149 | 177 | 205 | 241 | 287 | 318 | 359 | 404
BMPER 160 | 227 | 236 | 260 | 280 | 311 | 357 | 409
C9 199 | 365 | 421 | 475 | 539 | 586 | 648 | 705
CCL23 98 65 39 33 21 23 14 19
CDK5-CDK5R1 72 58 73 84 129 | 153 | 182 | 223
CDK8-CCNC 98 52 52 61 71 68 87 98
CFHRS5 69 6 1 1 0 0 0 0
CRP 181 | 254 | 292 | 342 | 403 | 478 | 549 | 599
DDC 142 | 189 | 192 | 217 | 231 | 274 | 323 | 374
EFN A5 157 | 277 | 416 | 566 | 727 | 859 | 931 | 958
EGFR 171 | 324 | 413 | 496 | 582 | 651 | 744 | 824
FGA-FGB-FGG 40 0 0 0 0 0 0 0
FN1 130 | 161 | 220 | 289 | 383 | 520 | 619 | 722
ITIH4 144 | 155 | 203 | 267 | 369 | 469 | 571 | 691
KIT 166 | 315 | 575 | 769 | 895 | 948 | 985 | 993
KLK3-SERPINA A3 201 | 490 | 681 | 821 | 897 | 951 | 970 | 980
SERPINA A4 162 | 179 | 201 | 226 | 278 | 325 | 407 | 498
VEGF A 115 | 86 69 82 95 132 | 168 | 229

Tabla 31: Parametros derivados de conjuntos de datos de cancer establecidos para los clasificadores
ingenuos de Bayes

Mesotelioma CPNMC Carc. de células
renales
Control Cancer Control Cancer Control Cancer
ALB Media 9,49 9,28 9,76 9,64 9,60 9,37
SD 0,12 0,30 0,13 0,17 0,13 0,31
BMP1 Media 8,62 8,30 8,77 8,55 8,72 8,51
SD 0,27 0,35 0,21 0,23 0,25 0,34
C9 Media 11,52 11,96 11,72 11,94 11,78 12,10
SD 0,20 0,29 0,19 0,22 0,23 0,28
EFN A5 Media 6,70 6,83 6,91 6,99 6,88 7,01
SD 0,11 0,25 0,11 0,15 0,14 0,20
EGFR Media 10,46 10,26 10,58 10,43 10,52 10,38
SD 0,11 0,21 0,12 0,13 0,14 0,12
FN1 Media 8,92 8,53 9,29 9,06 9,10 8,94
SD 0,36 0,38 0,24 0,32 0,19 0,32
ITIH4 Media 10,18 10,46 10,60 10,74 10,56 10,82
SD 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
SD 0,16 0,20 0,14 0,14 0,16 0,19
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KLK3-SERPINA A3 | Media 8,00 8,51 8,10 8,33 8,09 8,68
SD 0,16 0,53 0,19 0,33 0,23 0,48
SERPINA A4 Media 10,71 10,40 10,88 10,75 10,78 10,38
SD 0,13 0,43 0,14 0,22 0,18 0,47

Tabla 32: Célculos derivados del conjunto de entrenamiento para el clasificador ingenuo de Bayes.

Biomarcador He Ud Oc od | % p(clx) p(dz) | In(p(d|%)/p(cl))
EFN A5 6,907 | 6,994 | 0,107 | 0,148 | 6,974 3,059 2,663 -0,139
KIT 9,603 | 9,503 | 0,139 | 0,141 9,534 2,546 2,767 0,083
FN1 9,286 | 9,058 | 0,239 | 0,325 | 9,266 1,665 1,000 -0,510
EGFR 10,578 | 10,428 | 0,119 | 0,135 | 10,547 | 3,236 2,003 -0,480
C9 11,715 11,936 | 0,189 | 0,223 | 11,715 | 2,114 1,096 -0,657
ALB 9,763 | 9,640 | 0,130 | 0,166 | 9,617 1,636 2,381 0,375
SERPINA A4 10,881 | 10,745 | 0,144 | 0,223 | 10,905 | 2,728 1,384 -0,679
KLK3-SERPINA A3 8,102 | 8,327 | 0,194 | 0,330 | 7,909 1,253 0,542 -0,838
BMP1 8,766 | 8,548 | 0,213 | 0,234 | 8,725 1,837 1,282 -0,360
ITIH4 10,596 | 10,738 | 0,121 0,227 | 10,600 | 3,301 1,460 -0,816

Los siguientes parrafos numerados contienen enunciados de las amplias combinaciones de las caracteristicas
técnicas de la invencion divulgadas en el presente documento:

1. Un procedimiento para diagnosticar que un individuo tiene o no mesotelioma, comprendiendo el
procedimiento:

detectar, en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden a uno de al
menos N biomarcadores seleccionados de la Tabla 1, en el que dicho individuo se clasifica como que tiene o no
mesotelioma o se determina la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma, segun dichos valores de
biomarcadores y en el que N = 2-66.

2. El procedimiento del parrafo 1, en el que el diagnéstico comprende el diagnéstico diferencial de mesotelioma
de afecciones benignas encontradas en individuos expuestos al amianto.

3. El procedimiento del parrafo 1 en el que el individuo tiene una anomalia pleural.

4. El procedimiento del parrafo 1, en el que la deteccién de los valores de los biomarcadores comprende realizar
un ensayo in vitro.

5. El procedimiento del parrafo 4, en el que dicho ensayo in vifro comprende 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 aptdmeros, anticuerpos y una sonda de &cido nucleico.

6. El procedimiento del parrafo 5, en el que dicho al menos un reactivo de captura es un aptamero.

7. El procedimiento del parrafo 1, en el que la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en sangre
completa, plasma, suero y fluido pleural.

8. El procedimiento del parrafo 4, en el que el ensayo in vitro se selecciona del grupo que consiste en un
inmunoensayo, un ensayo basado en aptameros, un ensayo histolégico o citolégico y un ensayo de nivel de
expresion de ARNm.

9. El procedimiento del parrafo 8, en el que la muestra bioldgica es suero.

10. El procedimiento del parrafo 1, en el que la muestra bioldgica es tejido de mesotelio pleural o peritoneal y en
el que los valores de biomarcador se obtienen un andlisis histoldgico o citolégico de dicho tejido de mesotelio.

11. El procedimiento del parrafo 1, en el que el individuo es un ser humano.

12. El procedimiento del parrafo 1, en el que N = 3-10.
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13. El procedimiento del parrafo 1, en el que N = 3-15.
14. El procedimiento del parrafo 1, en el que N = 2-10.
15. El procedimiento del parrafo 1, en el que N = 4-10.
16. El procedimiento del parrafo 1, en el que N = 5-10.

17. El procedimiento del parrafo 1, en el que el individuo tiene un alto riesgo de mesotelioma debido a la
exposicién al amianto o a una fibra relacionada.

18. El procedimiento del parrafo 1, en el que los biomarcadores se seleccionan de la Tabla 18.

19. Un procedimiento implementado por ordenador para indicar una probabilidad de mesotelioma,
comprendiendo el procedimiento:

recuperar en un ordenador informacion de biomarcadores para un individuo, en el que la informacion de
biomarcadores comprende valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N
biomarcadores seleccionados de la Tabla 1;

realizar con el ordenador una clasificacion de cada uno de dichos valores de biomarcadores; e

indicar una probabilidad de que dicho individuo tenga mesotelioma basado en una pluralidad de
clasificaciones, y en el que N = 2-66.

20. El procedimiento del parrafo 19, en el que indicar la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma
comprende mostrar la probabilidad en una pantalla de ordenador.

21. Un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de mesotelioma, el producto de programa
informatico que comprende:

un medio legible por ordenador que incorpora un cédigo de programa ejecutable por un procesador de un
dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el codigo de programa:

un cédigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en el que los datos
comprenden valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores
seleccionados de la Tabla 1, en el que dichos biomarcadores se detectaron en la muestra biolégica; y un cédigo
que ejecuta un procedimiento de clasificacion que indica un estado de mesotelioma del individuo en funcién del
valor del biomarcador; y en el que N = 2-66.

22. El producto de programa informatico del parrafo 21, en el que dicho procedimiento de clasificacion usa una
funcién de densidad de probabilidad.

23. El producto de programa informatico del parrafo 22, en el que dicho procedimiento de clasificacion usa dos o
mas clases.

24. Un procedimiento para seleccionar a un individuo asintomatico de alto riesgo para mesotelioma,
comprendiendo el procedimiento:

detectar, en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden a uno de al
menos N biomarcadores seleccionados de la Tabla 1, en el que dicho individuo se clasifica como que tiene o no
mesotelioma o se determina la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma, segun dichos valores de
biomarcadores y en el que N = 2-66.

25. El procedimiento del parrafo 24, en el que la deteccion de los valores de los biomarcadores comprende la
realizacion
de un ensayo in vitro.

26. El procedimiento del parrafo 25, en el que dicho ensayo in vitro comprende 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 aptdmeros, anticuerpos y una sonda de &cido nucleico.

27. El procedimiento del parrafo 26, en el que dicho al menos un reactivo de captura es un aptamero.

28. El procedimiento del parrafo 27, en el que el ensayo in vitro se selecciona del grupo que consiste en un
inmunoensayo, un ensayo basado en aptameros, un ensayo histolégico o citolégico y un ensayo de nivel de
expresion de ARNm.

29. El procedimiento del parrafo 24, en el que la muestra biolégica se selecciona del grupo que consiste en
sangre completa, plasma, suero y fluido pleural.
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30. El procedimiento del parrafo 29, en el que la muestra bioldgica es suero.

31. El procedimiento del parrafo 24, en el que la muestra bioldgica es tejido de mesotelio y en el que los valores
de biomarcador se obtiene de un analisis histoldgico o citologico de dicho tejido de mesotelio.

32. El procedimiento del parrafo 24, en el que el individuo es un ser humano.
33. El procedimiento del parrafo 24, en el que N = 3-10.
34. El procedimiento del parrafo 24, en el que N = 3-15.
35. El procedimiento del parrafo 24, en el que N = 2-10.
36. El procedimiento del parrafo 24, en el que N = 4-10.
37. El procedimiento del parrafo 24, en el que N = 5-10.

38. El procedimiento del parrafo 24, en el que el individuo tiene un alto riesgo de mesotelioma debido a la
exposicién al amianto u otras fibras relacionadas.

39. El procedimiento del parrafo 24, en el que los biomarcadores se seleccionan de la Tabla 18.

40. Un procedimiento implementado por ordenador para indicar una probabilidad de cancer mesotelioma,
comprendiendo el procedimiento:

recuperar en un ordenador informacion de biomarcadores para un individuo, en el que la informacion de
biomarcadores comprende valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N
biomarcadores seleccionados de la Tabla 1;

realizar con el ordenador una clasificacion de cada uno de dichos valores de biomarcadores; e

indicar una probabilidad de que dicho individuo tenga cancer de mesotelioma basado en una pluralidad de
clasificaciones, y en el que N = 2-66.

41. El procedimiento del parrafo 40, en el que indicar la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma
comprende mostrar la probabilidad en una pantalla de ordenador.

42. Un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de mesotelioma, el producto de programa
informatico que comprende:

un medio legible por ordenador que incorpora un cédigo de programa ejecutable por un procesador de un
dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el codigo de programa:

un coédigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo, en el que los datos
comprenden valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores
seleccionados de la Tabla 1, en el que dichos biomarcadores se detectaron en la muestra bioldgica; e

el cédigo que ejecuta un procedimiento de clasificacion que indica un estado de mesotelioma del individuo en
funcion de dichos valores de biomarcadores; y en el que N = 2-66.

43. El producto de programa informatico del parrafo 42, en el que dicho procedimiento de clasificacion usa una
funcién de densidad de probabilidad.

44. El producto de programa informatico del parrafo 43, en el que dicho procedimiento de clasificacion usa dos o
mas clases.

45. Un procedimiento para diagnosticar que un individuo tiene o no cancer, comprendiendo el procedimiento:
detectar, en una muestra biolégica de un individuo, valores de biomarcadores que corresponden a uno de al
menos N biomarcadores seleccionados de la Tabla 19, en el que dicho individuo se clasifica como que tiene o no
cancer o se determina la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma, segun dichos valores de
biomarcador y en el que N = 2-22.

46. El procedimiento del parrafo 45 en el que dicho cancer diagnosticado comprende uno o mas de cancer de
pulmén, carcinoma de células renales o mesotelioma.

47. El procedimiento del parrafo 45, en el que la deteccion de los valores de los biomarcadores comprende
realizar un ensayo in vitro.

48. El procedimiento del parrafo 47, en el que dicho ensayo in vitro comprende al menos un reactivo de captura
correspondiente a cada uno de dichos biomarcadores, y que comprende ademas seleccionar dicho al menos un
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reactivo de captura del grupo que consiste en aptdmeros, anticuerpos y una sonda de &cido nucleico.
49. El procedimiento del parrafo 48, en el que dicho al menos un reactivo de captura es un aptamero.

50. El procedimiento del parrafo 47, en el que el ensayo in vitro se selecciona del grupo que consiste en un
inmunoensayo, un ensayo basado en aptameros, un ensayo histolégico o citoldgico y un ensayo de nivel de
expresion de ARNm.

51. El procedimiento del parrafo 45, en el que la muestra biolégica se selecciona del grupo
que consiste en sangre completa, plasma y suero.

52. El procedimiento del parrafo 51, en el que la muestra bioldgica es suero.
53. El procedimiento del parrafo 45, en el que el individuo es un ser humano.
54. El procedimiento del parrafo 45, en el que N = 2-10.
55. El procedimiento del parrafo 45, en el que N = 2-15.
56. El procedimiento del parrafo 45, en el que N = 3-10.
57. El procedimiento del parrafo 45, en el que N = 3-15.
58. El procedimiento del parrafo 45, en el que N = 4-10.

59. Un procedimiento implementado por ordenador para indicar una probabilidad de cancer, comprendiendo el
procedimiento:

recuperar en un ordenador informacion de biomarcadores para un individuo, en el que la informacion de
biomarcadores comprende valores de biomarcadores que corresponden cada uno a uno de al menos N
biomarcadores seleccionados de la Tabla 19;

realizar con el ordenador una clasificacion de cada uno de dichos valores de biomarcadores; e

indicar una probabilidad de que dicho individuo tenga cancer basado en una pluralidad de clasificaciones, y
en el que N = 2-22.

60. El procedimiento del parrafo 59, en el que indicar la probabilidad de que el individuo tenga cancer comprende
mostrar la probabilidad en una pantalla de ordenador.

61. Un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de cancer, el producto de programa
informatico que comprende:

un medio legible por ordenador que incorpora un cédigo de programa ejecutable por un procesador de un
dispositivo o sistema informatico, comprendiendo el cédigo de programa: un cddigo que recupera datos
atribuidos a una muestra bioldgica de un individuo, en el que los datos comprenden valores de biomarcadores
que corresponden cada uno a uno de al menos N biomarcadores seleccionados de la Tabla 19, en el que dichos
biomarcadores se detectaron en la muestra bioldgica; y un coédigo que ejecuta un procedimiento de clasificacion
que indica un estado de cancer del individuo en funcién de dichos valores de biomarcadores; y en el que N = 2-
22.

62. El producto de programa informatico del parrafo 61, en el que dicho procedimiento de clasificacion usa una
funcién de densidad de probabilidad.

63. El producto de programa informatico del parrafo 62, en el que dicho procedimiento de clasificacion usa dos o
mas clases.

64. El procedimiento de acuerdo con los parrafos 1 o 25, en el que dicho individuo se clasifica como que tiene o
no mesotelioma o se determina la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma, basandose en dichos
valores de biomarcadores y al menos un elemento de informacién biomédica adicional correspondiente a dicho
individuo.

65. El procedimiento de acuerdo con el parrafo 45, en el que dicho individuo se clasifica como que tiene o no
cancer o se determina la probabilidad de que el individuo tenga céncer, basandose en dichos valores de
biomarcadores y al menos un elemento de informacion biomédica adicional correspondiente a dicho individuo.

66. El procedimiento del parrafo 64 o 65, en el que dicho al menos un elemento de informaciéon biomédica
adicional se selecciona independientemente del grupo que consiste en
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(a) informacién correspondiente a la presencia o ausencia de un derrame pleural o masa u otra masa pleural,
(b) informacién correspondiente a los descriptores fisicos de dicho individuo,

(c) informacién correspondiente a un cambio en el peso de dicho individuo,

(d) informacién correspondiente a la etnia de dicho individuo,

(e) informacién correspondiente al sexo de dicho individuo,

(f) informacién correspondiente al historial de tabaquismo de dicho individuo,

(g) informacién correspondiente al historial de exposicién al amianto de dicho individuo,

(h) informacién correspondiente al historial ocupacional de dicho individuo,

(i) informacién correspondiente a los antecedentes familiares de mesotelioma u otro cancer de dicho
individuo,

(j) informacion correspondiente a la presencia o ausencia en dicho individuo de al menos un marcador
genético que se correlaciona con un mayor riesgo de mesotelioma o cancer de dicha persona o un miembro
de la familia de dicho individuo,

(k) informacién correspondiente a los sintomas clinicos de dicho individuo,

(I) informacion correspondiente a otras pruebas de laboratorio,

(m) informacién correspondiente a los valores de expresion génica de dicho individuo, y

(n) informacién correspondiente a la exposicion de dicho individuo a carcinégenos conocidos.

67. Un clasificador que comprende los biomarcadores de la Tabla 18.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para diagnosticar mesotelioma en un individuo, comprendiendo el procedimiento:

detectar proteinas biomarcadores en una muestra bioldgica del individuo para dar valores de biomarcadores que
corresponden al biomarcador F9 (Factor de coagulacién 1X) y al menos N biomarcadores adicionales seleccionados
de la Tabla 1, en el que el mesotelioma se diagnostica basandose en dichos valores de biomarcadores y en el que N
es 1.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que los al menos N biomarcadores adicionales se seleccionan de la
Tabla 18.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que el biomarcador adicional es
CHD1, CRK o MDK.

4. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que N esigual a 2, 3,4, 5,6,7,8 0 9.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el diagnodstico comprende el
diagnéstico diferencial de mesotelioma de afecciones benignas halladas en individuos expuestos al amianto.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el individuo tiene una anomalia
pleural.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la deteccion de los valores de
biomarcadores comprende realizar un ensayo in vitro.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que dicho ensayo in vitro comprende al menos un reactivo de
captura correspondiente a cada uno de dichos biomarcadores, en el que el reactivo de captura se selecciona del
grupo que consiste en aptameros y anticuerpos.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra biologica se
selecciona del grupo que consiste en suero, sangre completa, plasma y fluido pleural.

10. El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que el ensayo in vitro se selecciona del grupo que consiste en un
inmunoensayo, un ensayo basado en aptameros o un ensayo histoldgico o citolégico.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la muestra biolégica es tejido de
mesotelio pleural o peritoneal y en el que los valores de biomarcadores se obtienen de un analisis histologico o
citolégico de dicho tejido de mesotelio.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que N = 3-10, 3-15, 2-10, 2-15, 4-10
0 5-10.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el individuo tiene un alto riesgo
de mesotelioma debido a la exposicién al amianto o a una fibra relacionada.

14. Un procedimiento implementado por ordenador para indicar una probabilidad de mesotelioma, comprendiendo el
procedimiento:

recuperar en un ordenador informacion de biomarcadores para un individuo, en donde la informacion del
biomarcador comprende valores de biomarcadores que corresponden al biomarcador F9 y al menos N
biomarcadores adicionales seleccionados de la Tabla 1;

realizar con el ordenador una clasificacion de cada uno de dichos valores de biomarcadores; e indicar una
probabilidad de que dicho individuo tenga mesotelioma basandose en una pluralidad de clasificaciones, y en
donde N = 1-65.

15. Un producto de programa informatico para indicar una probabilidad de mesotelioma, comprendiendo el producto
de programa informatico:

un medio legible por ordenador que incorpora un codigo de programa ejecutable por un procesador de un dispositivo
o un sistema informaticos, comprendiendo el cédigo de programa:

un cadigo que recupera datos atribuidos a una muestra biolégica de un individuo,

en donde los datos comprenden valores de biomarcadores que corresponden al biomarcador F9 y al menos N
biomarcadores adicionales seleccionados de la Tabla 1, en donde dichos biomarcadores se detectaron en la
muestra biolégica; y

un cédigo que ejecuta un procedimiento de clasificacion que indica un estado de mesotelioma del individuo en
funcién de dichos valores de biomarcadores; y
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en donde N = 1-65.

16. El producto de programa informatico de la reivindicacion 15, en el que dicho procedimiento de clasificacion usa
una funcion de densidad de probabilidad o usa dos o mas clases.

17. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho individuo se clasifica como que tiene o no
mesotelioma o se determina la probabilidad de que el individuo tenga mesotelioma, basandose dichos valores de
biomarcadores y al menos un elemento de informacion biomédica adicional correspondiente a dicho individuo.

18. El procedimiento de la reivindicacion 17, en el que dicho al menos un elemento de informacién biomédica
adicional se selecciona independientemente del grupo que consiste en:

(a) informacién correspondiente a la presencia o ausencia de un derrame pleural o masa u otra masa pleural,

(b) informacién correspondiente a los descriptores fisicos de dicho individuo,

(c) informacién correspondiente a un cambio en el peso de dicho individuo,

(d) informacién correspondiente a la etnia de dicho individuo,

(e) informacién correspondiente al sexo de dicho individuo,

(f) informacién correspondiente al historial de tabaquismo de dicho individuo,

(g) informacion correspondiente al historial de exposicién al amianto de dicho individuo,

(h) informacién correspondiente al historial ocupacional de dicho individuo,

(i) informacion correspondiente a los antecedentes familiares de mesotelioma u otro cancer de dicho individuo,

(j) informacién correspondiente a la presencia o ausencia en dicho individuo de al menos un marcador genético
que se correlaciona con un mayor riesgo de mesotelioma o cancer en dicho individuo o un miembro de la familia
de dicho individuo,

(k) informacion correspondiente a los sintomas clinicos de dicho individuo,

(I) informacion correspondiente a otras pruebas de laboratorio,

(m) informacién correspondiente a los valores de expresion génica de dicho individuo, y

(n) informacién correspondiente a la exposicion de dicho individuo a carcinégenos conocidos.
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