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DESCRIPCION
Deteccion de neoplasias

Campo de la invencion

Se proporciona en el presente documento una tecnologia relacionada con la deteccidn de neoplasias y, en particular,
pero no exclusivamente, a procedimientos, composiciones, y usos relacionados para detectar neoplasias malignas y
premalignas tales como el cadncer pancreético y el cancer colorrectal.

Antecedentes

En su conjunto, los canceres gastrointestinales representan mas mortalidad por cancer que cualquier otro sistema
organico. Aunque en la actualidad existe un cribado de canceres colorrectales, la mortalidad anual en Estados
Unidos producida por canceres del tracto gastrointestinal superior supera las 90.000, en comparacion con las
aproximadamente 50.000 para el cancer colorrectal. Asombrosamente, 43.000 hombres y mujeres se diagnostican
cada afio con cancer pancreatico (PanC), lo que producira casi 37.000 muertes anuales (Jemal y col. (2010) "Cancer
statistics" CA Cancer J Clin 60: 277-300). Como resultado, PanC es la cuarta causa de muerte por cancer principal
(id). Los pacientes que presentan sintomas habitualmente ya se encuentran en un estado avanzado de la
enfermedad y solamente un 15 % cumplen los criterios de una cirugia potencialmente curativa (Ghaneh y col. (2007)
"Biology and management of pancreatic cancer" Gut 56: 1134-52). A pesar de la cirugia, el 85 % morird por
enfermedad recurrente (Sohn y col. (2000) "Resected adenocarcinoma of the pancreas-616 patients: results,
outcomes, and prognostic indicators" J Gastrointest Surg 4: 567-79). La mortalidad por PanC supera el 95 % y la
supervivencia a 5 afios es menos del 25 % para en los pacientes que se han sometido a cirugia curativa (Cleary y
col (2004) "Prognostic factors in resected pancreatic adenocarcinoma: analysis of actual 5-year survivors" J Am Coll
Surg 198: 722-31; Yeo y col (1995) "Pancreaticoduodenectomy for cancer of the head of the pancreas. 201 patients"
Ann Surg 221: 721-33).

Entre los pacientes con predisposicion sindréomica a PanC o antecedentes familiares fuertes, las estrategias de
cribado agresivas e invasivas usando exploraciones por tomografia computerizada o ultrasonidos con endoscopia
has mostrado un rendimiento del 10 % para neoplasias (Canto y col. (2006) "Screening for early pancreatic
neoplasia in high-risk individuals: a prospective controlled study" Clin Gastroenterol Hepatol 4: 766-81). Esta
estrategia de cribado no es practica para la poblacion en general, donde la mayoria del PanC se produce sin una
predisposicion conocida (Klein y col. (2001) "Familial pancreatic cancer" Cancer J 7: 266-73).

La casi uniforme letalidad del PanC ha generado mucho interés en la comprension de la biologia del tumor
pancreatico. Se han identificado lesiones precursoras, incluidas la neoplasia intraepitelial pancreatica (PanIN, grados
I-1ll) y la neoplasia mucinosa papilar intraductal (IPMN) (Fernandez-del Castillo y col. (2010) "Intraductal papillary
mucinous neoplasms of the pancreas" Gastroenterology 139: 708-13, 713.e1-2; Haugk (2010) "Pancreatic
intraepithelial neoplasia - can we detect early pancreatic cancer?" Histopathology 57: 503-14). El estudio de las
lesiones tanto precursoras como malignas ha identificado numerosas caracteristicas moleculares en niveles
genéticos, epigenéticos, y protedmicos que se podrian aprovechar para la terapia o usarse como biomarcadores
para la deteccion precoz y el cribado (Kaiser (2008) "Cancer genetics. A detailed genetic portrait of the deadliest
human cancers" Science 321: 1280-1; Omura y col. (2009) "Epigenetics and epigenetic alterations in pancreatic
cancer" Int J Clin Exp Pathol 2: 310-26; Tonack y col. (2009) "Pancreatic cancer: proteomic approaches to a
challenging disease" Pancreatology 9: 567-76). Recientes estudios de cartografiado de lesiones tumorales y
metastasicas han mostrado que puede haber un periodo latencia significativo entre el desarrollo del PanC maligno y
el desarrollo de la enfermedad metastasica, lo que sugiere la existencia de una amplia ventana de oportunidad para
la deteccion y el tratamiento curativo de lesiones presintomaticas en la etapa inicial (Yachida y col. (2010) "Distant
metastasis occurs late during the genetic evolution of pancreatic cancer" Nature 467: 1114-7).

PanC emite (por ejemplo, exfolia) las células y el ADN a los efluentes locales y finalmente a las heces. Por ejemplo,
se puede identificar (por ejemplo, secuenciarse) un ADN que contiene un gen KRAS mutante a partir del jugo
pancreatico de pacientes con cancer pancreatico, PanIN, e IPMN (Yamaguchi y col. (2005) "Pancreatic juice
cytology in IPMN of the pancreas" Pancreatology 5: 416-21). Anteriormente, se han usado ensayos de alta
sensibilidad para detectar ADN mutante en heces emparejadas de pacientes con cancer de pancreas de los que se
sabia que sus tumores extirpados contenian las mismas secuencias (Zou y col (2009) "T2036 PanDetection of
Gastrointestinal Neoplasms By Stool DNA Testing: Establishment of Feasibility" Gastroenterology 136: A-625). Una
limitacion en el nimero de marcadores esta relacionada con el procedimiento no desvelado de su deteccion en
ensayos convencionales; de forma tipica, cada sitio de mutacion para multiples genes se puede estudiar por
separado para conseguir alta sensibilidad.

El ADN metilado se ha estudiado como una clase potencial de biomarcadores en los tejidos de la mayoria de los
tumores. En muchos casos, las ADN metiltransferasas afiaden un grupo metilo al ADN en los sitios de islas citosina-
fosfato-guanina (CpG) en forma de un control epigenético o expresidon génica. En un mecanismo atractivo en
biologia, se cree que los eventos de metilacién adquirida en regiones promotoras de los genes supresores tumorales
silencian la expresion, contribuyendo de esta forma a la oncogénesis. La metilacion del ADN puede ser una
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herramienta diagndstica mas estable quimica y bioldgicamente que la expresion de ARN o de proteinas (Laird (2010)
"Principles and challenges of genome-wide DNA methylation analysis" Nat Rev Genet 11: 191-203). Ademas, en
otros canceres, como el cancer de colon esporadico, los marcadores de la metilacion ofrecen una especificidad
excelente y son muchos mas informativos y sensibles que las mutaciones individuales en el ADN (Zou y col (2007)
"Highly methylated genes in colorectal neoplasia: implications for screening” Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 16:
2686-96).

El andlisis de las islas CpG ha proporcionado hallazgos importantes cuando se aplican a modelos animales, y lineas
de células humanas. Por ejemplo, Zhang y colaboradores han descubierto que amplicones de diferentes partes de la
misma isla CpG pueden tener diferentes niveles de metilacion (Zhang y col. (2009) "DNA methylation analysis of
chromosome 21 gene promoters at single base pair and single allele resolution" PLoS Genet 5: €1000438). Ademas,
los niveles de metilacion estaban distribuidos bimodalmente entre secuencias fuertemente metiladas y no metiladas,
respaldando ademas el patrén binario de la actividad de la ADN metiliransferasa analogo a un interruptor (Zhang y
col. (2009) "DNA methylation analysis of chromosome 21 gene promoters at single base pair and single allele
resolution" PLoS Genet 5: €1000438). El analisis de tejidos murino in vivo y de lineas de células in vitro ha
demostrado que solo aproximadamente un 0,3 % de los promotores con alta densidad de CpG (HCP, definido por
tener >7 % de secuencia CpG dentro de una regién de 300 pares de bases) esta metilado, mientras que zonas con
baja densidad de CpG (LCP, definido por tener <5 % de secuencias CpG en una regién de 300 pares de bases)
mostraban tendencia a estar frecuentemente metiladas con un patron dinamico especifico de tejido (Meissner y col.
(2008) "Genome-scale DNA methylation maps of pluripotent and differentiated cells" Nature 454: 766-70). Los HCP
incluyen promotores para genes constitutivos ubicuos y genes con el desarrollo fuertemente regulado. Entre los
sitios HCP metilados >50 % se encuentran varios marcadores establecidos tales como Wnt 2, NDRG2, SFRP2, y
BMP3 (Meissner y col. (2008) "Genome-scale DNA methylation maps of pluripotent and differentiated cells" Nature
454: 766-70).

Para el cancer pancreatico, lesiones PanIN, y IPMN, se ha estudiado la metilacion de marcadores a nivel tisular
(Omura y col. (2008) "Genome-wide profiling of methylated promoters in pancreatic adenocarcinoma" Cancer Biol
Ther 7: 1146-56; Sato y col. (2008) "CpG island methylation profile of pancreatic intraepithelial neoplasia" Mod Pathol
21: 238-44; Hong y col. (2008) "Multiple genes are hypermethylated in intraductal papillary mucinous neoplasms of
the pancreas" Mod Pathol 21: 1499-507). Por ejemplo, los marcadores MDFI, ZNF415, CNTNAP2, y ELOVL4
estaban fuertemente metilados en el 96 %, 86 %, 82 %, y 68 % de los canceres estudiados mientras que,
comparativamente, colo el 9 %, 6 %, 3 %, y 7 % de los pancreas de control (no cancerosos(, respectivamente,
estaban fuertemente metilados en los mismos cuatro loci (Omura y col. (2008) "Genomewide profiling of methylated
promoters in pancreatic adenocarcinoma" Cancer Biol Ther 7: 1146-56). Se ha descubierto que la medicién del
estado de metilacién tanto de MDFI como de CNTNAP2 proporciona un indicador del cancer pancreatico que tiene al
mismo tiempo una elevada sensibilidad (>90 %) y una elevada especificidad (>85 %) (Omura y col. (2008) "Genome-
wide profiling of methylated promoters in pancreatic adenocarcinoma" Cancer Biol Ther 7: 1146-56).

Ademas, Sato y colaboradores han descubierto ocho genes que se expresan de forma diferentes en lineas celulares
de cancer pancreatico antes y después del tratamiento con un inhibidor de la metiltransferasa (Sato y col. (2003)
"Discovery of novel targets for aberrant methylation in pancreatic carcinoma using high-throughput microarrays"
Cancer Res 63: 3735-42). Posteriormente, estos marcadores se evaluaron mediante PCR especifica de metilacion
(MSP) del ADN de lesiones de Pan-IN. Los resultados mostraron que SARP-2 (proteina 1 relacionada con Frizzled
secretada, SFRP1) tenia un 83 % de sensibilidad y podria discriminar entre Pan-IN 2 y Pan-IN 3 de grado superior
(Sato y col. (2008) "CpG island methylation profile of pancreatic intraepithelial neoplasia" Mod Pathol 21: 238-44). La
discriminacion de un precursor de alto grado o cancer en etapa inicial de una lesion de grado menor es importante
cuando se considera la morbilidad de la pancreaticoduodenectomia o la pancreatectomia distal, las principales
terapias quirurgicas del PanC. Cuando estudiaron los precursores IPMN tanto del conducto principal como de la
rama lateral, Hong y colaboradores mostraron una elevada sensibilidad y especificidad para SFRP1, asi como,
especialmente en combinacién con UCHL1 (Hong y col. (2008) "Multiple genes are hypermethylated in intraductal
papillary mucinous neoplasms of the pancreas" Mod Pathol 21: 1499-507). El inhibidor de la ruta del factor tisular 2
(TFPI2) tiene un papel supresor tumoral bien establecido en neoplasias malignas del GU y el Gl, incluidos los
canceres de prostata, de cuello de utero, colorrectal, gastrico, esofagico y pancreatico (Ma y col. (2011) "MicroRNA-
616 induces androgen-independent growth of prostate cancer cells by suppressing expression of tissue factor
pathway inhibitor TFPI-2" Cancer Res 71: 583-92; Lim y col. (2010) "Cervical dysplasia: assessing methylation status
(Methylight) of CCNA1, DAPK1, HS3ST2, PAX1 and TFPI2 to improve diagnostic accuracy" Gynecol Oncol 119: 225-
31; Hibi y col. (2010) "Methylation of TFPI2 gene is frequently detected in advanced well-differentiated colorectal
cancer" Anticancer Res 30: 1205-7; Glockner y col. (2009) "Methylation of TFPI2 in stool DNA: a potential novel
biomarker for the detection of colorectal cancer" Cancer Res 69: 4691-9; Hibi y col. (2010) "Methylation of the TFPI2
gene is frequently detected in advanced gastric carcinoma" Anticancer Res 30: 4131-3; Tsunoda y col. (2009)
"Methylation of CLDN6, FBN2, RBP1, RBP4, TFPI2, and TMEFF2 in esophageal squamous cell carcinoma" Oncol
Rep 21: 1067-73; Tang y col. (2010) "Prognostic significance of tissue factor pathway inhibitor-2 in pancreatic
carcinoma and its effect on tumor invasion and metastasis" Med Oncol 27: 867-75; Brune y col. (2008) "Genetic and
epigenetic alterations of familial pancreatic cancers" Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 17: 3536-4). También se ha
comprobado que este marcador se envia a la luz Gl y tenia una sensibilidad del 73 % cuando se analizé en jugo
pancreatico de sujetos con canceres y normales (Matsubayashi y col. (2006) "DNA methylation alterations in the
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pancreatic juice of patients with suspected pancreatic disease" Cancer Res 66: 1208-17).

TFPI2 esta comprendida entre un elevado numero de potenciales mutaciones y marcadores de la metilacion
estudiados en muestras de tejidos y de heces en candidatos de neoplasia colorrectal. En un analisis de un conjunto
de ensayos de formacién sobre heces de archivo procedentes de casi 700 sujetos, un panel de multimarcadores de
metilacion, que incluye TFPI2, BMP3, NDRG4, y vimentina, demostré tener una sensibilidad del 85 % para CRC y
una sensibilidad del 64 % en adenomas colorrectales avanzados, ambos con una especificidad del 90 % (Ahlquist D
y col. (2010) "Next Generation Stool DNA Testing for Detection of Colorectal Neoplasia - Early Marker Evaluation",
presentado en Colorectal Cancer: Biology to Therapy, American Association for Cancer Research).

Una investigacion anterior ha sometido a ensayo los marcadores de la metilacién del cancer colorrectal para la
deteccion de PanC. En particular, un estudio control de casos comparé el ADN procedente de casos de tumor PanC
con el ADN procedente del epitelio colonico usando marcadores dirigidos a MSP anteriormente notificados en PanC
(por ejemplo, MDFI, SFRP2, UCHL1, CNTNAP2, y TFPI2) y marcadores adicionales discriminantes de neoplasias
colénicas (por ejemplo, BMP3, EYA4, vimentina, y NDRG4). Un modelo de regresién multimarcador mostré que
EYA4, UCHL1, y MDFI fueron muy discriminantes, con un area bajo la curva de las caracteristicas operativas del
receptor de 0,85. Como marcador individual, se ha descubierto que BMP3 tiene un area bajo la curva de las
caracteristicas operativas del receptor de 0,90. Estos cuatro marcadores y un KRAS mutante se analizaron
posteriormente en un conjunto mas grande de muestras de heces procedentes de sujetos con PanC en una
comparacion enmascarada con heces correspondientes de individuos con un resultado de colonoscopia normal.
Individualmente, BMP3 y KRAS fueron muy especificos pero poco sensibles; en combinacion, la sensibilidad mejord
al 65 % manteniendo un 88 % de especificidad (Kisiel, y col. (2011) "Stool DNA screening for colorectal cancer:
opportunities to improve value with next generation tests" J Clin Gastroenterol 45: 301-8. Estos resultados sugieren
que las diferencias en la metilacion de UCHL1, EYA4, y MDFI en el pancreas estan ocluidos por la metilacion
colénica del fondo en una comparacién basada en heces. Por tanto, se necesita en el cribado del cancer un panel
marcador para PanC que sea muy informativo y presente una elevada especificidad del PanC a nivel tisular cuando
se busca en muestras tomadas de un sujeto (por ejemplo, una muestra de heces).

Sumario

En consecuencia, se proporciona en el presente documento tecnologia para marcadores de cancer pancreatico y
otros marcadores de cribado del cancer gastrointestinal que proporcionan una alta relacion sefal-ruido y un bajo
nivel de fondo cuando se detecta en muestras tomadas de un sujeto (por ejemplo muestra de heces). Los
marcadores se identificaron en un estudio de control de caso comparando el estado de metilacién de marcadores de
ADN procedentes de sujetos con PanC en estadio | y Il con el estado de metilacion de los mismos marcadores de
ADN procedentes de sujetos de control (por ejemplo, tejido normal tal como colon normal y/o pancreas no
neoplasico (véanse, los Ejemplos 1y 11).

Los marcadores y/o paneles de marcadores (Por ejemplo, una regién cromosdmica que tiene una anotacion
seleccionada entre ABCB1, ADCY1, BHLHE23 (LOC63930), c130rf18, CACNA1C, chr12 133, CLEC11A, ELMO1,
EOMES, CLEC 11, SHH, GJC1, IHIF1, IKZF1, KCNK12, KCNN2, PCBP3, PRKCB, RSPO3, SCARF2, SLC38A3,
ST8SIA1, TWIST1, VWC2, WT1, y ZNF71) se identificaron en un estudio de control de caso comparando el estado
de metilacién de marcadores de ADN (por ejemplo, procedentes de sujetos con PanC en estadio | y Il con el estado
de metilacion de los mismos marcadores de ADN procedentes de sujetos de control (por ejemplo, tejido normal tal
como colon normal y/o pancreas no neoplasico (véanse, los Ejemplos 2 y 8).

Los marcadores y/o paneles de marcadores (Por ejemplo, una regién cromosdmica que tiene una anotacion
seleccionada entre NDRG4, SFRP1, BMP3, HPP1, y/o APC) se identificaron en estudios de control del caso
comparando el estado de metilacion de marcadores del ADN procedentes de tejido esofagico de sujetos con esofago
de Barrett con el estado de metilacion de los mismos marcadores de ADN procedentes de sujetos del control
(véanse los Ejemplo 4 y 10).

Los marcadores y/o paneles de marcadores (Por ejemplo, una regidon cromosoémica que tiene una anotacion
seleccionada entre ADCY1, PRKCB, KCNK12, C130RF18, IKZF1, TWIST1, ELMO, 55957, CD1D, CLEC11A,
KCNN2, BMP3, y/o NDRG4) se identificaron en estudios de control del caso comparando el estado de metilacion de
marcadores del ADN procedentes de una muestra de jugo pancreatico de sujetos con cancer de pancreas con el
estado de metilacion de los mismos marcadores de ADN procedentes de sujetos del control (véanse los Ejemplo 5 y
6).

Se identific6 un marcador (por ejemplo, una regién cromosémica que tiene una anotacion CD1D) en un estudio de
control del caso por comparacién del estado de metilacion de un marcador de ADN (por ejemplo, CD1D) procedente
de una muestra de heces de sujetos con cancer de pancreas con el estado de metilacion del mismo marcador de
ADN procedentes de sujetos del control que no tienen cancer de pancreas (véase, el Ejemplo 7).

Se identificé un marcador (por ejemplo, miR-1290) en un estudio de control del caso comparando la cantidad
cuantificada de un marcador de ADN (por ejemplo, miR-1290) de una muestra de heces de sujetos con cancer de
pancreas con la cantidad cuantificada del mismo marcador de ADN procedentes de sujetos de control que no tienen
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cancer de pancreas (véase, Ejemplo 9).

Un analisis estadistico adicional de los resultados demostré que la tecnologia descrita en el presente documento
basada en estos marcadores predice de una forma especifica y sensible un sitio tumoral.

Como se describe en el presente documento, la tecnologia proporciona numerosos marcadores de ADN metilados y
subconjuntos de los mismos (por ejemplo, conjuntos de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o mas marcadores) con
elevada discriminacion para las neoplasias gastrointestinales tanto en su conjuntos como y/o en sitios tumorales
adicionales. Los experimentos aplicaron un filtro de seleccién a los marcadores candidatos para identificar
marcadores que proporcionan una alta relacion sefial-ruido y un bajo nivel de fondo para proporcionar una elevada
especificidad, por ejemplo, cuando se analizan medios distantes (por ejemplo, heces, sangre, orina, tejido
metastasico, etc.) con los fines de cribado o diagndstico del cancer. Ademas, se realizaron experimentos para
demostrar que los marcadores del ADN metilado identificado predicen el sitio del tumor. Por tanto, la tecnologia
proporciona marcadores especificos, combinaciones de marcadores, y algoritmos para predecir el sitio del tumor.

En algunas realizaciones, la tecnologia esta relacionado con la evaluacion de la presencia y del estado de metilacion
de uno o mas de los marcadores identificados en el presente documento en una muestra biologica. Estos
marcadores comprenden una o mas regiones diferencialmente metiladas (DMR) como se analiza en el presente
documento, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 1 y/o la Tabla 10. El estado de la metilacién se evalua en
las realizaciones de la tecnologia. Por tanto, la tecnologia proporcionada en el presente documento no esta
restringida al procedimiento por el cual se mide el estado de la metilacion de un gen. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el estado de metilaciéon se mide por un procedimiento de cribado gendmico. Por ejemplo, un
procedimiento implica la exploracién genémica con hitos de restriccion (Kawai y col. (1994) Mol. Cell. Biol. 14: 7421-
7427) y otro ejemplo implica la PCR cebada arbitrariamente sensible a metilacion PCR (Gonzalgo y col. (1997)
Cancer Res. 57: 594-599). En algunas realizaciones, los cambios en los patrones de metilacion en sitios CpG
especificos se controlan mediante la digestion del ADN gendmico con enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion seguido de analisis Southern de las regiones de interés (procedimiento de digestion-Southern). En
algunas realizaciones, en analisis de los cambios en los patrones de metilacion implica un procedimiento basado en
PCR que implica digestion de ADN gendmico con enzimas de restriccion sensibles a la metilacion antes de la
amplificacion mediante PCR (Singer-Sam y col. (1990) Nucl. Acids Res. 18: 687). Ademas, Se han notificado otras
técnicas que utilizan el tratamiento del ADN con bisulfito como punto de partida del analisis de metilaciéon. Esto
incluye PCR especifica de metilacion (MSP) (Herman y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9821-9826) y
digestion con enzimas de restriccion de los productos de la PCR amplificados procedentes del ADN convertido con
bisulfito (Sadri y Hornsby (1996) Nucl. Acids Res. 24: 5058-5059; y Xiong y Laird (1997) Nucl. Acids Res. 25: 2532-
2534). Se han desarrollado técnicas de la PCR para la deteccion de mutaciones génicas (Kuppuswamy y col. (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 1143-1147) y la cuantificacion de la expresion especifica de alelo (Szabo y Mann
(1995) Genes Dev. 9: 3097-3108; y Singer-Sam y col. (1992) PCR Methods Appl. 1: 160-163). Dichas técnicas
utilizan cebadores internos, que se hibridan con un molde generado por PCR y que terminan inmediatamente en 5’
respecto del Unico nucledtido a analizar. Los procedimientos que utilizan un "ensayo cuantitativo Ms-SNuPE" como
se describe en la patente de EE.UU. N.° 7.037.650, se utilizan en algunas realizaciones.

Tras evaluar el estado de metilacion, el estado de metilacion se expresa frecuentemente como la fracciéon o
porcentaje de las hebras individuales del ADN que estan metiladas en un sitio en particular (por ejemplo, en un Unico
nucledtido, en una regién o locus en particular, en una secuencia de interés mas larga, por ejemplo, hasta ~100 pb,
200 pb, 500 pb, subsecuencia de 1000 pb de un ADN o mas largo) con respecto a la poblacion total de ADN en la
muestra que comprende dicho sitio en particular. Tradicionalmente, la cantidad de acido nucleico no metilado se
determina mediante la PCR usando calibradores. Después, una cantidad conocida de ADN se trata con bisulfito, y la
secuencia especifica de metilacion resultante se determina bien mediante PCR en tiempo real u otra amplificacion
exponencial, por ejemplo, un ensayo QUARTS (por ejemplo, como se proporciona en la patente de Estados Unidos
n.° 8.361.720; y en la solicitud de patente de Estados Unidos publicada con niumeros WO 2012/0122088 y WO
2012/0122106).

Por ejemplo, en algunas realizaciones, los procedimientos comprenden generar una curva patrén para la diana sin
metilar usando patrones externos. La curva patrén se construye a partir de al menos dos puntos y se refiere al valor
Ct en tiempo real para el ADN sin metilar respecto a patrones cuantitativos conocidos. Después, se construye una
segunda curva patrén para la diana metilada a partir de al menos dos puntos y patrones externos. Esta segunda
curva patron se refiere al Ct del ADN metilado respecto a patrones cuantitativos conocidos. A continuacién, se
determinan los valores de Ct de la muestra para las poblaciones metilada y sin metilar, y se calculan los equivalentes
genomicos del ADN a partir de las curvas patrén producidas durante las dos primeras etapas. El porcentaje de
metilacion en el sitio de interés se calcula a partir de la cantidad de ADN metilados con respecto a la cantidad total
de ADN en la poblacién, por ejemplo, (ndmero de ADN metilados) / (el numero de ADN metilados + nimero de ADN
sin metilar) x 100.

En el presente documento se proporcionan también composiciones y kits para llevar a la practica los procedimientos.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, los reactivos (por ejemplo, cebadores, sondas) especificos de uno o mas
marcadores se proporcionar en solitario o en conjuntos (por ejemplo, conjuntos de pares de cebadores para
amplificar una pluralidad de marcadores). También se pueden proporcionar reactivos adicionales para realizar un
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ensayo de deteccioén (por ejemplo, enzimas, tampones, controles positivos y negativos para realizar QUARTS, PCR,
secuenciacion, bisulfito, y otros ensayos). En algunas realizaciones, los kits contienen uno o mas reactivos
necesarios, suficientes, o utiles, para realizar el procedimiento. También se proporcionan mezclas de reacciones que
contienen los reactivos. Se proporcionan ademas conjuntos de reactivos de mezcla maestra que contiene una
pluralidad de reactivos que se pueden afiadir entre si y/o a una muestra de ensayo para completar una mezcla de
reaccion.

En algunas realizaciones, la tecnologia descrita en el presente documento estd asociada con una maquina
programable disefiada para realizar una secuencia de operaciones aritméticas o légicas como se proporciona en los
procedimientos descritos en el presente documento. Por ejemplo, algunas realizaciones de la tecnologia estan
asociadas (por ejemplo, implementadas) con un programa informatico y/o un equipo informatico. En un aspecto, la
tecnologia se refiere a un ordenador que comprende una forma de memoria, un elemento para realizar operaciones
aritméticas y légicas, y un elemento de procesamiento (por ejemplo, un microprocesador) para ejecutar una serie de
instrucciones (por ejemplo, un procedimiento como se proporciona en el presente documento) para leer, manipular, y
almacenar datos. En algunas realizaciones, un microprocesador forma parte de un sistema para determinar un
estado de metilacion (por ejemplo, de uno o mas DMR, por ejemplo, DMR 1-107 como se proporciona en la Tabla 1,
por ejemplo, DMR 1-449 en la Tabla 10); que compara estados de metilacion (por ejemplo, de uno o mas DMR, por
ejemplo, DMR 1-107 como se proporciona en la Tabla 1, por ejemplo, DMR 1-449 en la Tabla 10); generando curvas
patrén; determina un valor de Ct; calcula una fraccion, frecuencia, o porcentaje de metilacion (por ejemplo, de uno o
mas DMR, por ejemplo, DMR 1-107 como se proporciona en la Tabla 1, por ejemplo, DMR 1-449 en la Tabla 10);
identificar una isla CpG; determinar una especificidad y/o una sensibilidad para un ensayo o marcador; calcular una
curva ROB, y una ABC asociada; analisis de secuencias; todo ellos como se describe en el presente documento, o
es conocido en la técnica.

En algunas realizaciones, un microprocesador u ordenador utiliza los datos del estado de metilacion en un algoritmo
para predecir un sitio de un cancer.

En algunas realizaciones, un programa o componente informatico recibe los resultados de mudltiples ensayos y
determina un valor Uunico como el resultado a notificar al usuario que indica un riesgo de cancer en funcion de los
resultados de los multiples ensayos (por ejemplo, determinacion del estado de metilacién de multiples DMR, por
ejemplo, como se proporciona en la Tabla 1, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 10). Las realizaciones
relacionadas calculan un factor de riesgo basado en una combinacion matematica (por ejemplo, una combinacion
ponderada, una combinacion lineal ) de los resultados de multiples ensayos, por ejemplo, determinacién de los
estados de metilacion de multiples marcadores (tales como multiples DMR, por ejemplo, como se proporciona en la
Tabla 1, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 10). En algunas realizaciones, el estado de metilacion un
DMR define una dimensién una dimension y puede haber valores en un espacio multidimensional y la coordenada
definido por los estados de metilacion de los multiples DMR es un resultado, por ejemplo, a notificar al usuario, por
ejemplo, relacionado con el riesgo de cancer.

Algunas realizaciones comprenden un medio de almacenamiento y componentes de memoria. Los componentes de
memoria (por ejemplo, memoria volatil y/o no volatil) es de utilidad para almacenar instrucciones (por ejemplo, una
realizacion de un procedimiento tal como se proporciona en el presente documento) y/o datos (por ejemplo, un
resultado de trabajo tales como mediciones de la metilacion, secuencias, y descripciones estadisticas asociadas con
los anteriores). Algunas realizaciones se refieren a sistemas que también comprenden uno o mas de una CPU, una
tarjeta grafica, y una interfaz de usuario (por ejemplo, que comprende un dispositivo de salida tal como una pantalla
y un dispositivo de entrada tal como un teclado).

Las maquinas programables asociadas con la tecnologia comprenden tecnologias existentes convencionales y
tecnologias en desarrollo o que aun no se ha desarrollado (por ejemplo, un ordenador cuantico, un ordenador
quimico, un ordenador de ADN, un ordenador 6ptico, un ordenador basado en espintrénica, etc.).

En algunas realizaciones, la tecnologia comprende un medio de transmision cableado (por ejemplo, cable metalico,
fibra optica) o inalambrico para transmitir los datos. Por ejemplo, algunas realizaciones se refieren a la transmision
de datos a través de una red (por ejemplo, una red de area local (LAN), una red de area amplia (WAN), una red ad-
hoc, la Internet, etc.). En algunas realizaciones, las maquinas programables estan presentes en una de esas redes
como iguales y, en algunas realizaciones, las maquinas programables tienen una relacién cliente/servidor.

En algunas realizaciones, los datos se almacenan en un medio de almacenamiento legible por ordenador tal como
un disco duro, memoria flash, medios épticos, un disco flexible, etc.

En algunas realizaciones, la tecnologia proporcionada en el presente documento esta asociada con una pluralidad
de dispositivos programables que operan de forma coordenada para llevar a cabo un procedimiento como se
describe en el presente documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una pluralidad de ordenadores (por
ejemplo, conectados a una red) puede funcionar en paralelo para recopilar y procesar los datos, por ejemplo, en una
implementacion de clusteres de calculo o redes de computacién o cualquier otra arquitectura informatica distribuida
que se basa en ordenadores completos (con CPU incorporadas, almacenamiento, fuentes de alimentacion,
interfaces de red, etc.) conectados a una red (privada, publica, o la Internet) mediante una interfaz de red
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convencional, como Ethernet, fibra dptica, o mediante tecnologia de redes inaldambricas.

Por ejemplo, algunas realizaciones proporcionan un ordenador que incluye un medio legible por el ordenador. La
realizaciéon incluye una memoria de acceso aleatorio (RAM) acoplada a un procesador. El procesador ejecuta
instrucciones del programa ejecutable por ordenador almacenadas en la memoria. Dichos procesadores pueden
incluir un microprocesador, un ASIC, una maquina de estado, u otro procesador, y puede ser cualquiera de un
nimero de procesadores de calculo, tales como procesadores de Intel Corporation de Santa Clara, California y
Motorola Corporation de Schaumburg, lllinois. Dichos procesadores incluyen, o pueden estar en comunicacion con,
medios, por ejemplo, medios legibles por ordenador, que almacenan las instrucciones que, cuando el procesador las
ejecuta, hacen que el procesador lleve a cabo las etapas descritas en el presente documento.

Las realizaciones de medios legibles por ordenador incluyen, aunque no de forma limitativa, un dispositivo
electronico, optico, magnético, u otro dispositivo de almacenamiento o transmision que puede proporcionar a un
procesador instrucciones legibles por ordenador. Otros ejemplos de medios adecuados incluyen, aunque no de
forma limitativa, un disco flexible, CD-ROM, DVD, disco magnético, chip de memoria, ROM, RAM, un ASIC, un
procesador configurado, todos los medios Opticos, todas las cintas magnéticas u otros medios magnéticos, o
cualquier otro medio desde el que el procesador de un ordenador puede leer las instrucciones. Asimismo, otras
diversas formas de medios legibles por ordenador pueden transmitir o transportar instrucciones a un ordenador,
incluido un enrutador, red privada o publica, u otro dispositivo o canal de transmision, tanto cableado como
inalambrico. Las instrucciones pueden comprender codigo escrito en cualquier lenguaje de programacion para
ordenadores adecuado, incluidos, por ejemplo, C, C++, C#, Visual Basic, Java, Python, Perl, y JavaScript.

En algunas realizaciones, los ordenadores estan conectados a una red. Lo ordenadores también puede incluir
numerosos dispositivos externos o internos tales como un ratén, un CD-ROM, DVD, un teclado, una pantalla, u otros
dispositivos de entrada y salida. Los ejemplos de ordenadores son ordenadores personales, asistentes digitales,
asistentes digitales personales, teléfonos celulares, teléfonos méviles, teléfonos inteligentes, paginadores, tabletas
digitales manuales, ordenadores portatiles, aplicaciones de Internet, y otros dispositivos basados en procesadores.
En general, los ordenadores relacionados con aspectos de la tecnologia proporcionada en el presente documento
pueden ser cualquier tipo de plataforma de tipo informatico que funcione con cualquier sistema operativo, tal como
Microsoft Windows, Linux, UNIX, Mac OS X, etc., capaz de soportar uno 0 mas programas que comprenden la
tecnologia proporcionada en el presente documento. Algunas realizaciones comprenden un ordenador personal que
ejecuta otros programas de aplicacion (por ejemplo, aplicaciones). Las aplicaciones pueden estar contenidas en la
memoria y pueden incluir, por ejemplo, una aplicacién de procesamiento de palabras, una aplicacién de hoja de
calculo, una aplicacion de correo electrénico, una aplicacion de mensajeria instantdnea, una aplicacion de
presentaciones, una aplicacion de navegador de Internet, una aplicacion de calendario/agente, y cualquier otra
aplicacion capaz de ser ejecutada mediante un dispositivo cliente.

Todos estos componentes, ordenadores y sistemas descritos en el presente documento como asociados con la
tecnologia pueden ser logicos o virtuales.

En consecuencia, se proporciona en el presente documento una tecnologia relacionada con un procedimiento para
el cribado de neoplasias en una muestra obtenida de un sujeto, comprendiendo el procedimiento: analizar el estado
de metilacion de un marcador en una muestra obtenida de un sujeto; e identificar el sujeto que tiene una neoplasia
cuando el estado de metilacion del marcador es diferente de un estado de metilaciéon del marcador analizado en un
sujeto que no tiene una neoplasia, en el que el marcador comprende una base en una regién metilado de manera
diferencial (DMR) seleccionada entre un grupo que consiste de DMR 1-107 como se proporciona en la Tabla 1, y/o
DMR 1-449 en la Tabla 10. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas localizar el sitio de la
neoplasia en el sujeto, en el que el estado de metilacion del marcador indica el sitio de la neoplasia en el sujeto. La
tecnologia se refiere a identificar y discriminar canceres gastrointestinales, por ejemplo, en algunas realizaciones, la
neoplasia es una neoplasia gastrointestinal. En algunas realizaciones, la neoplasia estd presente en la region
gastrointestinal superior del paciente y, en algunas realizaciones, la neoplasia estd presente en la region
gastrointestinal inferior del paciente. En realizaciones particulares, la neoplasia es una neoplasia del pancreas, una
neoplasia colorrectal, una neoplasia del conducto biliar, 0 un adenoma. La tecnologia también abarca determinar el
estado o el estadio de un cancer, por ejemplo, en algunas realizaciones, la neoplasia es precancerosa. Algunas
realizaciones proporcionan procedimientos que comprenden analizar una pluralidad de marcadores, por ejemplo,
que comprende analizar de 2 a 11 marcadores.

La tecnologia no esta limitada a la evaluacion del estado de metilacion. En algunas realizaciones, la evaluacion del
estado de metilacion del marcador de la muestra comprende determinar el estado de metilacion de una base. En
algunas realizaciones, analizar el estado de metilacién del marcador en la muestra comprende determinar la
extension de la metilacion de una pluralidad de bases. Ademas, en algunas realizaciones, el estado de metilacién del
marcador comprende una metilacién del marcador aumentada con respecto a un estado de metilacién normal del
marcador. En algunas realizaciones, el estado de metilacion del marcador comprende una metilacion del marcador
mas baja con respecto a un estado de metilacion del marcador normal. En algunas realizaciones, el estado de
metilacion del marcador comprende un patron de metilacién diferente del marcador con respecto a un estado de
metilacién del marcador normal.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2712798 T3

Ademas, en algunas realizaciones, el marcador es una regién de 100 o menos bases, el marcador es una region de
500 o menos bases, el marcador es una region de 1000 o menos bases, el marcador es una region de 5000 o
menos bases, o, en algunas realizaciones, el marcador es una base. En algunas realizaciones, el marcador es un
promotor CpG de alta densidad.

La tecnologia no esta limitada por el tipo de muestra. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la muestra es una
muestra de heces, una muestra de tejido, una muestra de jugo pancreatico, una muestra de fluido de un quiste
pancreatico, una muestra de sangre (por ejemplo, plasma, suero, sangre completa), una excreciéon, o una muestra
de orina.

Ademas, la tecnologia no esta limitada por el procedimiento utilizado para determinar el estado de metilacion. En
algunas realizaciones, el ensayo comprende usar la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion,
secuenciacion de acidos nucleicos, espectrometria de masas, nucleasa especifica de metilacion, separacion por
masas, o captura de la diana. En algunas realizaciones, el analisis comprende el uso de un oligonucleétido
especifico de la metilacion. En algunas realizaciones, la tecnologia utiliza masivamente la secuenciacién en paralelo
(por ejemplo, secuenciacion avanzada) para determinar el estado de metilacion, por ejemplo, secuenciacion por
sintesis, secuenciacidon en tiempo real (por ejemplo, de una sola molécula), secuenciacion con emulsién en perla,
secuenciacion en nanoporos, etc.

La tecnologia proporciona reactivos para detectar un DMR, por ejemplo, en algunas realizaciones se proporciona un
conjunto de oligonucledtidos que comprende las secuencias proporcionadas en la SEQ ID NO: 1-202. En algunas
realizaciones se proporciona un oligonucleétido que comprende una secuencia complementarios a una region
cromosomica que tiene una base de una a DMR, por ejemplo, un oligonucleétido sensible al estado de metilacién del
DMR.

La tecnologia proporciona varios paneles de marcadores, por ejemplo, en algunas realizaciones, el marcador
comprende una regién cromosomica que tiene una anotacion que es ABCB1, ADCY1, BHLHE23 (LOC63930),
c130rf18, CACNA1C, chr12.133, CLEC11A, ELMO1, EOMES, GJC1, IHIF1, IKZF1, KCNK12, KCNN2, NDRG4,
PCBP3, PRKCB, RSPO3, SCARF2, SLC38A3, ST8SIA1, TWIST1, VWC2, WT1, o ZNF71, y que comprende el
marcador (véase, Tablas 1y 9). Ademas, las realizaciones proporcionan un procedimiento para analizar las DMR de
la Tabla 1 que es DMR N.° 11, 14, 15, 65, 21, 22, 23, 5, 29, 30, 38, 39, 41, 50, 51, 55, 57, 60, 61, 8, 75, 81, 82, 84,
87, 93, 94, 98, 99, 103, 104, o 107, y/o una DMR correspondiente a Chr16:58497395-58497458. Algunas
realizaciones proporcionan la determinacion del estado de metilacion de un marcador, en el que una region
cromosoémica que tiene una anotacion que es CLEC11A, C130RF18, KCNN2, ABCB1, SLC38A3, CD1D, IKZF1,
ADCY1, CHR12133, RSPO3, MBP3, PRKCB, NDRG4, ELMO, o TWIST1 comprende el marcador. En algunas
realizaciones, los procedimientos comprenden el estado de metilacién de dos marcadores, por ejemplo, un par de
marcadores proporcionados en una fila de la Tabla 5.

Se proporcionan realizaciones en kit, por ejemplo, un kit que comprende un reactivo de bisulfito; y un &cido nucleico
del control que comprende una secuencia derivada de una DMR seleccionada de un grupo que consiste en DMR 1-
107 (de la Tabla 1) y/o una DMR seleccionada de un grupo que consiste en DMR 1-449 (de la Tabla 10) y que tiene
un estado de metilacion asociado con un sujeto que no tiene un cancer. En algunas realizaciones, los kits
comprenden un reactivo de bisulfito y un oligonucledtido como se describe en el presente documento. En algunas
realizaciones, los kits comprenden un reactivo de bisulfito; y un acido nucleico del control que comprende una
secuencia derivada de una DMR seleccionada de un grupo que consiste en DMR 1-107 (de la Tabla 1) y/o una DMR
1-449 (de la Tabla 10) y que tiene un estado de metilacidon asociado con un sujeto que tiene un cancer. Algunas
realizaciones de kit comprenden un sistema de recogida de muestra para obtener una muestra de un sujeto (por
ejemplo, una muestra de heces); reactivos para aislar un acido nucleico de la muestra; un reactivo de bisulfito; y un
oligonucledétido como se describe en el presente documento.

La tecnologia esta relacionada con realizaciones de composiciones (por ejemplo, mezclas de reaccién). En algunas
realizaciones se proporciona una composicién que comprende un acido nucleico que comprende una DMR y un
reactivo de bisulfito. Algunas realizaciones proporcionan una composiciéon que comprende un acido nucleico que
comprende una DMR y un oligonucleétido como se describe en el presente documento. Algunas realizaciones
proporcionan una composicion que comprende un acido nucleico que comprende una DMR y una enzima de
restriccion sensible a la metilacion. Algunas realizaciones proporcionan una composicién que comprende un acido
nucleico que comprende una DMR y una polimerasa.

Se proporcionan realizaciones adicionales relacionadas con el procedimiento para cribar una neoplasia en una
muestra obtenida de un sujeto, por ejemplo, un procedimiento que comprende determinar un estado de metilacién de
un marcador en la muestra que comprende una base en una DMR que es una o mas de DMR 1-107 (de la Tabla 1)
y/o una o mas de DMR 1-449 (de la Tabla 10); que compara el estado de metilaciéon del marcador de la muestra del
sujeto a un estado de metilacion del marcador de una muestra de control normal de un sujeto que no tiene un
cancer; y determinar un intervalo de confianza y/o un valor de p de la diferencia en el estado de metilacion de la
muestra del sujeto y la muestra normal del control. En algunas realizaciones, el intervalo de confianza es 90 %,
95 %, 97,5 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99.9 % 0 99.99 % y el valor de p es 0,1, 0,05, 0,025, 0,02, 0,01, 0,005, 0,001, o
0,0001. Algunas realizaciones de procedimientos proporcionan etapas para hacer reaccionar un acido nucleico que



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2712798 T3

comprende una DMR con un reactivo de bisulfito para producir un acido nucleico que ha reaccionado con bisulfito;
secuenciar el acido nucleico que ha reaccionado con bisulfito para proporcionar una secuencia de nucleotidos del
acido nucleico que ha reaccionado con bisulfito; comparar la secuencia de nucleétidos del acido nucleico que ha
reaccionado con bisulfito con una secuencia de nucleétidos de un acido nucleico que comprende la DMR de un
sujeto que no tiene un cancer para identificar diferencias entre las dos secuencias; e identificar el sujeto que tiene
una neoplasia cuando hay diferencias presentes.

Los sistemas para cribar una neoplasia en una muestra obtenida de un sujeto se proporcionan mediante la
tecnologia. Las realizaciones ilustrativas de sistemas incluyen, por ejemplo, una sistema para cribar una neoplasia
en una muestra obtenida de un sujeto, comprendiendo el sistema un analisis de componentes configurado para
determinar el estado de metilacion de una muestra, un componente de programa informatico configurado para
comparar el estado de metilacion de la muestra con el estado de metilacion de una muestra del control o una
muestra de referencia registrado en una base de datos, y un componente de alerta configurado para alertar al
usuario de un el estado de metilacion asociado con cancer. En algunas realizaciones, se determina una alerta
mediante un componente de programa informatico que recibe los resultados de multiples ensayos (por ejemplo,
determinacién de los estados de metilacién de multiples marcadores, por ejemplo, DMR, por ejemplo, como se
proporciona en la Tabla 1, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 10) y calcular un valor o resultado a
notificar basandose en los multiples resultados. Algunas realizaciones proporcionan una base de datos de
parametros ponderados asociados con cada una de las DMR proporcionadas en el presente documento para su uso
en el calculo de un valor o resultado y/o una alerta a notificar a un usuario (por ejemplo, tal como un médico,
enfermera, especialista médico, etc.). En algunas realizaciones, todos los resultados de multiples ensayos se
notifican y, en algunas realizaciones, uno o mas resultados se utilizan para proporcionar una puntuacion, valor, o
resultado, basadndose en un valor compuesto de uno o mas resultados a partir de multiples ensayos que es indicativo
de un riesgo de cancer en un sujeto.

En algunas realizaciones de sistemas, una muestra comprende un acido nucleico que comprende una DMR. En
algunas realizaciones, el sistema comprende ademas un componente para asilar un acido nucleico, un componente
para recoger una muestra tal como un componente para recoger una muestra de heces. En algunas realizaciones, el
sistema comprende secuencias de acidos nucleicos que comprenden una DMR. En algunas realizaciones, la base
de datos comprende secuencias de acidos nucleicos procedentes de sujetos que no tienen un cancer. También se
proporcionan acidos nucleicos, por ejemplo, un conjunto de acidos nucleicos, teniendo cada acido nucleico una
secuencia que comprende una DMR. En algunas realizaciones, el conjunto de acidos nucleicos en los que cada
acido nucleico tiene una secuencia de un sujeto que no tiene un céncer. Las realizaciones relacionadas con el
sistema comprenden un conjunto de acidos nucleicos como se ha descrito y una base de datos de secuencias de
acidos nucleicos asociados con el conjunto de acidos nucleicos. Algunas realizaciones comprenden ademas un
reactivo de bisulfito. Y, algunas realizaciones comprenden demas un secuenciador de acidos nucleicos.

Otras realizaciones seran evidentes para las personas expertas en la técnica relevante basandose en las
ensefianzas contenidas en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente tecnologia se entenderan mejor con respecto a los
siguientes dibujos:

La Figura 1 es una representacion grafica que muestra la importancia de los marcadores en un conjunto de
marcadores de metilacion segun se determina por la disminucion media en la precision de la prediccion del sitio.
La Figura 2 muestra los niveles de marcador de BMP3 y NDRG4 en cepillados (cardias + es6fago completo) en
casos de Barrett y controles como se describe en el Ejemplo 8.

La Figura 3 muestra una ABC de miR-1290 en heces como se describe en el Ejemplo 9.

Se entiende que las figuras no estan necesariamente dibujadas a escala, ni tampoco los objetos de las figuras estan
dibujadas a escala respecto a otras. Las figuras son representaciones graficas que se proporcionan para aportar
claridad y comprension a las diversas realizaciones de aparatos, sistemas, composiciones y procedimientos
desvelados en el presente documento. Cuando sea posible, se usan los mismos nimeros de referencia en todos los
dibujos para referirse a las mismas partes o a partes analogas. Ademas, se debera apreciar que los dibujos no estan
previstos para limitar el &mbito de las presentes ensefianzas en cualquier forma.

Descripcién detallada

Se proporciona en el presente documento una tecnologia relacionada con la deteccién de neoplasias y, en particular,
pero no exclusivamente, a procedimientos, composiciones, y usos relacionados para detectar neoplasias malignas y
premalignas tales como el cancer pancreatico y el cancer colorrectal. Respecto a la tecnologia descrita en el
presente documento, los encabezados de seccion utilizados tienen fines organizativos solamente, y no deben
considerarse como limitantes de la materia sujeto de cualquier forma.

En esta descripcion detallada de las diferentes realizaciones, con fines de explicacién, se definen numerosos
detalles especificos para proporcionar una comprension completa de las realizaciones desveladas. Un experto en la
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materia apreciara, sin embargo, que estas diversas realizaciones se pueden llevar a la practica con o sin estos
detalles especificos. En otros casos, las estructuras y los dispositivos se muestran en forma de diagrama de
bloques. Ademas, un experto en la materia puede apreciar facilmente que las secuencias especificas en las que los
procedimientos se presentan y se realizan son ilustrativas, y se contempla que las secuencias se pueden variar y
seguir estando incluidas en el espiritu y el ambito de las diferentes realizaciones desveladas en el presente
documento.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende una persona experta en la técnica a la que pertenecen las distintas
realizaciones descritas en el presente documento. Cuando las definiciones de los términos en las referencias
parezcan diferir de las definiciones proporcionadas en las presentes ensefanzas, la definicion proporcionada en las
presentes ensefianzas tendran preeminencia.

Definiciones

Para facilitar la comprensién de la presente tecnologia, se definen a continuacion varios términos y expresiones. Se
proporcionan definiciones adicionales a lo largo de la descripcién detallada.

A lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, los siguientes términos tienen los significados
explicitamente asociados en el presente documento, salvo que el contexto indique claramente otra cosa. La
expresion "en una realizacion" como se utiliza en el presente documento no se refiere necesariamente a la misma
realizacion, aunque podria. Ademas, la expresion "en otra realizacién" tal como se usa en el presente documento, no
se refiere necesariamente a una realizacion diferente, aunque podria. Por lo tanto, como se describe a continuacion,
varias realizaciones de la invencion se pueden combinar facilmente, sin apartarse del ambito o el espiritu de la
invencion.

Ademas, como se usa en el presente documento, el término "0" es un operador "0" inclusivo y es equivalente al
término "y/o" salvo que el contexto indique claramente otra cosa. El término "basado en" no es exclusivo y permite
gue esté basado en factores adicionales no descritos, salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Ademas, a
lo largo de la memoria descriptiva, el significado de "un", "uno/a" y "el/la" incluye las referencias plurales. El
significado de "en" incluye "en" y "sobre".

Como se usa en el presente documento, un "acido nucleico" o "molécula de acido nucleico" se refiere de forma
general a cualquier acido ribonucleico o acido desoxirribonucleico, que puede ser ARN o ADN no modificado o
modificado. "Acidos nucleicos" incluyen, sin limitacién, acidos nucleicos monocatenarios y bicatenarios. Como se usa
en el presente documento, el término "acido nucleico" también incluye el ADN como se ha descrito anteriormente
gue contiene una o mas bases modificadas. Por lo tanto, el ADN con una cadena principal modificada por motivos de
estabilidad o por otras razones es un "acido nucleico". El término "acido nucleico"” como se usa en el presente
documento abarca dichas formas de acidos nucleicos modificadas quimica, enzimatica, o metabodlicamente, asi
como las formas quimicas de ADN caracteristicas de virus y células, que incluyen, por ejemplo, células simples y
complejas.

Los términos "oligonucledtido" o "polinucleétido” o "nucleétido” o "acido nucleico” se refieren a una molécula que
tiene dos 0 mas desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, preferentemente mas de tres, y normalmente mas de diez.
El tamafio exacto dependera de muchos factores, que a su vez dependen de la funcidén o uso final del
oligonucleétido. El oligonucleétido se puede generar de cualquier forma, incluidas sintesis quimica, replicacion del
ADN, transcripcién inversa, o una combinacién de los mismos. Los desoxirribonucleétidos tipicos del ADN son
timina, adenina, citosina y guanina. Los ribonucledtidos tipicos para el ARN son uracilo, adenina, citosina y guanina.

Como se usa en el presente documento, los términos "locus" o "region" de un acido nucleico se refieren a una
subregién de un acido nucleico, por ejemplo, un gen o un cromosoma, un unico nucleétido, una isla CpG, etc.

Los términos "complementario" y "complementariedad" se refieren a nucledtidos (por ejemplo, 1 nucleétido) o
polinucledtidos (por ejemplo, una secuencia de nucleétidos) relacionados por las reglas de emparejamiento de
bases. Por ejemplo, la secuencia 5'-A-G-T-3’ es complementaria de la secuencia 3’-T-C-A-5’. La complementariedad
puede ser "parcial", en la que solamente parte de las bases de los acidos nucleicos estan emparejadas segun las
reglas de emparejamiento de bases. O, puede existir una complementariedad "completa” o "total" entre los acidos
nucleicos. El grado de complementariedad entre las cadenas de acido nucleico altera la eficacia y la resistencia de la
hibridacion entre las cadenas de acidos nucleicos. Esto es de especial importancia en las reacciones de
amplificacion y en los procedimientos de deteccion que dependen de la unién entre acidos nucleicos.

El término "gen" se refiere a una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN) que comprende las
secuencias de codificacion necesarias para la produccién de un ARN o de un polipéptido o de sus precursores. Un
polipéptido funcional se puede codificar mediante una secuencia de codificacion: de longitud completa o mediante
cualquier parte de la secuencia de codificacion, siempre que la actividad o las propiedades funcionales deseadas
(por ejemplo, actividad enzimatica, union al ligando, transduccién de la sefal, etc.) del polipéptido se retenga. El
término "porcion" cuando se usa en referencia a un gen, se refiere a fragmentos de dicho gen. Los fragmentos
pueden variar en tamafo desde unos pocos nucleétidos a toda la secuencia génica menos un nucleétido. Por lo
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tanto, "un nucleétido que comprende al menos una porcion el gen" puede comprender fragmentos del gen o el gen
completo.

El término "gen" también abarca las regiones de codificacion de un gen estructural e incluye secuencias situadas
adyacentes a la regiéon de codificacion en ambos extremos 5 y 3’, por ejemplo, en una distancia de
aproximadamente 1 kb de cada extremo, de manera que el gen corresponde a la longitud del ARNm de longitud
completa (por ejemplo, que comprende secuencias de codificacion, regulacién, estructurales, y otras secuencias).
Las secuencias situadas en 5’ de la regién de codificacion y presentes en el ARNm se denominan como secuencias
5’ no traducidas o secuencias no traducidas. Las secuencias situadas en 3’ o después de la regién de codificacion y
presentes en el ARNm se denominan secuencias 3’ no traducidas o secuencias no traducidas en 3'. El término "gen"
abarca tanto ADNc como las formas gendmicas de un gen. En algunos microorganismos (por ejemplo, eucariotas),
una forma gendmica o clon de un gen contiene la regién de codificacion interrumpida por secuencias no codificantes
denominadas "intrones" o "regiones intervinientes" o "secuencias intervinientes". Los intrones son segmentos de un
gen que se transcriben en ARN nuclear (hnARN); los intrones pueden contener elementos reguladores tales como
potenciadores. Los intrones se eliminan o "retiran por corte y empalme" del transcrito nuclear o primario; por tanto,
los intrones estan ausentes en el transcrito de ARN mensajero (ARNm). EI ARNm actta durante la traduccion para
especificar la secuencia o el orden de los aminoacidos en el polipéptido nascente.

Ademas de contener intrones, las formas gendmicas de un gen también pueden incluir secuencias situadas en
ambos extremos 5’ y 3’ de las secuencias que estan presentes en el transcrito de ARN. Estas secuencias se
denominan como secuencias o regiones "flanqueantes" (estas secuencias flanqueantes estan situadas en 5 o 3’
respecto a las secuencias no traducidas presentes en el transcrito de ARN). La region flanqueante en 5' puede
contener secuencias reguladoras tales como promotores y potenciadores que controlan o alteran la transcripcion del
gen. La region flanqueante 3' puede contener las secuencias que dirigir la terminacién o la transcripcion, la escision
posterior a la transcripcion, y la poliadenilacion.

El término "natural" cuando se aplica en referencia a un gen se refiere a un gen que tiene las caracteristicas de un
gen o aislado de su fuente de origen natural. El término "natural" cuando se aplica en referencia a un producto
génico se refiere a un producto génico que tiene las caracteristicas de un producto génico aislado de su fuente de
origen natural. La expresion "origen natural" cuando se aplica a un objeto se refiere al hecho de que un objeto se
puede encontrar en la naturaleza. Por ejemplo, un polipéptido o secuencia de polinucleétidos que esta presente en
un organismo (incluidos los virus) que se puede aislar de una fuente en la naturaleza y que no haya sido
intencionadamente modificado por la mano de una persona en el laboratorio es de origen natural. Un gen natural es
frecuentemente el gen o alelo observado con mayor frecuencia en una poblacién y, por tanto, es el que recibe la
designacion arbitraria de forma "normal” o "natural" del gen. En cambio, el término "modificado” o "mutante" cuando
se hace referencia a un gen o a un producto génico se refiere, respectivamente, a un gen o producto génico que
presenta modificaciones en la secuencia y/o en las propiedades funcionales (por ejemplo, alteraciéon en sus
caracteristicas) cuando se compara con el gen o producto génico natural. Se resalta que los mutantes de origen
natural se pueden aislar; estos se identifican por el hecho de que tienen caracteristicas alteradas cuando se
comparan con el gen o producto génico silvestre.

El término "alelo" se refiere a la variacion de un gen; las variaciones incluyen, aunque no de forma limitativa,
variantes y mutantes, loci polimérficos, y loci polimérficos de nucleétidos Unicos, cambios de marco, y mutaciones de
corte y empalme. Un alelo se puede producir de forma natural en una poblacion o podria aparecer durante la vida de
cualquier individuo en particular de la poblacion.

Por lo tanto, los términos "variante" y "mutante" cuando se utilizan en referencia a una secuencia de nucleétidos
hacen referencia a una secuencia de nucleétidos que se diferencia de otra, habitualmente relacionada, secuencia de
nucledtidos acidos. Una "variacion" es una diferencia entre dos secuencia de nucledtidos diferentes; de forma tipica,
una secuencia es una secuencia de referencia.

"Amplificacion" es un caso especial de replicacion de acido nucleico que implica especificidad de molde. Esto
contrasta con la replicacién no especifica de molde (por ejemplo, replicacion que es dependiente de molde pero no
dependiente de un molde especifico). La especificidad de molde se distingue en este punto de fidelidad de
replicacion (por ejemplo, sintesis de la secuencia polinucleotidica correcta) y de especificidad de nucledtidos
(ribonucledtido o desoxinucledtido). La especificidad de molde se describe frecuentemente en términos de
especificidad de "diana". Las secuencias diana son "dianas" en el sentido que deberan clasificarse de otro acido
nucleico. Las técnicas de amplificacion se han disefiado fundamentalmente para esta clasificacion.

La amplificacion de acidos nucleicos se refiere de forma general a la producciéon de mudltiples copias de un
polinucleétido, o de una porcion del polinucleétido, partiendo de forma tipica de una pequeia cantidad del
polinucledtido (por ejemplo, una Unica molécula de polinucledtido, 10 a 100 copias de una molécula de
polinucledtido, que puede ser o no exactamente el mismo), donde los productos de la amplificacion, o amplicones,
se pueden detectar de forma general. La amplificacion de los polinucleétidos abarca una variedad de procedimientos
quimicos y enzimaticos. La generacion de multiples copias de ADN a partir de una o unas pocas copias de una
molécula de ADN diana o molde durante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o una reaccion en cadena
de la ligasa (LCR; véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.494.810) son formas de amplificacion. Los
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tipos adicionales de amplificacion incluyen, aunque no de forma limitativa, PCR especifica de alelo (véase, por
ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.639.611), la PCR con ensamblaje (véase, por ejemplo, la patente de
Estados Unidos n.° 5.965.408), amplificacion dependiente de helicasa (véase, por ejemplo, la patente de los Estados
Unidos n.° 7.662.594), PCR de inicio caliente (véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos con numeros
5.773.258 y 5.338.671), PCR especifica de intersecuencia, PCR inversa (véanse, por ejemplo, Triglia, y col. (1988)
Nucleic Acids Res., 16:8186), PCR mediada por ligadura (véase, por ejemplo, Guilfoyle, R. y col., Nucleic Acids
Research, 25:1854-1858 (1997); la patente de Estados Unidos n.° 5.508.169), PCR especifica de metilacion (véase,
por ejemplo, Herman, y col., (1996) PNAS 93(13) 9821-9826), PCR con minicebador, amplificacién de sonda
multiplexada dependiente de la ligadura (véase, por ejemplo, Schouten, y col., (2002) Nucleic Acids Research
30(12): e57), PCR multiplexada (véase, por ejemplo, Chamberlain, y col., (1988) Nucleic Acids Research 16(23)
11141-11156; Ballabio, y col., (1990) Human Genetics 84(6) 571-573; Hayden, y col., (2008) BMC Genetics 9:80),
PCR anidada, PCR con extensiéon por solapamiento (véase, por ejemplo, Higuchi, y col., (1988) Nucleic Acids
Research 16(15) 7351-7367), PCR en tiempo real (véanse, por ejemplo, Higuchi, y col., (1992) Biotechnology
10:413-417; Higuchi, y col., (1993) Biotechnology 11:1026-1030), PCR con transcripcién inversa (véase, por ejemplo,
Bustin, S.A. (2000) J. Molecular Endocrinology 25:169-193), PCR en fase sélida, PCR entrelazada térmica
asimétrica, y la PCR Touchdown (véase, por ejemplo, Don, y col., Nucleic Acids Research (1991) 19(14) 4008; Roux,
K. (1994) Biotechniques 16(5) 812-814; Hecker, y col., (1996) Biotechniques 20(3) 478-485). La amplificacion de los
polinucledtidos también se puede llevar a cabo usando PCR digital (véanse, por ejemplo, Kalinina, y col., Nucleic
Acids Research. 25; 1999-2004, (1997); Vogelstein y Kinzler, Proc Natl Acad Sci USA. 96; 9236-41, (1999);
publicacién de patente internacional n.° WO05023091A2; publicaciéon de solicitud de patente de EE.UU. n.°
20070202525).

La expresion "reaccion en cadena de la polimerasa" ("PCR") se refiere al procedimiento de K.B. Mullis, patentes de
Estados Unidos de N.° 4.683.195, 4.683.202 y 4.965.188, que describen un procedimiento para aumentar la
concentracién de un segmento de una secuencia diana en una mezcla de ADN gendmico sin clonaciéon ni
purificacion. Este procedimiento para amplificar la secuencia diana consiste en introducir un importante exceso de
dos oligonucledtidos cebadores en la mezcla de ADN que contiene la secuencia diana deseada, seguido por una
secuencia precisa de ciclacion térmica en presencia de una ADN polimerasa. Los dos cebadores son
complementarios de sus respectivas hebras de la secuencia diana bicatenaria. Para realizar la amplificacién, la
mezcla se desnaturaliza, y los cebadores se hibridan con sus secuencias complementarias dentro de la molécula
diana. Tras la hibridacion, los cebadores se extienden con una polimerasa para formar un nuevo par de hebras
complementarias. Las etapas de desnaturalizacién, hibridaciéon de cebadores, y extensién con polimerasa se pueden
repetir varias veces (es decir, la desnaturalizacién, la hibridacion y la extensién constituyen un "ciclo"; puede haber
numerosos "ciclos") para obtener una elevada concentracion de un segmento amplificado de la secuencia diana
deseada. La longitud del segmento amplificado de la secuencia diana deseada se determina mediante las posiciones
relativas de los cebadores entre si y, por tanto, su longitud es un parametro controlable. En virtud de los aspectos
repetitivos del procedimiento, el procedimiento se denomina como la "reaccion en cadena de la polimerasa ("PCR").
Puesto que los segmentos amplificados deseados de la secuencia diana se convierten en las secuencias
predominantes (en términos de concentracion) de la mezcla, se dice que estan "amplificadas mediante PCR" y son
"productos de PCR" o "amplicones".

La especificidad de molde se consigue en la mayoria de las técnicas de amplificacion mediante la seleccion de la
enzima. Las enzimas de amplificacion son enzimas que, en las condiciones que se usan, procesaran solamente
secuencias de acido nucleico especificas en una mezcla heterogénea de acido nucleico. Por ejemplo, en el caso de
la Q-beta replicasa, el ARN de -MDV-1 es el molde especifico de la replicasa (Kacian y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 69:3038 [1972]). Otro acido nucleico no se replicara con esta enzima de amplificacion. De manera similar, en el
caso de la ADN polimerasa T7, esta enzima de amplificacion tiene una especificidad rigurosa por sus promotores
(Chamberlin y col, Nature, 228:227 [1970]). En el caso de la ADN polimerasa T4, la enzima no ligara los dos
oligonucleétidos o polinucledtidos, donde haya un emparejamiento incorrecto entre el sustrato oligonucledtido o
polinucledtido y el molde en la unién de ligadura (Wu y Wallace (1989) Genomics 4:560). Finalmente, las ADN
polimerasas termoestables dependientes del molde (por ejemplo, las ADN polimerasas Taq y Pfu), debido a su
capacidad de actuar a elevada temperatura, parece que presentan elevada especificidad por las secuencias
unidades y de esta forma definidas por los cebadores; la temperatura elevada da como resultado condiciones
termodinamicas que favorecen la hibridacién del cebador con las secuencias diana y la no hibridacion con
secuencias no diana (H. A. Erlich (ed.), PCR Technology, Stockton Press [1989]).

Como se usa en el presente documento, la expresidon "ensayo de deteccidon de acidos nucleicos" se refiere a
cualquier procedimiento para determinar la composicién de nucleétidos de un acido nucleico de interés. El ensayo de
deteccion de acidos nucleicos incluye, aunque no de forma limitativa, procedimientos de secuenciacion de ADN,
procedimientos de hibridacion de sondas, ensayos de escision especificos de la estructura (por ejemplo, el ensayo
INVADER, Hologic, Inc.) y se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos N.° 5.846.717, 5.985.557,
5.994.069, 6.001.567, 6.090.543 y 6.872.816; Lyamichev y col., Nat. Biotech., 17:292 (1999), Hall y col., PNAS,
EE.UU., 97:8272 (2000), y en el documento US 2009/0253142); procedimientos de escisién por emparejamiento
enzimatico incorrecto (por ejemplo, Variagenics, patentes de Estados Unidos n.° 6.110.684, 5.958.692 y 5.851.770);
reaccion en cadena de la polimerasa; procedimientos de hibridacién con ramificacion (por ejemplo, Chiron, patentes
de Estados Unidos N.° 5.849.481, 5.710.264, 5.124.246 y 5.624.802); replicacion con circulo rodante (por ejemplo,
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patentes de Estados Unidos N.°6.210.884, 6.183.960 y 6.235.502); NASBA (por ejemplo, patente de Estados
Unidos N.° 5.409.818); tecnologia de baliza molecular (por ejemplo, patente de Estados Unidos N.° 6.150.097);
tecnologia E-sensor (Motorola, patentes de Estados Unidos N.° 6.248.229, 6.221.583, 6.013.170 y 6.063.573);
tecnologia de sonda ciclica (por ejemplo, patentes de Estados Unidos N.° 5.403.711, 5.011.769, y 5.660.988);
procedimientos de amplificacion de la sefial Dade Behring (por ejemplo, patentes de Estados Unidos N.° 6.121.001,
6.110.677, 5.914.230, 5.882.867 y 5.792.614); reaccion en cadena de la ligasa (por ejemplo, Barnay Proc. Natl.
Acad. Sci USA 88, 189-93 (1991)); y procedimientos de hibridacién en sandwich (por ejemplo, patente de Estados
Unidos N.° 5.288.609).

La expresion "acido nucleico amplificable" se refiere a un acido nucleico que se puede amplificar por cualquier
procedimiento de amplificacion. Se contempla que "acido nucleico amplificable” comprendera habitualmente "molde
de muestra".

La expresion "molde de ADN" se refiere a un acido nucleico procedente de una muestra que se ha analizado para
determinar la presencia de una "diana" (definida a continuacion). En cambio, "molde de fondo" se usa en referencia
a un acido nucleico diferente al molde de muestra que puede estar presente o no en una muestra. Lo mas habitual
es que el molde de fondo sea involuntario. Puede ser el resultado del arrastre o se puede deber a la presencia de
acidos nucleicos contaminantes que se deben purificar de la muestra. Por ejemplo, los acidos nucleicos procedentes
de organismos diferentes a los que se deben detectar pueden estar presente como fondo en una muestra de
ensayo.

El término “cebador” se refiere a un oligonucleoétido, tanto de origen natural como purificado mediante una reaccion
de digestion o producido sintéticamente, que es capaz de actuar como un punto de inicio de la sintesis cuando se
coloca en condiciones en las que se induce la sintesis de un producto de extension del cebador que es
complementario de una hebra de acido nucleico, (por ejemplo, en presencia de nucleétidos y de un agente inductor
tal como una ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados). Preferentemente, el cebador es monocatenario
para obtener la mayor eficacia de amplificaciéon, aunque de forma alternativa, puede ser bicatenario. Si es
bicatenario, el cebador se trata en primer lugar para separar su hebras antes de usarse para preparar productos de
extensién. Preferentemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser suficientemente largo
para cebar la sintesis de los productos de extension en presencia del agente inductor. Las longitudes exactas de los
cebadores dependeran de muchos factores, entre los que se incluyen la temperatura, origen del cebador y el uso del
procedimiento.

El término "sonda" se refiere a un oligonucleétido (por ejemplo, una secuencia de nucleétidos), tanto de origen
natural como purificado mediante una reaccion de digestion o producido sintéticamente, de forma recombinante, o
mediante amplificacién por PCR, que se puede hibridar con otro oligonucleétido de interés. Una sonda puede ser
monocatenaria o bicatenaria. Las sondas son utiles en la deteccion, identificacion y aislamiento de secuencias
génicas especificas (por ejemplo, una "sonda de captura"). Se contempla que cualquier sonda utilizada en la
presente invencién puede, en algunas realizaciones, estar marcada con cualquier "molécula indicadora" de forma
que se pueda detectar en cualquier sistema de deteccion, incluidos, aunque no de forma limitativa, enzimas (por
ejemplo, ELISA, asi como un ensayo histoquimico basado en enzimas), sistemas fluorescentes, radioactivos y
luminiscentes. No se pretende que la presente invencion esté limitada a ningun sistema o marca de deteccion
concretos.

Como se usa en el presente documento, "metilacion” se refiere a la metilacion de citosina en las posiciones C5 o N4
de citosina, la posicion N6 de adenina, y otros tipos de metilacion de acido nucleico. EI ADN amplificado in vitro no
suele estar metilado porque los procedimientos de amplificacion de ADN in vitro tipicos no retienen el patron de
metilacion del molde de amplificacion. Sin embargo, "ADN no metilado" o "ADN metilado" también se puede referir a
un ADN amplificado cuyo molde original estaba no metilado o metilado, respectivamente.

En consecuencia, tal como se usa en el presente documento, un "nucleétido metilado" o una "base nucleotidica
metilada" se refiere a la presencia de un resto metilo en una base nucleotidica, donde el resto metilo no esta
presente en una base nucleotidica tipica reconocida. Por ejemplo, la citosina no contiene un resto metilo en su anillo
de pirimidina, pero el la 5-metilcitosina contiene un resto metilo en la posicién 5 de su anillo de pirimidina. Por lo
tanto, la citosina no es un nucleétido metilado y la 5-metilcitosina es un nucleétido metilado. En otro ejemplo, timina
contiene un resto metilo en la posicién 5 de su anillo de pirimidina; sin embargo, a efectos del presente documento,
la timina no se considera un nucleétido metilado cuando esta presente en el ADN ya que la timina es una base
nucleotidica tipica del ADN.

Como se usa en el presente documento, una "molécula de acido nucleico metilada" se refiere a una molécula de
acido nucleico que contiene uno o mas nucledtidos metilados.

Como se usa en el presente documento, un "estado de metilaciéon”, "perfil de metilacion", y "estado de metilacion" de
una molécula de acido nucleico se refiere a la presencia o ausencia de una o mas bases nucleotidicas metiladas en
la molécula de acido nucleico. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que contiene una citosina metilada se
considera metilado (por ejemplo, el estado de metilacion de la molécula de acido nucleico es metilado). Una
molécula de acido nucleico que no contiene ningun nucleétido metilado se considera no metilada.
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El estado de metilacion de una secuencia de &cido nucleico concreta (por ejemplo, un gen marcador o regién de
ADN como se describe en el presente documento) puede indicar el estado de metilacion de cada base en la
secuencia o puede indicar el estado de metilacion de un subconjunto de las bases (por ejemplo, de una o mas
citosinas) dentro de la secuencia, o puede indicar informacion relativa a la densidad de metilacién regional dentro de
la secuencia, proporcionando o no informacién precisa sobre las ubicaciones de la secuencia donde se produce la
metilacion.

El estado de metilacién de un locus nucleotidico en una molécula de acido nucleico se refiere a la presencia o
ausencia de un nucleétido metilado en un locus concreto de la molécula de acido nucleico. Por ejemplo, el estado de
metilacion de una citosina en el 7° nucleétido de una molécula de acido nucleico es metilado cuando el nucleétido
presente en el 7° nucledtido de la molécula de acido nucleico es 5-metilcitosina. De manera similar, el estado de
metilacién de una citosina en el 7° nucledtido de una molécula de acido nucleico es no metilado cuando el nucleétido
presente en el 7° nucleétido de la molécula de acido nucleico es citosina (y no 5-metilcitosina).

El estado de metilacion opcionalmente puede representarse o indicarse mediante un "valor de metilacién" (por
ejemplo, que representa una frecuencia, fraccion, relacién, porcentaje de metilacion, etc.). Se puede generar un
valor de metilacién, por ejemplo, cuantificando la cantidad de acido nucleico intacto presente después de la digestion
con restriccion con una enzima de restriccion dependiente de la metilacion o comparando los perfiles de
amplificaciéon después de la reaccion con bisulfito o mediante la comparacion entre secuencias de acidos nucleicos
tratadas y no tratadas con bisulfito. En consecuencia, un valor, por ejemplo, un valor de metilacién, representa el
estado de metilacion y por tanto se puede usar como indicador cuantitativo del estado de metilacion en multiples
copias de un locus. Esto es de especial interés cuando es deseable comparar el estado de metilacion de una
secuencia de una muestra con un valor umbral o de referencia.

Como se usa en el presente documento, "frecuencia de metilacion" o "porcentaje de metilacion (%)" se refiere al
numero de casos en los que una molécula o locus estan metilados con respecto al numero de casos en los que la
molécula o el locus estan sin metilar.

Por tanto, el estado de metilacion describe el estado de metilaciéon de un acido nucleico (por ejemplo, una secuencia
gendmica). Ademas, el estado de metilacion se refiere a las caracteristicas de un segmento de acido nucleico en un
locus gendmico concreto relevante para la metilacion. Dichas caracteristicas incluyen, aunque no de forma limitativa,
si cualquiera de los restos de citosina (C) dentro de esta secuencia de ADN esta metilado, la situacion del uno o
varios restos de C metilados, la frecuencia o porcentaje de C metilada en la totalidad de una regién concreta de un
acido nucleico, y las diferencias alélicas en la metilacion debidas a, por ejemplo, diferencias en el origen de los
alelos. Las expresiones "estatuto de metilacion", "perfil de metilacién ", y "estado de metilacion" también se refieren a
la concentracion relativa, concentracion absoluta o patrén de C metilada o C no metilada en la totalidad de cualquier
regiéon concreta de un acido nucleico en una muestra bioldgica. Por ejemplo, si el uno o varios restos de citosina (C)
dentro de una secuencia de acido nucleico estan metilados, esto se puede denominar como "hipermetilado” o tener
"aumento en la metilacion", mientras que si el uno o varios restos de citosina (C) dentro de una secuencia de ADN
no estan metilados, esto se puede denominar como "hipometilado" o tener "disminucidon en la metilacion”.
Andlogamente, si el uno o varios restos de citosina (C) dentro de una secuencia de acido nucleico estan metilados
en comparacion con otra secuencia de acido nucleico (por ejemplo, de una regién diferente o de un individuo
diferente, etc.) dicha secuencia se considera hipermetilada o que tiene un aumento en la metilacién en comparacién
con la otra secuencia de acido nucleico. Como alternativa, si el uno o varios restos de citosina (C) dentro de una
secuencia de acido nucleico no estan metilados en comparacion con otra secuencia de acido nucleico (por ejemplo,
de una region diferente o de un individuo diferente, etc.) dicha secuencia se considera hipometilada o que tiene
menor metilacion en comparacion con la otra secuencia de acido nucleico. Ademas, la expresion "patrén de
metilacion" tal como se usa en el presente documento se refiere al conjunto de sitios de nucleétidos metilados y no
metilados en una regién de acido nucleico. Dos acidos nucleicos pueden tener una frecuencia de metilacion o
porcentaje de metilacion igual o similar pero diferentes patrones de metilacién cuando el numero de nucledtidos
metilados y no metilados son iguales o similares en toda la regién pero las ubicaciones de los nucleétidos metilados
y no metilados es diferentes. Se dice que las secuencias estan "metiladas de forma diferencial" o que tienen una
"diferencia en la metilacion" o que tienen un "estado de metilacion diferente" cuando difieren en la extension (por
ejemplo, unto tiene una metilaciéon aumentada o disminuida respecto al otro), frecuencia, o patrén de metilacion. La
expresion "metilacion diferencial" se refiere a una diferencia en el nivel o patrén de metilacion del acido nucleico en
la muestra positiva para el cancer en comparacion con el nivel o patron de metilacién del acido nucleico en la
muestra negativa para el cancer. También se puede referir a la diferencia en niveles o patrones entre pacientes que
tienen recidiva de cancer después de la cirugia en comparaciéon con pacientes que no presentan recidiva. La
metilacion diferencial y los niveles especificos de patrones de metilacion del ADN son biomarcadores de prondstico y
predictivos, por ejemplo, una vez se ha definido el corte correcto o las caracteristicas predictivas.

La frecuencia del estado de metilacién se puede usar para describir una poblacién de individuos o una muestra de
un unico individuo. Por ejemplo, un locus nucleotidico que tiene una frecuencia del estado de metilacion del 50 %
esta metilado en el 50 % de los casos y no metilado en el 50 % de los casos. Dicha frecuencia se puede usar, por
ejemplo, para describir el grado en el que un locus nucleotidico o una regién de acido nucleico estan metilados en
una poblacion de individuos o en una coleccion de acidos nucleicos. Por lo tanto, cuando la metilacion en una
primera poblaciéon o combinaciéon de moléculas de acido nucleico es diferente de la metilacion en una segunda
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poblacién o combinacion de moléculas de &cido nucleico, la frecuencia del estado de metilacién de la primera
poblacion o combinacién sera diferente de la frecuencia del estado de metilacion de la segunda poblacion o
combinacién. Dicha frecuencia se puede usar, también, por ejemplo, para describir el grado en el que un locus
nucleotidico o una regién de acido nucleico estan metilados en un Unico individuo. Por ejemplo, dicha frecuencia se
puede usar para describir el grado en el que un grupo de células de una muestra de tejido estan metiladas o no
metiladas en un locus nucleotidico o regién de acido nucleico.

Tal como se usa en el presente documento, un "locus nucleotidico" se refiere a la ubicaciéon de un nucleétido en una
molécula de acido nucleico. Un locus nucleotidico de un nucleétido metilado se refiere a la situacion de un nucleoétido
metilado en una molécula de acido nucleico.

Normalmente, la metilacion del ADN humano se produce en una secuencia de dinucleétido que incluye una guanina
y citosina adyacentes, donde la citosina esta situada en 5’ de la guanina (también denominado secuencias de
dinucleétido CpG). La mayoria de las citosinas en los dinucleétidos CpG estan metiladas en el genoma humano, sin
embargo, algunas permanecen sin metilar en regiones gendémicas ricas en dinucleétido CpG, conocidas como islas
CpG (véase, por ejemplo, Antequera y col. (1990) Cell 62: 503-514).

Como se usa en el presente documento, una "isla CpG" se refiere a una region rica en G:G del ADN genémico que
contiene un numero mayor de dinucleétidos CpG con respecto al ADN gendmico total. Una isla CpG puede tener al
menos 100, 200, o mas pares de bases de longitud, donde el contenido G:C de la regién es al menos un 50 % vy la
relacion entre la frecuencia de CpG observada y la frecuencia esperada es 0,6; en algunos casos, una isla CpG
puede tener al menos 500 bases de longitud, donde el contenido G:C de la region es al menos un 55 %) y la relacion
entre la frecuencia de CpG observada y la frecuencia esperada es 0,65. La frecuencia de CpG observada respecto
de la frecuencia esperada se puede calcular de acuerdo con el procedimiento proporcionado en Gardiner-Garden y
col (1987) J. Mol. Biol. 196: 261-281. Por ejemplo, la frecuencia de CpG observada respecto de la frecuencia
esperada se puede calcular segun la férmula R = (A x B) / (C x D), donde R es el cociente de la frecuencia de CpG
observada respecto de la frecuencia esperada, A es el numero de dinucleétidos CpG en la secuencia analizada, B
es el numero de nucledtidos en la secuencia analizada, C es el niumero total de nucleétidos C en la secuencia
analizada, y D es el numero total de nucledtidos G en la secuencia analizada. El estado de metilacion se determina
de forma tipica en las islas CpG, por ejemplo, en las regiones promotoras. Se apreciara que aunque otras
secuencias del genoma humano sean propensas a la metilacion del ADN, tales como CpA y CpT (véanse
Ramsahoye (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 5237-5242; Salmon y Kaye (1970) Biochim. Biophys. Acta. 204:
340-351; Grafstrom (1985) Nucleic Acids Res. 13: 2827-2842; Nyce (1986) Nucleic Acids Res. 14: 4353-4367;
Woodcock (1987) Biochem. Biophys. Res. Commun. 145: 888-894).

Como se usa en el presente documento, un reactivo que modifica un nucleétido de la moléculas de acido nucleico en
funcién del estado de metilacion de la molécula de acido nucleico, o un reactivo especifico de metilacién, se refiere a
un compuesto o composicion o a otro agente que pueda cambiar la secuencia de acido nucleico de una molécula de
acido nucleico de forma que refleje el estado de metilacion de la molécula de acido nucleico. Los procedimientos
para tratar una molécula de acido nucleico con dicho reactivo pueden incluir la puesta en contacto de la molécula de
acido nucleico con el reactivo, acoplado con etapas adicionales, si se desea, para realizar el cambio deseado de
secuencia de nucledétidos. Dicho cambio en la secuencia de nucledtidos de una molécula de acido nucleico puede
dar como resultado una molécula de acido nucleico en la que cada nucleétido metilado se modifique a un nucleétido
diferente. Dicho cambio en la secuencia de nucleétidos puede dar como resultado una molécula de acido nucleico en
la que cada nucleétido no metilado se modifique a un nucleétido diferente. Dicho cambio en la secuencia de
nucledtidos puede dar como resultado una molécula de acido nucleico en la que cada nucleétido seleccionado que
esta sin metilar (por ejemplo, cada citosina sin metilar) se modifique a un nucledtido diferente. El uso de dicho
reactivo para cambiar la secuencia de nucleétidos del acido nucleico puede dar como resultado una molécula de
acido nucleico en la que es un nucleétido que sea un nucleétido metilado (por ejemplo, cada citosina metilada ) se
modifique a un nucleétido diferente. Como se usa en el presente documento, el uso de un reactivo que modifica un
nucledtido seleccionado se refiere a un reactivo que modifica un nucleétido de los cuatro nucleétidos que aparecen
de forma tipica en una molécula de acido nucleico (C, G, T, y A para el ADN y C, G, U, y A para el ARN), de tal
forma que el reactivo modifica el un nucleétido sin modificar los otros tres nucleétidos. En una realizacion ilustrativa,
dicho reactivo modifica un nucleétido sin metilar seleccionado para producir un nucledtido diferente. En otra
realizacion ilustrativa, dicho reactivo puede desaminar los nucledtidos de citosina sin metilar. Un reactivo ilustrativo
es bisulfito.

Como se usa en el presente documento, la expresion "reactivo de bisulfito" se refiere a un reactivo que comprende,
en algunas realizaciones, bisulfito, disulfito, hidrogenosulfito, o combinaciones de los mismos, para distinguir entre
citidinas metiladas y no metiladas, por ejemplo, en secuencias de dinucledtidos CpG.

La expresién "ensayo de metilacion" se refiere a cualquier ensayo para determinar el estado de metilacion de una o
mas secuencias de dinucledtidos CpG dentro de una secuencia de un &cido nucleico.

La expresion "MS AP-PCR" (reaccidon en cadena de la polimerasa con cebado arbitrario dependiente de la
metilacién) se refiere a la tecnologia reconocida en la técnica que permite una exploracion global del genoma
usando cebadores ricos en CG para centrarse en las regiones que contienen con mayor probabilidad dinucleétidos
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CpG, y descrita por Gonzalgo y col. (1997) Cancer Research 57: 594-599.

El término "MethyLight™" se refiere a la técnica de la PCR en tiempo real basada en fluorescencia reconocida en la
técnica descrita por Eads y col. (1999) Cancer Res. 59: 2302-2306.

El término "HeavyMethyl™" se refiere a un ensayo en el que sondas de bloqueo especificas de la metilacion
(también denominadas en el presente documento como bloqueantes) cubren la posiciones CpG comprendidas, o
cubiertas mediante, los cebadores de amplificacion permiten la amplificacién selectiva especifica de metilacién de
una muestra de acido nucleico.

La expresion ensayo "HeavyMethyl™ MethyLight™" se refiere al ensayo HeavyMethyl™ MethyLight™, que es una
variacion del ensayo MethyLight™, en el que el ensayo MethyLight™ se combina con sondas de bloqueo especificas
de metilacién que cubren las posiciones CpG comprendidas entre los cebadores de amplificacion.

El término "Ms-SNuUPE" (extension del cebador de nucledtido Unico sensible a la metilacion) se refiere al ensayo
reconocido en la técnica descrito por Gonzalgo & Jones (1997) Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531.

El término "MSP" (PCR especifica de metilacion) se refiere al ensayo de metilacion reconocido en la técnica descrito
por Herman y col. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9821-9826, y en la patente de Estados Unidos
N.° 5.786.146.

El término "COBRA" (andlisis de restriccion combinado con bisulfito) se refiere al ensayo de metilacion reconocido
en la técnica descrito por Xiong & Laird (1997) Nucleic Acids Res. 25: 2532-2534.

El término "MCA" (amplificacion de islas CpG metiladas) se refiere al ensayo de metilacion descrito en Toyota y col.
(1999) Cancer Res. 59: 2307-12, y en el documento WO 00/26401A1.

Como se usa en el presente documento, un "nucleétido seleccionado" se refiere a un nucleétido de los cuatro
nucledtidos que aparecen de forma tipica en una molécula de acido nucleico (C, G, T,y Aparael ADNyC, G, U,y A
para el ARN), y puede incluir derivados metilados de los nucledtidos habituales (por ejemplo, cuando C es el
nucledtido seleccionado, tanto C metilada como C no metilada se incluyen en el significado de un nucleétido
seleccionado), mientras que un nucleétido seleccionado metilado se refiere especificamente a un nucleétido
metilado que aparece de forma tipica y nucledtidos seleccionados no metilados se refiere especificamente a un
nucledtido no metilado que aparece de forma tipica.

Las expresiones "enzima de restriccion especifica de metilacion" o "enzima de restriccion sensible a la metilacion” se
refiere a una enzima que digiere selectivamente un acido nucleico dependiendo del estado de metilacion de su sitio
de reconocimiento. En el caso de una enzima de restriccién que corta especificamente si el sitio de reconocimiento
no esta metilado o esta semimetilado, el corte no se producira o se producira con una eficacia significativamente
reducida si el sitio de reconocimiento esta metilado. En el caso de una enzima de restriccion que corta
especificamente si el sitio de reconocimiento esta metilado, el corte no se producira o se producira con una eficacia
significativamente reducida si el sitio de reconocimiento no estd metilado. Son preferidas las enzimas de restriccion
especificas de metilacion, cuyo sitio de reconocimiento contiene un dinucleétido CG (por ejemplo, una secuencia de
reconocimiento tal como CGCG o CCCGGGQG). En algunas realizaciones se prefieren ademas enzimas de restriccion
que no cortan si la citosina de este dinucleétido esta metilada en el atomo de carbono C5.

Como se usa en el presente documento, un "nucleétido diferente" se refiere a un nucleétido que es quimicamente
diferente de un nucleétido seleccionado, de forma tipica, de tal forma que el nucleétido diferente tiene propiedades
de emparejamiento de bases segun Watson-Crick que difieren del nucleétido seleccionado, por lo cual, el nucleétido
que aparece de forma tipica que es complementario del nucleétido seleccionado no es el mismo que nucleétido que
aparece de forma tipica que es complementario de nucleétido diferente. Por ejemplo, cuando C es el nucledtido
seleccionado, U o T pueden ser el nucleétido diferente, lo que se ilustra por la complementariedad de C con G y la
complementariedad de U o T con A. Tal como se usa en el presente documento, un nucleétido que es
complementario del nucleétido seleccionado o que es complementario de los nucleétidos diferentes se refiere a un
nucledtido que se empareja por bases, en condiciones de rigurosidad elevada, con el nucleétido seleccionado o el
nucledtido diferente con mayor afinidad que el emparejamiento de bases con el nucleétido complementario con tres
de los cuatro nucledtidos que se producen de forma natural. Un ejemplo de complementariedad es el
emparejamiento de bases segun Watson-Crick del ADN (por ejemplo, A-T y C-G) y del ARN (por ejemplo, A-U y C-
G). Por lo tanto, por ejemplo, los pares de bases G, en condiciones de rigurosidad elevada, con mayor afinidad por C
que por el emparejamiento de bases con G, A, o T y, por lo tanto, cuando C es el nucleétido seleccionado, G es un
nucleétido complementario del nucleétido seleccionado.

Como se usa en el presente documento, la "sensibilidad" de un marcador dado se refiere al porcentaje de muestras
que notifican un valor de metilacion del ADN por encima de un valor de umbral que distingue entre muestras
neoplasicas y no neoplasicas. En algunas realizaciones, se define un positivo como la neoplasia confirmada por
histologia que notifica un valor de metilacién del ADN por encima de un valor de umbral (por ejemplo, el intervalo
asociado con la enfermedad), y se define un falso negativo como una neoplasia confirmada por histologia que
notifica un valor de metilacién del ADN por debajo del valor de umbral (por ejemplo, el intervalo asociado con
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ausencia de enfermedad). El valor de la sensibilidad, por lo tanto, refleja la probabilidad de que una medicién de la
metilacién del ADN para un marcador dado obtenido de una muestra conocida de la enfermedad esté en el intervalo
de las mediciones asociadas con la enfermedad. Como se define en el presente documento, la relevancia clinica del
valor de sensibilidad calculado representa una estimacion de la probabilidad de que un determinado marcador
detecte la presencia de una dolencia clinica cuando se aplica a un sujeto con dicha dolencia.

Como se usa en el presente documento, la "especificidad" de un marcador dado se refiere al porcentaje de muestras
no neoplasicas que notifican un valor de metilacion del ADN por debajo de un valor de umbral que distingue entre
muestras neoplasicas y no neoplasicas. En algunas realizaciones, se define un negativo como la muestra no
neoplasica confirmada por histologia que notifica un valor de metilacion del ADN por debajo e un valor de umbral
(por ejemplo, el intervalo asociado con ausencia de enfermedad) y se define un falso positivo como una muestra no
neoplasica confirmada por histologia que notifica un valor de metilacion del ADN por encima del valor de umbral (por
ejemplo, el intervalo asociado con la enfermedad). El valor de la especificidad, por lo tanto, refleja la probabilidad de
que una medicién de la metilacion del ADN para un marcador dado obtenido de una muestra no neoplasica conocida
esté en el intervalo de las mediciones asociadas con la ausencia de enfermedad. Como se define en el presente
documento, la relevancia clinica del valor de especificidad calculado representa una estimacién de la probabilidad de
que un determinado marcador detecte la ausencia de una dolencia clinica cuando se aplica a un paciente sin dicha
dolencia.

El término "ABC" tal como se usa en el presente documento es la abreviatura de "area bajo la curva".
Especialmente, se refiere al area bajo una curva de caracteristicas operativas del receptor (COR). La curva COR es
una representacion grafica del indice de positivos verdaderos frente al indice de positivos falsos para los diferentes
puntos de corte posibles de una prueba diagnéstica. Muestra la compensacion entre la sensibilidad y especificidad,
dependiendo del punto de corte seleccionado (cualquier aumento de sensibilidad ira acompafiado de una
disminucion de especificidad). El area bajo una curva COR (ABC) es una medida de la precisién de una prueba
diagndstica (cuanto mayor es el area, mejor; el 6ptimo es 1; una prueba aleatoria tendria una curva COR
representada en la diagonal con un area de 0,5; como referencia: J. P. Egan. (1975) Signal Detection Theory and
ROC Analysis, Academic Press, Nueva York).

Como se usa en el presente documento, el término "neoplasia" se refiere a "una masa de tejido anémala, cuyo
crecimiento supera y esta descoordinado con el resto de tejidos normales”. Véase, por ejemplo, Willis RA, "The
Spread of Tumors in the Human Body", Londres, Butterworth & Co, 1952.

Como se usa en el presente documento, el término "adenoma" se refiere a un tumor benigno de origen glandular.
Aunque estos crecimientos son benignos, con el tiempo, pueden evolucionar a malignos.

El término "precanceroso" o "preneoplasico" y equivalentes de los mismos se refieren a cualquier trastorno
proliferativo celular que experimenta una transformacién maligna.

Un "sitio" de una neoplasia, adenoma, céancer, etc. es el tejido, organo, tipo de célula, zona anatémica, parte del
cuerpo, etc. del cuerpo de un sujeto donde la neoplasia, adenoma, cancer, etc. se encuentra.

Como se usa en el presente documento, la aplicacion de una prueba "diagndstica" incluye la deteccion o
identificacion de una patologia o dolencia en un sujeto, determinar la probabilidad que un sujeto contraiga dicha
enfermedad o dolencia, determinar la probabilidad de que un sujeto con una enfermedad o dolencia responda a la
terapia, determinar el prondstico de un sujeto con una enfermedad o dolencia (o su probabilidad de progresion o
regresion), y determinar el efecto de un tratamiento en un sujeto con una enfermedad o dolencia. Por ejemplo, se
puede usar un diagnoéstico para detectar la presencia o probabilidad de que un sujeto contraiga una neoplasia o la
probabilidad de que dicho sujeto responda favorablemente a un compuesto (por ejemplo, un producto farmacéutico,
por ejemplo, un farmaco) u otro tratamiento.

El término "marcador”, como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia (por ejemplo, un acido
nucleico, o una regiéon de un acido nucleico) que es capaz de diagnosticar un cancer por distinguir células
cancerosas de células normales, por ejemplo, segun su estado de metilacion.

El término "aislado",cuando se usa en referencia a un acido nucleico, como en "un oligonucleétido aislado" se refiere
a una secuencia de acido nucleico identificada y separada de al menos un acido nucleico contaminante con el que
habitualmente esta asociada en su fuente natural. El acido nucleico aislado esta presente en una forma o escenario
que es diferente del que se encuentra en la naturaleza. En cambio, acidos nucleicos no aislados, tales como ADN y
ARN, se encuentran en el estado que existen en la naturaleza. Los ejemplos de acidos nucleicos no aislados
incluyen: una secuencia de ADN dada (por ejemplo, un gen) que aparece en el cromosoma de la célula hospedadora
cerca de genes vecinos; secuencias de ARN, tales como una secuencia especifica de ARNm que codifica una
proteina especifica, que se encuentra en la célula como mezcla con otros muchos ARNm que codifican una multitud
de proteinas. Sin embargo, el acido nucleico aislado que codifica una proteina en particular incluye, a modo de
ejemplo, dichos &cidos nucleicos en células que normalmente expresan la proteina, donde el acido nucleico esta en
una ubicacion cromosémica diferente de la de las células naturales, o bien esta flanqueada por una secuencia de
acido nucleico diferente de la que se encuentra en la naturaleza. El acido nucleico u oligonucledétido aislado puede
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estar presente de forma monocatenaria o bicatenaria. Cuando un acido nucleico u oligonucleétido aislado se va a
utilizar para expresar una proteina, el oligonucledtido contendra como minimo la hebra de sentido directo o
codificante (es decir, el oligonucledtido puede ser monocatenario), pero puede contener ambas hebras de sentido
directo y de sentido contrario (es decir, el oligonucleétido puede ser bicatenario). Un acido nucleico aislado puede,
tras aislarse de su entorno natural o tipico, puede combinarse con otros acidos nucleicos o moléculas. Por ejemplo,
un &cido nucleico aislado puede estar presente en una célula hospedadora en la que se haya introducido, por
ejemplo, para la expresion heterdloga.

El término "purificado" se refiere a moléculas, tanto de acido nucleico como secuencias de acidos nucleicos que se
extraen de su entorno natural, aisladas o separadas. Una "secuencia de acido nucleico aislada" puede ser, por tanto,
una secuencia de acido nucleico purificada. Las moléculas "practicamente purificadas" estan exentas en al menos
un 60 %, preferentemente exentas en al menos un 75 %, y mas preferentemente exentas en al menos un 90 % de
otros componentes con los que estan asociadas. Como se usa en el presente documento, los términos "purificado" o
"purificar también se refieren a la eliminacién de los contaminantes de una muestra. La eliminacién de las proteinas
contaminantes da como resultado un aumento en el porcentaje de polipéptido o acido nucleico de interés en la
muestra. En otro ejemplo, los polipéptidos recombinantes se expresan en células hospedadoras vegetales,
bacterianas, de levadura, o de mamifero, y los polipéptidos se purifican por eliminacién de las proteinas de la célula
hospedadora; por tanto, el porcentaje de polipéptidos recombinantes aumenta de esta forma en la muestra.

La expresidn "composicion que comprende" una secuencia polinucleotidica o polipeptidica dada se refiere
ampliamente a cualquier composicion que comprende la secuencia polinucleotidica o polipeptidica dada. La
composicion puede comprender una solucidn acuosa que contiene sales (por ejemplo, NaCl), detergentes (por
ejemplo, SDS), y otros componentes (por ejemplo, soluciéon de Denhardt, leche en polvo, ADN de esperma de
salmon, etc.).

El término "muestra”, se usa en su sentido mas amplio. En un sentido, puede referirse a una célula o tejido animal.
En otro sentido, se entiende que muestra incluye un espécimen o cultivo obtenido de cualquier origen, asi como
muestras biolégicas y ambientales. Las muestras biolégicas se pueden obtener de plantas o animales (incluidos los
seres humanos) y abarcan fluidos, sélidos, tejidos y gases. Las muestras ambientales incluyen material ambiental tal
como material de la superficie, suelo, agua, y muestras industriales. Estos ejemplos no deben tomarse como una
limitacion de los tipos de muestra aplicables en la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, una "muestra remota", como se utiliza en algunos contextos, se refiere a
una muestra recogida indirectamente de un sitio que no es la célula, tejido, u érgano fuente de la muestra. Por
ejemplo, cuando el material de la muestra originario del pancreas se evalia en una muestra de heces (por ejemplo,
no de una muestra tomada directamente del pancreas), la muestra es una muestra remota.

Como se usa en el presente documento, los términos "paciente" o "sujeto” se refieren a organismos que seran objeto
de varios ensayos proporcionados por la tecnologia. El término "sujeto" incluye animales, preferentemente
mamiferos, incluidos los seres humanos. En una realizacion preferida, el sujeto es un primate. En una realizacion
incluso mas preferida, el sujeto es un ser humano.

Como se usa en el presente documento, el término "kit" se refiere a cualquier sistema de administracion para
administrar materiales. En el contexto de ensayos de reacciodn, dichos sistemas de administracion incluyen sistemas
que permiten el almacenamiento, transporte o administracion de los reactivos de reaccion (por ejemplo,
oligonucleétidos, enzimas, etc. en los recipientes adecuados) y/o materiales de soporte (por ejemplo, tampones,
instrucciones por escrito para realizar el ensayo, etc.) de un sitio a otro. Por ejemplo, los kits incluyen uno o mas
recipientes (por ejemplo, cajas) que contienen los reactivos de reaccion y/o materiales de soporte mas importantes.
Como se usa en el presente documento, el término "kit fragmentado” se refiere a sistemas de administracion que
comprenden dos 0 mas recipientes separados, donde cada uno contiene una subparte de la totalidad de los
componentes del kit. Los recipientes se pueden suministrar al recipiente previsto juntos o por separado. Por ejemplo,
un primer recipiente puede contener una enzima para su uso en un ensayo, mientras que un segundo recipiente
contiene oligonucledtidos. La expresion "kit fragmentado” pretende abarcar kits que contienen reactivos especificos
de analito (ASR, por sus siglas en inglés) regulados de conformidad al articulo 520(e) de la ley federal
estadounidense de alimentos, farmacos y productos cosméticos [Federal Food, Drug, and Cosmetic Act, pero no
esta limitada a estos. De hecho, cualquier sistema de administracion que comprenda dos o mas recipientes
separados, donde cada uno contiene una subparte de la totalidad de los componentes del kit, esta incluida en la
expresion "kit fragmentado”. En cambio, un "kit combinado" se refiere a un sistema de administracion que contiene
todos los componentes de un ensayo de reaccion en un solo recipiente (por ejemplo, en una sola caja que aloja cada
uno de los componentes deseados). El término "kit" incluye tanto kits fragmentados como kits combinados.

Realizaciones de la tecnologia

Se proporciona en el presente documento tecnologia para marcadores de cancer pancreatico y otros marcadores de
cribado del cancer gastrointestinal que proporcionan una alta relacion sefal-ruido y un bajo nivel de fondo cuando se
detecta en muestras tomadas de un sujeto (por ejemplo muestra de heces). Los marcadores se identificaron en un
estudio de control de caso comparando el estado de metilacion de marcadores de ADN procedentes de sujetos con
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PanC en estadio | y Il con el estado de metilacién de los mismos marcadores de ADN procedentes de sujetos de
control (por ejemplo, tejido normal tal como colon normal y/o pancreas no neoplasico (véanse, los Ejemplos 1y 11).

Los marcadores y/o paneles de marcadores (Por ejemplo, una regiéon cromosoémica que tiene una anotacion
seleccionada entre ABCB1, ADCY1, BHLHE23 (LOC63930), c130rf18, CACNA1C, chr12 133, CLEC11A, ELMO1,
EOMES, CLEC 11, SHH, GJC1, IHIF1, IKZF1, KCNK12, KCNN2, PCBP3, PRKCB, RSPO3, SCARF2, SLC38A3,
ST8SIA1, TWIST1, VWC2, WT1, y ZNF71) se identificaron en un estudio de control de caso comparando el estado
de metilacién de marcadores de ADN (por ejemplo, procedentes de sujetos con PanC en estadio | y Il con el estado
de metilacidon de los mismos marcadores de ADN procedentes de sujetos de control (por ejemplo, tejido normal tal
como colon normal y/o pancreas no neoplasico (véanse, los Ejemplos 2 y 8).

Los marcadores y/o paneles de marcadores (Por ejemplo, una regiéon cromosomica que tiene una anotacion
seleccionada entre NDRG4, SFRP1, BMP3, HPP1, y/o APC) se identificaron en estudios de control del caso
comparando el estado de metilacién de marcadores del ADN procedentes de tejido esofagico de sujetos con esofago
de Barrett con el estado de metilacion de los mismos marcadores de ADN procedentes de sujetos del control
(véanse los Ejemplo 4 y 10).

Los marcadores y/o paneles de marcadores (Por ejemplo, una regién cromosémica que tiene una anotacion
seleccionada entre ADCY1, PRKCB, KCNK12, C130RF18, IKZF1, TWIST1, ELMO, 55957, CD1D, CLEC11A,
KCNN2, BMP3, y/o NDRG4) se identificaron en estudios de control del caso comparando el estado de metilacién de
marcadores del ADN procedentes de una muestra de jugo pancreatico de sujetos con cancer de pancreas con el
estado de metilacion de los mismos marcadores de ADN procedentes de sujetos del control (véanse los Ejemplo 5 y
6).

Se identific6 un marcador (por ejemplo, una regién cromosoémica que tiene una anotacion CD1D) en un estudio de
control del caso por comparacion del estado de metilacién de un marcador de ADN (por ejemplo, CD1D) procedente
de una muestra de heces de sujetos con cancer de pancreas con el estado de metilacion del mismo marcador de
ADN procedentes de sujetos del control que no tienen cancer de pancreas (véase, el Ejemplo 7).

Se identificé un marcador (por ejemplo, miR-1290) en un estudio de control del caso comparando la cantidad
cuantificada de un marcador de ADN (por ejemplo, miR-1290) de una muestra de heces de sujetos con cancer de
pancreas con la cantidad cuantificada del mismo marcador de ADN procedentes de sujetos de control que no tienen
cancer de pancreas (véase, Ejemplo 9).

Ademas, la tecnologia proporciona varios paneles de marcadores, por ejemplo, en algunas realizaciones, el
marcador comprende una regiéon cromosémica que tiene una anotacion que es ABCB1, ADCY1, BHLHE23
(LOC63930), c130rf18, CACNA1C, chr12.133, CLEC11A, ELMO1, EOMES, GJCA1, IHIF1, IKZF1, KCNK12, KCNN2,
NDRG4, PCBP3, PRKCB, RSPO3, SCARF2, SLC38A3, ST8SIA1, TWIST1, VWC2, WT1, o ZNF71, y que
comprende el marcador (véase, Tablas 1 y 9). Ademas, las realizaciones proporcionan un procedimiento para
analizar las DMR de la Tabla 1 que es la DMR N.° 11, 14, 15, 65, 21,22, 23, 5, 29, 30, 38, 39, 41, 50, 51, 55, 57, 60,
61, 8, 75, 81, 82, 84, 87, 93, 94, 98, 99, 103, 104, o 107, y/o una DMR correspondiente a Chr16:58497395-
58497458. Algunas realizaciones proporcionan la determinacion del estado de metilacién de un marcador, en el que
una region cromosomica que tiene una anotacién que es CLEC11A, C130RF18, KCNN2, ABCB1, SLC38A3, CD1D,
IKZF1, ADCY1, CHR12133, RSPO3, MBP3, PRKCB, NDRG4, ELMO, o TWIST1 comprende el marcador. En
algunas realizaciones, los procedimientos comprenden el estado de metilacion de dos marcadores, por ejemplo, un
par de marcadores proporcionados en una fila de la Tabla 5.

Aunque la divulgacion del presente documento se refiere a determinadas realizaciones ilustradas, se debe entender
que dichas realizaciones se presentan a modo de ejemplo y no como limitacion.

En aspectos particulares, la presente tecnologia proporciona composiciones y procedimientos para identificar,
determinar, y/o clasificar un cancer tal como un cancer gastrointestinal superior (por ejemplo, cancer del esoéfago,
pancreas, estdbmago) o cancer gastrointestinal inferior (por ejemplo, adenoma, cancer colorrectal). En aspectos
relacionados, la tecnologia proporciona composiciones y procedimientos para identificar, predecir, y/o detectar, el
sitio de un cancer. Los procedimientos comprenden determinar el estado de metilacion de al menos un marcador de
la metilacién en una muestra biolégica aislada de un sujeto, en los que un cambio en el estado de metilacion del
marcador es indicativo de la presencia, clase, o sitio de un cancer. Las realizaciones particulares se refieren a
marcadores que comprenden una region diferencialmente metilada (DMR, por ejemplo, DMR 1-107, véase la Tabla
1, por ejemplo, DMR 1-449, véase la Tabla 10) que se utilizan para el diagnéstico (por ejemplo, cribado) de
trastornos celulares proliferativos neoplasicos (por ejemplo, cancer), incluida la deteccién precoz durante las etapas
precancerosas y en la prediccion el sitio de una neoplasia (por ejemplo, discriminando entre tipos de cancer, por
ejemplo, canceres gastrointestinales superiores y canceres gastrointestinales inferiores). Ademas, los marcadores se
utilizan para la diferenciaciéon entre neoplasias y trastornos proliferativos benignos. En aspectos particulares, la
presente tecnologia desvela un procedimiento en el que un trastorno celular proliferativo neoplasico se distingue de
un trastorno celular proliferativo benigno.

Los marcadores de la presente tecnologia son especialmente eficaces para detectar o distinguir entre los trastornos
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proliferativos colorrectales y pancreaticos, proporcionando de esta manera medios mejorados para la deteccion
precoz, clasificacion y tratamiento de dichos trastornos.

Ademas de las realizaciones en las que el andlisis de metilacion de al menos un marcador, se analiza una region de
un marcador, 0 una base de un marcador que comprende una DMR (por ejemplo, DMR 1-107 de la Tabla 1) (por
ejemplo, DMR 1-449 de la Tabla 10) proporcionada en el presente documento y relacionada en la Tabla 1 o 10, la
tecnologia proporciona también paneles de marcadores que comprenden al menos un marcador, region de un
marcador, o base de un marcador que comprende una DMR con utilidad en la deteccién de canceres, especialmente
el cancer colorrectal, cancer pancreatico, y otros canceres del tracto gastrointestinal superior e inferior.

Algunas realizaciones de la tecnologia se basan en el analisis del estado de metilacion de CpG en al menos un
marcador, regién de un marcador, o base de un marcador que comprende una DMR.

En algunas realizaciones, la presente tecnologia proporciona el uso de la técnica del bisulfito junto con uno o mas
ensayos de metilacion para determinar el estado de metilacion de secuencias de dinucledtidos CpG dentro de al
menos un marcador que comprenden una DMR (por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 1 (por ejemplo, DMR
1-107)) (por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 10 (por ejemplo, DMR 1-449)). Los dinucleétidos CpG
gendémicos pueden estar metilados o no metilados (conocido de manera alternativa como sobremetilados o con
defecto de metilacion, respectivamente). Sin embargo, los procedimientos de la presente invencion son adecuados
para el analisis de muestras bioldgicas de naturaleza heterogénea, por ejemplo, una baja concentracion de células
tumorales, o materiales bioldgicos derivados de las mismas, dentro de un fondo de una muestra remota (por
ejemplo, sangre, efluente de érgano, o heces). En consecuencia, cuando se analiza el estado de metilacién de una
posicién CpG dentro de dicha muestra, se puede usar un ensayo cuantitativo para determinar el nivel (por ejemplo,
porcentaje, fraccion, relacion, proporcion, o grado) de metilacién en una posicién CpG concreta.

De acuerdo con la presente tecnologia, la determinacion del estado de metilacion de las secuencias del dinucleétido
CpG en marcadores que comprenden una DMR tiene utilidad tanto en el diagndstico como en la caracterizacion de
canceres tales como el cancer gastrointestinal superior (por ejemplo, cancer de eso6fago, pancreas, estmago) o
cancer gastrointestinal inferior (por ejemplo, adenoma, cancer colorrectal).

Combinaciones de marcadores

En algunas realizaciones, la tecnologia se refiere a la evaluacion del estado de metilacion de combinaciones de
marcadores que comprenden una DMR de la Tabla 1 (por ejemplo, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 27, 29, 30) o la Tabla 10 (por ejemplo, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 27, 29, 30), o mas marcadores que comprenden una DMR. En
algunas realizaciones, la evaluacion del estado de metilacion de mas de un marcador aumenta la especificidad y/o
sensibilidad de un cribado o diagnostico para identificar una neoplasia en un sujeto, por ejemplo, un cancer
gastrointestinal superior (por ejemplo, eséfago, pancreas, estdmago) o un cancer gastrointestinal inferior (por
ejemplo, adenoma, colorrectal). En algunas realizaciones, un marcador o combinaciéon de marcadores discrimina
entre tipos y/o ubicaciones de una neoplasia. Por ejemplo, combinaciones de marcadores discriminan neoplasia
esofagica, neoplasia del estbmago, neoplasia pancreatica, neoplasia colorrectal, y adenomas entre si, de otras
neoplasias, y/o entre tejido normal (por ejemplo, no canceroso, no precanceroso) tissue.

Se predicen varios canceres mediante varias combinaciones de marcadores, por ejemplo, segun se identifican por
técnicas estadisticas relacionadas con la especificidad y la sensibilidad de la prediccion. La tecnologia proporciona
procedimientos para identificar combinaciones predictivas y para validad combinaciones predictivas para algunos
canceres.

En algunas realizaciones, combinaciones de marcadores (por ejemplo, que comprenden una DMR) predicen el sitio
de una neoplasia. Por ejemplo, durante el desarrollo de la tecnologia descrita en el presente documento, se
realizaron analisis estadisticos para validar los resultados de sensibilidad y especificidad de combinaciones de
marcadores. Por ejemplo, las parejas de marcadores predijeron con precision el sitio del tumor en >90 % de las
muestras, las 17 principales parejas de marcadores predijeron con precision el sitio del tumor en >80 % de las
muestras, y las 49 principales parejas de marcadores predijeron con precision el sitio del tumor en el 70 % de las
muestras.

Procedimientos para evaluar el estado de metilacion

El procedimiento usado con mas frecuencia para analizar un acido nucleico para determinar la presencia de 5-
metilcitosina se basa en el procedimiento del bisulfito descrito por Frommer, y col. para la deteccion de 5-
metilcitosinas en el ADN (Frommer y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1827-31) o variaciones del mismo. El
procedimiento del bisulfito para cartografiar 5-metilcitosinas se basa en la observaciéon de que citosina, pero no 5-
metilcitosina, reacciones con el ion hidrogenosulfito (también denominado como bisulfito). La reaccion se realiza
habitualmente de acuerdo con las siguientes etapas: en primer lugar, la citosina reacciona con hidrogenosulfito par
formar una citosina sulfonada. A continuacion, la desaminaciéon espontanea del intermedio de reaccion sulfonado da
como resultado un uracilo sulfonado. Finalmente, el uracilo sulfonado se desulfona en condiciones alcalinas para
formar uracilo. La deteccion es posible porque el uracilo forma pares de bases con adenina (de ahi que comporte
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como la timina), mientras que la 5-metilcitosina se empareja con la guanina (de ahi que comporte como citosina).
Esto hace posible la discriminacion entre las citosinas metiladas y las citosinas no metiladas, por ejemplo, secuencia
genomica con bisulfito (Grigg G, & Clark S, Bioessays (1994) 16: 431-36; Grigg G, DNA Seq. (1996) 6: 189-98) o
PCR especifica de metilacion PCR (MSP) como se desvela, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.°
5.786.146.

Algunas tecnologias convencionales estan relacionadas con procedimientos que comprenden encerrar el ADN a
analizar en una matriz de agarosa, evitando de esta forma la difusiéon y la renaturalizacién del ADN (el bisulfito
solamente reacciona con ADN monocatenario), y sustituir las etapas de precipitacion y purificacion por una dialisis
rapida (Olek A, y col. (1996) "A modified and improved method for bisulfite based cytosine methylation analysis"
Nucleic Acids Res. 24: 5064-6). Es por tanto posible analizar células individuales para determinar su estado de
metilacion, ilustrado la utilidad y la sensibilidad del procedimiento. Una descripcion general de procedimientos
convencionales para detectar 5-metilcitosina se proporciona en Rein, T., y col. (1998) Nucleic Acids Res. 26: 2255.

La técnica del bisulfito implica, de forma tipica, una amplificacién de fragmentos cortos especificos de un acido
nucleico conocido después de un tratamiento con bisulfito, a continuaciéon analizar el producto por secuenciacion
(Olek & Walter (1997) Nat. Genet. 17: 275-6) o una reacciones de extension del cebador (Gonzalgo & Jones (1997)
Nucleic Acids Res. 25: 2529-31; documento WO 95/00669; patente de Estados Unidos N.° 6.251.594) para analizar
las posiciones de citosina individuales. Algunos procedimientos utilizan digestion enzimatica (Xiong & Laird (1997)
Nucleic Acids Res. 25: 2532-4). La deteccion mediante hibridacion también se ha descrito en la técnica (Olek y col.,
WO 99/28498). Ademas, el uso de la técnica del bisulfito para la deteccidon de la metilacién con respecto a los genes
individuales se ha descrito (Grigg & Clark (1994) Bioessays 16: 431-6,; Zeschnigk y col. (1997) Hum Mol Genet. 6:
387-95; Feil y col. (1994) Nucleic Acids Res. 22: 695; Martin y col. (1995) Gene 157: 261-4; documento WO
9746705; documento WO 9515373).

Se conocen en la técnica. varios procedimientos de ensayos de metilacion, que pueden usarse junto con el
tratamiento con bisulfito de acuerdo con la presente tecnologia. Estos ensayos permiten la determinacion del estado
de metilacion de uno o una pluralidad de dinucledtidos CpG (por ejemplo, CpG islas CpG) dentro de una secuencia
de acidos nucleicos. Dichos ensayos implican, entre otras técnicas, secuenciacion de un acido nucleico tratado con
bisulfito, PCR (para ampliacion especifica de secuencia), analisis de transferencia Southern, y el uso de enzimas de
restriccion sensibles a la metilacion.

Por ejemplo, la secuenciacién genémica se ha simplificado mediante el analisis de los patrones de metilacién y las
distribuciones de 5-metilcitosina mediante el uso del tratamiento con bisulfito (Frommer y col. (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89: 1827-1831). Ademas, la digestién de los productos de la PCR con enzimas de restriccion
amplificados a partir del ADN convertido con bisulfito es de utilidad para evaluar el estado de la metilacién, por
ejemplo, como se describe en Sadri & Hornsby (1997) Nucl. Acids Res. 24: 5058-5059 o como se realiza en el
procedimiento conocido como COBRA (analisis combinado con restriccion de bisulfito) (Xiong & Laird (1997) Nucleic
Acids Res. 25: 2532-2534).

El analisis COBRA™ es un ensayo de metilacién cuantitativo util para determinar los niveles de metilacion del ADN
en loci especificos en pequefas cantidades de ADN gendmico (Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25:2532-2534,
1997). En resumen, la digestion con enzimas de restriccion se utiliza para revelar las diferentes en la secuencia
dependientes de metilacion en productos de la PCR de ADN tratado con bisulfito. Las diferencias en la secuencia
dependientes de metilacion se introducen por vez primera en el ADN gendémico mediante tratamiento con bisulfito
convencional de acuerdo con el procedimiento descrito por Frommer y col. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1827-
1831, 1992). La amplificaciéon mediante la PCR del ADN transformado con bisulfito se realiza a continuacion usando
cebadores especificos de las islas CpG de interés, seguido por la digestion con endonucleasa de restriccion,
electroforesis en gel, y deteccion usando sondas de hibridacion especificas marcadas. Los niveles de metilacion en
la muestra de ADN original se representan por las cantidades relativas de producto de la PCR digerido y sin digerir
de una forma linealmente cuantitativa para una amplia gama de niveles de metilacién del ADN. Ademas, esta técnica
se puede aplicar con fiabilidad al ADN obtenido de muestras de tejidos microdesecadas incluidas en parafina.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, los que se encontrarian en un kit tipico basado en COBRA™) para el analisis
COBRA™ pueden incluir, aunque no de forma limitativa: cebadores de la PCR para loci especificos (por ejemplo,
genes especificos, marcadores, DMR, regiones de genes, regiones de marcadores, secuencia de ADN tratada con
bisulfito, isla CpG, etc.); enzimas de restriccion y el tampén adecuado; oligonucleétido para hibridacién del gen;
oligonucledtido para hibridaciéon del control; kit de marcado con quinasa para la sonda de oligonucledtido; y
nucledtidos marcados. Ademas, los reactivos para la conversion con bisulfito pueden incluir: tampén de
desnaturalizacion de ADN; tampén de sulfonacidn; reactivos o kits de recuperacion del ADN (por ejemplo,
precipitacion, ultrafiltraciéon, columna de afinidad); tampon de desulfonacién; y componentes de recuperacion del
ADN.

Preferentemente, los ensayos como "MethyLight™" (una técnica de la PCR en tiempo real basada en fluorescencia)
(Eads y col., Cancer Res. 59:2302-2306, 1999), reacciones Ms-SNuUPE™ (extension del cebador de nucleétido unico
sensible a la metilacion) (Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997), PCR especifica de metilaciéon
("MSP"; Herman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996; patente de Estados Unidos N.° 5.786.146) y
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amplificacion de isla CpG metilada ("MCA"; Toyota y col., Cancer Res. 59:2307-12, 1999) se usan en solitario o
combinados con uno o mas de estos procedimientos.

La técnica del ensayo "HeavyMethyl™" es un procedimiento cuantitativo para evaluar las diferencias en la metilacion
basandose en la amplificacion especifica de la metilacién del ADN tratado con bisulfito. Las sondas de bloqueo
especificas de la metilacion ("bloqueante") que cubren las posiciones CpG comprendidas entre, cubiertas entre, los
cebadores de amplificacién permiten la amplificacion selectiva especifica de metilacion de una muestra de acido
nucleico.

La expresion ensayo "HeavyMethyl™ MethyLight™" se refiere al ensayo HeavyMethyl™ MethyLight™, que es una
variacion del ensayo MethyLight™, en el que el ensayo MethyLight™ se combina con sondas de bloqueo especificas
de metilacién que cubren las posiciones CpG comprendidas entre los cebadores de amplificacion. El ensayo
HeavyMethyl™ también se puede usar junto con cebadores de amplificacion especificos de la metilacion.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se encontraria en un kit de basado en MethyLight™ tipico) para el analisis
HeavyMethyl™ puede incluir, aunque no de forma limitativa: cebadores de la PCR para loci especificos (por ejemplo,
genes especificos, marcadores, DMR, regiones de genes, regiones de marcadores, secuencia de ADN tratada con
bisulfito, isla CpG,, o secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG, etc.); oligonucledtidos blogueantes;
tampones y desoxinucledtidos optimizados para la PCR; y polimerasa Taq.

MSP (PCR especifica de metilacion) permite evaluar el estado de metilacién de practicamente cualquier grupo de
sitios CpG dentro de una isla CpG, independiente del uso de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion
(Herman y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996; patente de Estados Unidos n.° 5.786.146). En
resumen, el ADN se modifica con bisulfito de sodio, que convierte las citosinas no metiladas, pero no citosinas
metiladas, en uracilo, y posteriormente los productos se amplifican con cebadores especificos de ADN metilado en
comparacion con no metilado. MSP solo necesita pequefias cantidades de ADN, es sensible al 0,1 % de alelos
metilados de un locus de isla CpG dado, y se puede realizar sobre ADN extraido de muestras incluidas en parafina.
Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se encontraria en un kit basado en MSP tipico) para el analisis MSP puede
incluir, aunque no de forma limitativa: cebadores de la PCR para loci especificos metilados y no metilados (por
ejemplo, genes especificos, marcadores, DMR, regiones de genes, regiones de marcadores, secuencia de ADN
tratada con bisulfito, isla CpG, etc.); tampones y desoxinucleétidos optimizados para la PCR, y sondas especificas.

El ensayo MethyLight™ es un ensayo de metilacion cuantitativo de alto rendimiento que utiliza PCR en tiempo real
basada en fluorescencia (por ejemplo, TagMan®) que no requiere manipulaciones adicionales después de la etapa
de la PCR (Eads y col., Cancer Res. 59:2302-2306, 1999). En resumen, el procedimiento MethyLight™ se inicia con
una muestra mixta de ADN genémico que se convierte, en una reaccion con bisulfito de sodio, en una combinacion
mixta de diferencias de secuencia dependientes de la metilaciéon de acuerdo con procedimientos convencionales (el
procedimiento del bisulfito convierte los restos de citosina no metilados en uracilo). A continuacion se realiza la PCR
basada en fluorescencia de forma "sesgada", por ejemplo, con cebadores de la PCR que solapan dinucleétidos CpG
conocidos. La discriminacion de secuencia se produce tanto durante el procedimiento de amplificacion como durante
el procedimiento de deteccion de fluorescencia.

El ensayo MethyLight™ se utiliza como prueba cuantitativa para determinar los patrones de metilacion en un acido
nucleico, por ejemplo, una muestra de ADN gendmico, en la que la discriminacién de secuencia se produce durante
la hibridacién de la sonda. En una version cuantitativa, la reacciéon de la PCR proporciona una amplificacion
especifica de la metilacién en presencia de una sonda fluorescente que se superpone a un sitio de metilacién
concreto posible. Se proporciona un control no sesgado de la cantidad de ADN inicial mediante una reaccion en la
que ninguno de los cebadores, ni la sonda, solapa con ninguno de los dinucleétidos CpG. Como alternativa, se
consigue una prueba cualitativa de la metilacion gendémica sondeando la combinacién de la PCR sesgada bien con
oligonucledtidos del control que no cubren sitios de metilacion conocidos (por ejemplo, una version fluorescente de
las técnicas HeavyMethyl™ y MSP) o con oligonucleétidos que cubren sitios de metilacion potenciales.

El procedimiento MethyLight™ se utiliza con cualquier sonda adecuada (por ejemplo, una sonda "TagMan®", una
sonda Lightcycler®, etc. Por ejemplo, en algunas aplicaciones, el ADN bicatenario se trata con bisulfito de sodio y se
somete a uno de dos grupos de reacciones de PCR utilizando sondas TagMan®, por ejemplo, con cebadores MSP
y/o oligonucledtidos bloqueantes HeavyMethyl y una sonda TagMan®. La sonda TagMan® estd doblemente
marcada con moléculas fluorescentes "indicadoras" y moléculas "inactivadoras”, y esta disefiado para ser especifica
de un contenido relativamente elevado en la region GC, por lo que se hibrida a una temperatura a una temperatura
aproximadamente 10 °C mayor en el ciclo de la PCR que los cebadores directos e inversos. Esto permite que la
sonda TagMan® permanezca completamente hibridada durante la etapa de hibridacién/extensién de la PCR. Puesto
que la polimerasa Taq sintetiza enzimaticamente una nueva hebra durante la PCR, eventualmente alcanzara la
sonda TagMan® hibridada. La actividad de la polimerasa Taq 5 a 3’ endonucleasa posteriormente desplazara la
sonda TagMan® digiriéndola para liberar la molécula indicadora fluorescente para deteccion cuantitativa de su sefial
ahora no inactivada usando una sistema de deteccion de fluorescencia en tiempo real.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se encontraria en un kit basado en MethyLight™ tipico) para el andlisis
MethyLight™ pueden incluir, aunque no de forma limitativa: cebadores de la PCR para loci especificos (por ejemplo,
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genes especificos, marcadores, DMR, regiones de genes, regiones de marcadores, secuencia de ADN tratada con
bisulfito, isla CpG, etc.); sondas TagMan® o Lightcycler®; tampones y desoxinucleétidos optimizados para la PCR; y
polimerasa Taq.

El ensayo QM™ (metilacion cuantitativa) es una prueba cuantitativa alternativa para determinar patrones de
metilacion en muestras de ADN gendmico, en la que la discriminacién de secuencia se produce durante la
hibridacion de la sonda. En esta versién cuantitativa, la reaccion de la PCR proporciona una amplificacion no
sesgada en presencia de una sonda fluorescente que se superpone a un sitio de metilacion concreto posible. Se
proporciona un control no sesgado de la cantidad de ADN inicial mediante una reaccion en la que ninguno de los
cebadores, ni la sonda, solapa con ninguno de los dinucleétidos CpG. Como alternativa, se consigue una prueba
cualitativa de la metilacion gendémica sondeando la combinacion de la PCR sesgada bien con oligonucledtidos del
control que no cubren sitios de metilacién conocidos (una version fluorescente de las técnicas HeavyMethyl™ vy
MSP) o con oligonucleétidos que cubren sitios de metilacidon potenciales.

El procedimiento QM™ se puede usar con cualquier sonda adecuada, por ejemplo, sondas "TagMan®", sondas
Lightcycler®, en el procedimiento de amplificacion. Por ejemplo, el ADN gendmico bicatenario se trata con bisulfito
de sodio y se somete a uno cebadores no sesgados y a la sonda TagMan®. La sonda TagMan® esta doblemente
marcada con moléculas fluorescentes "indicadoras" y moléculas "inactivadoras”, y esta disefiado para ser especifica
de un contenido relativamente elevado en la region GC, por lo que se hibrida a una temperatura a una temperatura
aproximadamente 10 °C mayor en el ciclo de la PCR que los cebadores directos e inversos. Esto permite que la
sonda TagMan® permanezca completamente hibridada durante la etapa de hibridacion/extension de la PCR. Puesto
que la polimerasa Taq sintetiza enzimaticamente una nueva hebra durante la PCR, eventualmente alcanzara la
sonda TagMan® hibridada. La actividad de la polimerasa Taq 5 a 3’ endonucleasa posteriormente desplazara la
sonda TagMan® digiriéndola para liberar la molécula indicadora fluorescente para deteccion cuantitativa de su sefial
ahora no inactivada usando una sistema de deteccion de fluorescencia en tiempo real. Los reactivos tipicos (por
ejemplo, como se encontraria en un kit basado en QM™ tipico) para el analisis QM™ pueden incluir, aunque no de
forma limitativa: cebadores de la PCR para loci especificos (por ejemplo, genes especificos, marcadores, DMR,
regiones de genes, regiones de marcadores, secuencia de ADN tratada con bisulfito, isla CpG, etc.); sondas
TaqMan® o Lightcycler®; tampones y desoxinucleétidos optimizados para la PCR; y polimerasa Taq.

La técnica Ms-SNUPE™ es un procedimiento cuantitativo para evaluar las diferencias en la metilacion en sitios CpG
especificos basandose en el tratamiento del ADN con bisulfito, seguido por extension del cebador de nucleédtido
unico (Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531,1997). En resumen, el ADN gendmico se hace
reaccionar con bisulfito de sodio para convertir la citosina no metilada en uracilo, dejando inalterada la 5-
metilcitosina. La amplificacion de la secuencia diana deseada se realiza a continuacién usando cebadores de la PCR
especificos del ADN transformado con bisulfito, y el producto de reaccion resultante se aisla y se utiliza como molde
para el analisis de metilacion en el sitio CpG de interés. Se pueden analizar pequenas cantidades de ADN (por
ejemplo, secciones microseccionadas de patologia) y esto evita el uso de enzimas de restriccion para determinar el
estado de metilacién en sitios CpG.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se encontraria en un kit basado en Ms-SNuPE™ tipico) para el analisis Ms-
SNUPE™ pueden incluir, aunque no de forma limitativa: cebadores de la PCR para loci especificos (por ejemplo,
genes especificos, marcadores, DMR, regiones de genes, regiones de marcadores, secuencia de ADN tratada con
bisulfito, isla CpG, etc.); tampones y desoxinucleotidos optimizados para la PCR; kit de extraccion en gel; cebadores
del control positivos; cebadores Ms-SNUPE™ de loci especificos; tampdn de reaccion (para la reaccion Ms-SNuPE);
y nucledtidos marcados. Ademas, los reactivos para la conversion con bisulfito pueden incluir: tampén de
desnaturalizacion de ADN; tampon de sulfonacion; reactivos o kits de recuperacion del ADN (por ejemplo,
precipitacion, ultrafiltracion, columna de afinidad); tampdn de desulfonacion; y componentes de recuperacion del
ADN.

La secuenciacion con representacion reducida de bisulfito (RRBS) comienza con el tratamiento del acido nucleico
con bisulfito para convertir todas la citosinas no metiladas en uracilo, seguido por digestion con enzima de restriccion
(por ejemplo, mediante una enzima que reconoce un sitio que incluye una secuencia CG tal como Mspl) y
secuenciacion completa de fragmentos tras el acoplamiento con un ligando adaptador. La seleccién de la enzima de
restriccion enriquece los fragmentos de las regiones densas en CpG, reduciendo el numero de secuencias
redundantes que pueden cartografiar multiples posiciones del gen durante el andlisis. Por tanto, RRBS reduce la
complejidad de la muestra de la muestra de acido nucleico seleccionando un subconjunto (por ejemplo, mediante
seleccion por tamafo usando electroforesis en gel preparativa) de fragmentos de restriccion para secuenciacion. En
oposicion a la secuenciacion del genoma completo con bisulfito, cada fragmento producido por la digestiéon con
enzima de restriccién contiene informacién sobre la metilacion del ADN para al menos un dinucleétido CpG. Por
tanto, RRBS enriquece la muestra en promotores, islas CpG, y otras las caracteristicas genémicas con una alta
frecuencia de sitios de corte de la enzima de restriccion en estas regiones y, de esta forma, proporciona un ensayo
para evaluar el estado de metilacién de uno o mas loci genémicos.

Un protocolo tipico para RRBS comprende las etapas de digerir una muestra de acido nucleico con una enzima de
restriccion tal como Mspl, rellenar con salientes y colas A, ligar adaptadores, conversion con bisulfito, y PCR. Véase,
por ejemplo, y col. (2005) "Genome-scale DNA methylation mapping of clinical samples at single-nucleotide
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resolution" Nat Methods 7: 133-6; Meissner y col. (2005) "Reduced representation bisulfite sequencing for
comparative high-resolution DNA methylation analysis" Nucleic Acids Res. 33: 5868-77.

En algunas realizaciones, se utiliza un ensayo cuantitativo para la amplificacion de la diana y la sefal en tiempo real
especifica de alelo (QUARTS) para evaluar el estado de metilacion. Se producen secuencialmente tres reacciones
en cada ensayo QUARTS, incluidas amplificacion (reaccion 1) y escision de la sonda de la diana (reaccion 2) en la
reaccion primaria; y escision FRET y generacion de la sefial fluorescente (reaccién 3) en la reaccion secundaria.
Cuando el acido nucleico diana se amplifica con cebadores especificos, una sonda de deteccion especifica con una
secuencia de aleta se une de forma suelta al amplicon. La presencia del oligonucledtido invasivo especifico en el
sitio de unién a la diana produce la escision para liberar la secuencia de aleta cortando entre la sonda de deteccion y
la secuencia de aleta. La secuencia de aleta es complementaria a una porciéon no de horquilla del correspondiente
casete FRET. En consecuencia, la secuencia de aleta funciona como un oligonucledétido invasivo del casete FRET y
realiza una escision entre el fluoréforo del casete FRET y un inactivador, que produce una sefial de fluorescencia. La
reaccion de escision puede cortar multiples sondas por diana y liberar, por tanto, multiples fluoréforos por aleta,
proporciona una amplificacién de sefial exponencial. QUARTS puede detectar multiples dianas en un Unico pocillo de
reaccion usando casetes FRET con diferentes colorantes. Véase, por ejemplo, en Zou y col. (2010) "Sensitive
quantification of methylated markers with a novel methylation specific technology" Clin Chem 56: A199; solicitud de
patente de Estados Unidos con niumeros de serie 12/946.737, 12/946.745, 12/946.752, y 61/548.639.

La expresion "reactivo de bisulfito" se refiere a un reactivo que comprende bisulfito, disulfito, hidrogenosulfito, o
combinaciones de los mismos, Utiles como se desvela en el presente documento para distinguir entre secuencias de
dinucleétido CpG metiladas y no metiladas. Los procedimientos de dicho tratamiento se conocen en la técnica (por
ejemplo, documento PCT/EP2004/011715). Se prefiere que el tratamiento con bisulfito se realice en presencia de
disolventes desnaturalizantes tales como, aunque no de forma limitativa, n-alquilenglicol o dietilenglicol dimetil éter
(DME), o en presencia de dioxano o derivados de dioxano. En algunas realizaciones, los disolventes
desnaturalizantes se utilizan en concentraciones comprendidas entre 1 % y el 35 % (v/v). En algunas realizaciones,
la reaccion con bisulfito se lleva a cabo en presencia de secuestrantes tales como, aunque no de forma limitativa,
derivados de cromano, por ejemplo, 6-hidroxi-2,5,7,8,-tetrametilcromano acido 2-carboxilico o trihidroxibenzona
acido y derivados de los mismos, por ejemplo, acido galico (véase: documento PCT/EP2004/011715). La conversion
con bisulfito se lleva a cabo preferentemente a una temperatura de reaccion comprendida entre 30 °C y 70 °C, por lo
cual, la temperatura se aumenta a mas de 85 °C durante cortos periodos de tiempo durante la reaccién (véase:
documento PCT/EP2004/011715). ElI ADN tratado con bisulfito preferentemente se purifica antes de la
cuantificacion. Esto se puede llevar a cabo mediante cualquier medio conocido en la técnica, tales como, aunque no
de forma limitativa, ultrafiltracion, por ejemplo, mediante columnas Microcon™ (fabricadas por Millipore™). La
purificacion se lleva a cabo de acuerdo con un protocolo del fabricante modificado (véase, por ejemplo, documento
PCT/EP2004/011715).

En algunas realizaciones, los fragmentos del ADN tratado se amplifican usando conjuntos de oligonucledtidos
cebadores de acuerdo con la presente invencion (por ejemplo, véase la Tabla 2) y una enzima de amplificacion. La
amplificacion de varios segmentos de ADN se puede llevar a cabo simultdneamente en un mismo recipiente de
reaccion. Normalmente, la amplificacion se lleva a cabo usando una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Los amplicones tienen de forma tipica de 100 a 2000 pares de bases de longitud.

En otra realizacién del procedimiento, el estado de metilacién de las posiciones CpG dentro o cerca de un marcador
que comprenden una DMR (por ejemplo, DMR 1-107 como se proporciona en la Tabla 1) (por ejemplo, DMR 1-449
como se proporciona en la Tabla 10) se puede detectar mediante el uso de oligonucledtidos cebadores especificos
de la metilacion. Esta técnica (MSP) se ha descrito en la patente de Estados Unidos n.° 6.265.171 de Herman. El
uso de cebadores especificos del estado de la metilacion para la amplificacion del ADN tratado con bisulfito permite
la diferenciacién entre los acidos nucleicos metilados y no metilados. Los pares de cebadores MSP contienen al
menos un cebador que se hibrida con un dinucleétido CpG tratado con bisulfito. Por lo tanto, la secuencia de dichos
cebadores comprende al menos un dinucleétido CpG. Los cebadores MSP especificos del ADN no metilado
contienen una "T" en la posicion de la posicién de C en el CpG.

Los fragmentos obtenidos mediante la amplificacidon pueden llevar una marca detectable directa o indirectamente. En
algunas realizaciones, las marcas son marcadores fluorescentes, radionucleidos, o fragmentos de moléculas que se
pueden desprender que tienen una masa tipica que se puede detectar en un espectrometro de masas. Cuando
dichas marcas son marcas de masa, algunas realizaciones proporcionan que los amplicones marcados tengan una
sola carga neta, positiva o negativa, lo que permite una mejor capacidad de deteccion en el espectrometro de
masas. La deteccion se puede llevar a cabo y visualizarse mediante, por ejemplo, espectrometria de masas
mediante desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI) o mediante el uso de espectrometria de masas con
electropulverizacion (IEN).

Los procedimientos para aislar ADN adecuados para su uso en estas tecnologias de ensayo son conocidos en la
técnica. En particular, algunas realizaciones comprenden aislamiento de los acidos nucleicos como se describe en la
solicitud de patente de Estados Unidos con numero de serie 13/470,251 ("Isolation of Nucleic Acids").

Procedimientos
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En algunas realizaciones de la tecnologia, se proporcionan procedimientos que comprenden las siguientes etapas:

1) poner en contacto un acido nucleico (por ejemplo, ADN gendmico, por ejemplo, aislado de fluidos corporales
tales como una muestra de heces o tejido pancreatico) obtenido del sujeto con al menos un reactivo o una serie
de reactivos que distinguen entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de un marcador que
comprende una DMR (por ejemplo, DMR 1-107, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 1) (por ejemplo,
DMR 1-449, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 10) y

2) detectar una neoplasia o trastorno proliferativo (por ejemplo, conseguido con una sensibilidad mayor o igual al
80 %, y una especificidad mayor o igual al 80 %).

En algunas realizaciones de la tecnologia, se proporcionan procedimientos que comprenden las siguientes etapas:

1) poner en contacto un acido nucleico (por ejemplo, ADN gendmico, por ejemplo, aislado de fluidos corporales
tales como una muestra de heces o tejido pancreatico) obtenido del sujeto con al menos un reactivo o una serie
de reactivos que distinguen entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos un marcador
seleccionado entre una regiéon cromosémica que tiene una anotacion seleccionada entre el grupo que consiste
de ABCB1, ADCY1, BHLHE23 (LOC63930), c130rf18, CACNA1C, chr12 133, CLEC11A, ELMO1, EOMES,
CLEC 11, SHH, GJCH1, IHIF1, IKZF1, KCNK12, KCNN2, PCBP3, PRKCB, RSPO3, SCARF2, SLC38A3,
ST8SIA1, TWIST1, VWC2, WT1, y ZNF71,y

2) detectar cancer pancreatico (por ejemplo, conseguido con una sensibilidad mayor o igual al 80 %, y una
especificidad mayor o igual al 80 %).

En algunas realizaciones de la tecnologia, se proporcionan procedimientos que comprenden las siguientes etapas:

1) poner en contacto un acido nucleico (por ejemplo, ADN gendmico, por ejemplo, aislado de fluidos corporales
tales como una muestra de heces o tejido esofagico) obtenido del sujeto con al menos un reactivo o una serie de
reactivos que distinguen entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos un marcador
seleccionado entre una region cromosdmica que tiene una anotacion seleccionada entre el grupo que consiste
de NDRG4, SFRP1, BMP3, HPP1, y APC, y

2) detectar un esdfago de Barrett (por ejemplo, conseguido con una sensibilidad mayor o igual al 80 %, y una
especificidad mayor o igual al 80 %).

En algunas realizaciones de la tecnologia, se proporcionan procedimientos que comprenden las siguientes etapas:

1) poner en contacto un acido nucleico (por ejemplo, ADN gendémico, por ejemplo, aislado de fluidos corporales
tales como una muestra de heces o tejido pancreatico) obtenido del sujeto con al menos un reactivo o una serie
de reactivos que distinguen entre dinucledtidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos un marcador
seleccionado entre una region cromosémica que tiene una anotacion seleccionada entre el grupo que consiste
de ADCY1, PRKCB, KCNK12, C130RF18, IKZF1, TWIST1, ELMO, 55957, CD1D, CLEC11A, KCNN2, BMP3, y
NDRG4, y

2) detectar cancer pancreatico (por ejemplo, conseguido con una sensibilidad mayor o igual al 80 %, y una
especificidad mayor o igual al 80 %).

En algunas realizaciones de la tecnologia, se proporcionan procedimientos que comprenden las siguientes etapas:

1) poner en contacto un acido nucleico (por ejemplo, ADN gendmico, por ejemplo, aislado de una muestra de
heces) obtenido del sujeto con al menos un reactivo o una serie de reactivos que distinguen entre dinucleétidos
CpG metilados y no metilados dentro de una regién cromosémica que tiene una CD1D, y

2) detectar cancer pancreatico (por ejemplo, conseguido con una sensibilidad mayor o igual al 80 %, y una
especificidad mayor o igual al 80 %).

Preferentemente, la sensibilidad es de aproximadamente 70 % a aproximadamente 100 % en peso o de
aproximadamente 80 % a aproximadamente 90 % en peso o de aproximadamente 80 % a aproximadamente 85 %.
Preferentemente, la especificidad es de aproximadamente 70 % a aproximadamente 100 % en peso o de
aproximadamente 80 % a aproximadamente 90 % en peso o de aproximadamente 80 % a aproximadamente 85 %.

El ADN gendmico se puede aislar por cualquier medio, incluido el uso de kits comercialmente disponibles. En
resumen, cuando el ADN de interés estd encapsulado mediante una membrana celular, la muestra bioldgica debe
romperse Yy lisarse por medios enzimaticos, quimicos o mecanicos. La solucién de ADN se puede limpiar a
continuacién de proteinas y otros contaminantes, por ejemplo, mediante digestién con proteinasa K. A continuacién,
el ADN gendémico se recupera de la solucién. Esto se puede llevar a cabo por una serie de procedimientos entre los
que se incluyen salado, Extraccién con disolventes organicos, o union del ADN a un soporte en fase solida. La
seleccion del procedimiento estara afectad por varios factores que incluyen el tiempo, coste, y cantidad de ADN
necesaria. Todos los tipos de muestras clinicas que comprenden material neoplasico o preneoplasico son
adecuados para su uso en el presente procedimiento, por ejemplo, lineas de células, portas histoldgicos, biopsias,
tejido incluido en parafina, fluidos corporales, heces, efluente colénico, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo,
sangre completa, células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre, y combinaciones de los mismos.
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La tecnologia no esta limitada en los procedimientos utilizados para preparar las muestras y proporcionar un acido
nucleico para su analisis. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un ADN se aisla de una muestra de heces o de la
sangre o del plasma usando captura génica directa, por ejemplo, como se detalla en la solicitud de patente de
EE.UU. con nimero de serie 61/485386 o por un procedimiento relacionado.

La muestra de ADN gendmico se trata a continuacion con al menos un reactivo, o serie de reactivos, que distinguen
entre dinucledtidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos un marcador que comprende una DMR (por
ejemplo, DMR 1-107, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 1) (por ejemplo, DMR 1-449, por ejemplo, como
se proporciona en la Tabla 10).

En algunas realizaciones, el reactivo convierte las bases de citosina que no estdn metiladas en la posicion 5’ en
uracilo, timina, u otra base, que sea diferente a la citosina en términos de comportamiento de hibridaciéon. Sin
embargo, en algunas realizaciones, el reactivo puede ser una enzima de restriccion sensible a la metilacion.

En algunas realizaciones, la muestra de ADN gendmico se trata de tal forma que las bases de citosina que no estan
metiladas en la posicion 5’ se convierten en uracilo, timina, u otra base, que sea diferente a la citosina en términos
de comportamiento de hibridacion. En algunas realizaciones, este tratamiento se lleva a cabo con bisulfato
(hidrogenosulfito, disulfito) seguido por hidrdlisis alcalina.

El 4cido nucleico tratado se analiza a continuacién para determinar el estado de metilacion de las secuencias del
gen diana (al menos un gen, secuencia gendmica, o nucledtido de un marcador que comprende una DMR, por
ejemplo, al menos una DMR seleccionada entre DMR 1-107, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 1) (al
menos un gen, secuencia genoémica, o nucledtido de un marcador que comprende una DMR, por ejemplo, al menos
una DMR seleccionada entre DMR 1-449, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 10). El procedimiento de
analisis puede seleccionarse entre los conocidos en la técnica, incluidos los relacionados en el presente documento,
por ejemplo, QUARTS y MSP como se describe en el presente documento.

Una metilacion andmala, mas especificamente la hipermetilacion de un marcador que comprende una DMR (por
ejemplo, DMR 1-107, por ejemplo, como se proporciona en la Tabla 1) (por ejemplo, DMR 1-449, por ejemplo, como
se proporciona en la Tabla 10) esta asociada con un cancer y, en algunas realizaciones, preduce el sitio del tumor.

La tecnologia se refiere al analisis de cualquier muestra asociada a un céncer del sistema gastrointestinal. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, la muestra comprende un tejido y/o fluido bioldgico obtenida de un paciente. En
algunas realizaciones, la muestra comprende una secrecion. En algunas realizaciones, la muestra comprende
sangre, suero, plasma, secreciones gastricas, jugo pancreatico, una muestra de biopsia gastrointestinal, células
microdisecadas de una biopsia gastrointestinal, células gastrointestinales enviadas al interior de la luz
gastrointestinal, y/o células gastrointestinales recuperadas de las heces. En algunas realizaciones, el sujeto es un
ser humano. Estas muestras pueden tener su origen en el tracto gastrointestinal superior, el tracto gastrointestinal
inferior, o comprender células, tejidos y/o secreciones tanto del tracto gastrointestinal superior como del tracto
gastrointestinal inferior. La muestra puede incluir células, secreciones, o tejidos del higado, conductos biliares,
pancreas, estdmago, colon, recto, esofago, intestino delgado, apéndice, duodeno, pdlipos, vesicula biliar, ano, y/o
peritoneo. En algunas realizaciones, la muestra comprende fluido celular, ascitis, orina, heces, fluido pancreatico,
fluido obtenido durante la endoscopia, sangre, moco, o saliva. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra
de sangre.

Dichas muestras se pueden obtener por cualquier nimero de procedimientos conocidos en la materia, tal como sera
evidente para el experto en la materia. Por ejemplo, las muestras de orina y fecales son facilmente accesibles,
mientras que las muestras de sangre, ascites, suero o fluido pancreatico se pueden obtener por via parenteral
usando una aguja y jeringa, por ejemplo. Las muestras exentas o sustancialmente exentas de células se pueden
obtener sometiendo la muestra a diferentes técnicas conocidas del experto en la materia y que incluyen, aunque no
de forma limitativa, centrifugacion y filtracion. Aunque por lo general se prefiere no usar técnicas invasivas para
obtener la muestra, puede seguir siendo preferible obtener muestras tales como homogenados de tejido, secciones
de tejido y especimenes de biopsias.

En algunas realizaciones, la tecnologia se refiere a un procedimiento para tratar un paciente, (por ejemplo, un
paciente con cancer gastrointestinal, con un cancer gastrointestinal en las primeras etapas, o que puede desarrollar
cancer gastrointestinal), comprendiendo el procedimiento determinar el estado de metilacién de una o mas DMR
como se proporciona en el presente documento y administrar un tratamiento al paciente en funcion de los resultados
de la determinacion del estado de metilacién. El tratamiento puede ser la administracion de un compuesto
farmacéutico, una vacuna, realizar una intervencién quirurgica, realizar una adquisicion de imagen del paciente,
realizar otra prueba. Preferentemente, dicho uso es en un procedimiento de cribado clinico, un procedimiento de
evaluacién del prondstico, un procedimiento para seguimiento de los resultados de una terapia, un procedimiento
para identificar los pacientes con mas probabilidad de responder a un determinado tratamiento terapéutico, un
procedimiento para obtener imagenes de un paciente o sujeto, y un procedimiento para el cribado y desarrollo de
farmacos.

En algunas realizaciones de la tecnologia, se proporciona un procedimiento para diagnosticar un cancer
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gastrointestinal en un sujeto. Los términos "diagnosticar" y "diagnéstico" tal como se usa en el presente documento
se refieren a procedimientos mediante los que el experto en la técnica puede estimar e incluso determinar si un
paciente padece o no una enfermedad o dolencia dada o puede desarrollar una enfermedad o dolencia dada en el
futuro. El experto en la materia frecuentemente realiza un diagndstico sobre la base de uno o mas indicadores
diagnosticos, tales como, por ejemplo, un biomarcador (por ejemplo, una DMR como se desvela en el presente
documento), cuyo estado de metilacion es indicativo de la presencia, gravedad, o ausencia de la dolencia.

Junto con el diagnéstico, el prondstico clinico del cancer se relaciona con determinar la agresividad del cancer y la
probabilidad de recidiva del tumor para planificar la terapia mas eficaz. Si se puede hacer un pronéstico mas preciso
o incluso se puede evaluar el riesgo potencial de desarrollar cancer, se puede seleccionar la terapia adecuada y, en
el algunos casos, una terapia menos severa para el paciente. La valoracion (por ejemplo, la determinacion del
estado de metilacion) de los biomarcadores del cancer es de utilidad para separar sujetos con buen prondstico y/o
bajo riesgo de desarrollar cancer que no necesitan terapia o bien una terapia limitada de aquellos con mayor
probabilidad de desarrollar cancer o de tener recidiva de un cancer que se beneficiarian de un tratamiento mas
intensivo.

Por tanto, "realizar un diagnéstico", o "diagnosticar", como se usa en el presente documento, es inclusivo ademas de
realizar una determinacion del riesgo de desarrollar cancer o determinar un prondstico, que puede proporcionar la
prediccion de un resultado clinico (con o sin tratamiento médico), seleccionar un tratamiento adecuado (o si un
tratamiento seria eficaz), o realizar un seguimiento de un tratamiento actual y potencialmente cambiar el tratamiento,
en funcion de la medicién de los biomarcadores de diagndstico (por ejemplo, DMR) desvelados en el presente
documento. Ademas, en algunas realizaciones de la presente materia sujeto, se puede realizar una determinacion
de multiples biomarcadores con el tiempo para facilitar el diagndstico y/o el prondstico. Se puede usar un cambio
temporal en el biomarcador para predecir un resultado clinico, seguir la evolucion del cancer gastrointestinal y/o
seguir la eficacia de las terapias adecuadas dirigidas contra el cancer. En una realizacién de ese tipo, por ejemplo,
se podria esperar ver un cambio en el estado de metilacién de uno o mas biomarcadores (por ejemplo, DMR)
desvelados en el presente documento (y potencialmente en uno o mas biomarcadores adicionales, en caso de
realizar seguimiento) en una muestra bioldgica a lo largo del tiempo durante el curso de una terapia eficaz.

La materia sujeto actualmente desvelada proporciona ademas, en algunas realizaciones, un procedimiento para
determinar si iniciar o continuar la profilaxia o el tratamiento del cancer en un sujeto. En algunas realizaciones, el
procedimiento comprende proporcionar una serie de muestras biolégicas durante un periodo de tiempo procedentes
del sujeto; analizar la serie de muestras bioldgicas para determinar el estado de metilaciéon de al menos un
biomarcador desvelado en el presente documento para cada una de las muestras bioldgicas; y comparar cualquier
cambio mensurable en los estados de metilacion de uno o méas de los biomarcadores en cada una de las muestras
bioldgicas. Los posibles cambios en los estados de metilacion de los marcadores a lo largo del periodo de tiempo se
pueden usar para predecir el riesgo de desarrollar céncer, predecir el resultado clinico, determinar si iniciar o
continuar la profilaxia o la terapia contra el cancer, y si una terapia actual es eficaz para tratar el cancer. Por ejemplo,
se puede seleccionar un primer punto antes de iniciar el tratamiento y se puede seleccionar un segundo punto en
algin momento después de iniciar el tratamiento. Los estados de metilacion se pueden medir en cada una de las
muestras tomadas de diferentes puntos temporales y anotar las diferencias cuantitativas y/o cualitativas observadas.
Un cambio en los estados de metilacién de los niveles de biomarcadores de las diferentes muestras se puede
correlacionar con el riesgo de cancer gastrointestinal, prondstico, determinacion de la eficacia del tratamiento, y/o
evolucion del cancer en el sujeto.

En realizaciones preferidas, los procedimientos y composiciones de la invencion son para el tratamiento o
diagnodstico de la enfermedad en una etapa inicial, por ejemplo, antes de que se presenten los sintomas de la
enfermedad. En algunas realizaciones, os procedimientos y composiciones de la invencion son para el tratamiento o
diagnéstico de la enfermedad en una etapa clinica.

Como se ha indicado, en algunas realizaciones, se pueden realizar multiples determinaciones de uno o varios
biomarcadores de diagndstico o prondstico, y se puede usar un cambio temporal en el marcador para determinar el
diagndstico o prondstico. Por ejemplo, un marcador diagnéstico se puede determinar en un momento inicial, y de
nuevo en un segundo momento. En dichas realizaciones, un aumento en el valor del marcador del primer al segundo
momento puede ser diagndstico de un tipo particular o de la gravedad de un cancer, o un pronéstico dado.
Analogamente, una disminucién en el valor del marcador del primer al segundo momento puede ser diagndstico de
un tipo particular o de la gravedad del cancer, o un pronéstico dado. Ademas, el grado de cambio en uno o mas
marcadores se puede relacionar con la gravedad del cancer y futuros acontecimientos adversos. El experto en la
materia entendera que, aunque en algunas realizaciones se pueden hacer mediciones comparativas del misma
biomarcador en multiples puntos temporales, también se puede medir un biomarcador dado en un punto temporal, y
un segunda biomarcador en un segundo punto temporal, y una comparaciéon entre ambos marcadores puede
proporcionar informacion para el diagndstico.

Como se usa en el presente documento, la expresion "determinacion del pronéstico" se refiere a los procedimientos
en los que el experto en la técnica puede predecir la evolucién o el resultado de una dolencia en un sujeto. El
término "prondstico" no se refiere a la capacidad de predecir la evolucion o el resultado de una dolencia con el
100 % de precision, o incluso que una evolucion o resultado dado sea predeciblemente mas o menos probable que
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ocurra en funcion del estado de metilacién de un biomarcador (por ejemplo, una DMR). En cambio, el experto en la
materia entendera que el término "prondstico" se refiere a una mayor probabilidad de que se produzca una
determinada evolucién o resultado; es decir, que es mas probable que se produzca una evolucion o resultado en un
sujeto que presenta una dolencia dada, en comparaciéon con otros individuos que no padecen la dolencia. Por
ejemplo, en individuos que no presentan la dolencia (por ejemplo, que tienen un estado de metilacién normal de una
o mas DMR), al posibilidad de un resultado dado (por ejemplo, padecer un cancer gastrointestinal) puede ser muy
baja.

En algunas realizaciones, un analisis estadistico asocia un indicador de prondstico con una predisposicion a un
resultado adverso. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un estado de metilacién diferente al que aparece en una
muestra de control normal obtenida de un paciente que no tiene cancer puede sefialar que es mas probable que un
sujeto padezca un cancer que los sujetos con un nivel que es mas similar al el estado de metilacion de la muestra
del control, como se determina por el nivel de significacion estadistica. Ademas, un cambio en el estado de
metilacion desde el valor inicial (por ejemplo, "normal") puede ser reflejo del prondstico de un sujeto, y el grado de
cambio en el estado de metilacién se puede relacionar con la gravedad de los acontecimientos adversos. La
significacion estadistica frecuentemente se determina por comparacion de dos o mas poblaciones y determinando un
intervalo de confianza y/o un valor p. Véase, por ejemplo, Dowdy y Wearden, Statistics for Research, John Wiley &
Sons, Nueva York, 1983. Los intervalos de confianza ilustrativos de la presente materia sujeto son 90 %, 95 %,
97,5 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % y 99,99 %, mientras que los valores de p ilustrativos son 0,1, 0,05, 0,025, 0,02,
0,01, 0,005, 0,001, y 0,0001.

En otras realizaciones, puede establecerse un grado de cambio umbral en el estado de metilacién de un marcador
de prondstico o diagndstico descrito en el presente documento (por ejemplo, una DMR), y el grado de cambio en el
estado de metilacién del biomarcador en la muestra bioldgica es facil de comparar con el grado de cambio umbral en
el estado de metilacion. Un umbral de cambio preferido en el estado de metilacién de los biomarcadores
proporcionados en el presente documento es de aproximadamente un 5 %, aproximadamente un 10 %,
aproximadamente un 15 %, aproximadamente un 20 %, aproximadamente un 25 %, aproximadamente un 30 %,
aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 75 %, aproximadamente un 100 %, y aproximadamente un 150 %.
En otras realizaciones mas, se puede establecer un "nomograma", en el que el estado de metilacion" de un indicador
de prondstico o diagnéstico (biomarcador o combinacion de biomarcadores) se relaciona directamente con una
disposicién asociada hacia un determinado resultado. El experto en la materia esta familiarizado con el uso de estos
nomogramas para relacionar dos valores numéricos con la comprensién de que la incertidumbre de esta medicion es
la misma que la incertidumbre en la concentracién del marcador porque se hace referencia a mediciones individuales
de la muestra, no medias de poblacién.

En algunas realizaciones, una muestra del control se analiza simultdneamente con la muestra bioldgica, de forma
que los resultados obtenidos de la muestra biolégica se pueden comparar con los resultados obtenidos en la
muestras del control. Ademas, se contempla que se puedan proporcionar curvas patrén, con las que se pueden
comparar los resultados de la muestra biolégica. Dichas curvas patrén presentan los estados de metilacion de un
biomarcador en funcion de unidades de ensayo, por ejemplo, Intensidad de la sefial de fluorescencia, si se usa un
marca fluorescente. Cuando se usan muestras tomadas de multiples donantes, las curvas pueden proporcionarse
para controlar los estados de metilacion del uno o mas biomarcadores en tejido normal, asi como para niveles "de
riesgo" de uno o mas biomarcadores del tejido tomado de donantes o metaplasia o de donantes con un céncer
gastrointestinal. En algunas realizaciones del procedimiento, se identifica que un sujeto tiene metaplasia tras
identificar un estado de metilacion anémalo en una o mas DMR proporcionadas en el presente documento en una
muestra bioldgica procedente de un sujeto. En otras realizaciones del procedimiento, la deteccion de un estado de
metilacion andmalo de uno o mas de dichos biomarcadores en una muestra bioldgica procedente del sujeto da como
resultado que el sujeto se identifica por tener cancer.

El andlisis de los marcadores se puede llevar a cabo de forma separada o simultanea con marcadores adicionales
dentro de una muestra de ensayo. Por ejemplo, varios marcadores se pueden combinar en una prueba para el
procesamiento eficaz de una multiplicidad de muestras y para proporcionar potencialmente mayor eficacia
diagnostica y/o pronodstica. Ademas, el experto en la técnica reconocera el valor de someter a ensayo multiples
muestras (por ejemplo, en sucesivos puntos temporales) procedentes del mismo sujeto. Dicho analisis de muestras
en serie puede permitir la identificacion de los cambios en los estados de metilacion del marcador con el tiempo. Los
cambios en el estado de metilacion, asi como la ausencia de cambio en el estado de metilacion, puede proporcionar
informacion util acerca del estado de la enfermedad que incluye, aunque no de forma limitativa, identificar el tiempo
transcurrido aproximado desde el inicio del evento, la presencia y cantidad de tejido salvable, las adecuacién de una
terapias farmacologica, la eficacia de diferentes terapias, y la identificacion del resultado del sujeto, incluido el riesgo
de futuros eventos.

El analisis de los biomarcadores se puede llevarse a cabo en una gran variedad de formatos fisicos. Por ejemplo, el
uso de placas de microtitulacién o se puede usar automatizacion para facilitar el procesamiento de grandes
cantidades de muestras de ensayo. Como alternativa, se podrian desarrollar formatos de una sola muestra para
facilitar el tratamiento y diagnostico inmediato de una forma rapida, por ejemplo, durante el transporte en ambulancia
o en unidades de atencion de emergencia.
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En algunas realizaciones, se diagnostica al sujeto que tiene un cancer gastrointestinal si, cuando se compara con un
estado de metilacion del control, existe una diferencia mensurable en el estado de metilacion de al menos un
biomarcador de la muestra. Por el contrario, cuando no se identifica ningin cambio en el estado de metilacién de la
muestra bioldgica, se puede identificar que el sujeto no tiene cancer gastrointestinal, ni esta en riesgo de cancer, o
que tiene un riesgo de cancer bajo. En este sentido, los sujetos que tienen cancer o riesgo del mismo se pueden
diferenciar de sujetos que tienen bajo a sustancialmente nada de cancer o riesgo del mismo. Dichos sujetos que
tienen riesgo de desarrollar un cancer gastrointestinal se pueden llevar a un calendario de cribado mas intensivo y/o
regular, incluida la vigilancia endoscopica. Por otro lado, los sujetos que tienen de bajo a practicamente ningun
riesgo pueden evitar someterse a una endoscopia, hasta el momento en que un futuro cribado, por ejemplo, por
ejemplo, un cribado realizado de acuerdo con la presente tecnologia, indique que ha aparecido un riesgo de cancer
gastrointestinal en estos sujetos.

Tal como se ha mencionado anteriormente, dependiendo de la realizacidon del procedimiento de la presente
tecnologia, la deteccion del cambio en el estado de metilacion del uno o mas biomarcadores puede ser una
determinacién cualitativa o puede ser una determinacion cuantitativa. Por tanto, la etapa de diagnosticar un sujeto
que tiene, o esta en riesgo de desarrollar, un cancer gastrointestinal indica que se han realizado determinadas
mediciones umbral, por ejemplo, el estado de metilacion del uno o mas biomarcadores de la muestra bioldgica varia
desde un estado de metilacion del control predeterminado. En algunas realizaciones del procedimiento, el estado de
metilacion del control es cualquier estado de metilacion detectable en el biomarcador. En otras realizaciones del
procedimiento donde una muestra del control se analiza en paralelo con la muestra biolégica, el estado de metilacion
predeterminado es el estado de metilacion en la muestra del control. En otras realizaciones del procedimiento, el
estado de metilacion predeterminado se basa en y/o esta identificado por una curva patrén. En otras realizaciones
del procedimiento, el estado de metilacién predeterminado es un estado especifico o un intervalo de estado. Por
tanto, el estado de metilacion predeterminado se puede seleccionar, entre los limites aceptables que seran evidentes
para los expertos en la materia, basandose en parte en la realizacién del procedimiento que se lleva a la practica y la
especificidad deseada, etc.

Adicionalmente con respecto a los procedimientos de diagnoéstico, un sujeto preferido es un sujeto vertebrado. Un
vertebrado preferido es de sangre caliente; un vertebrado de sangre caliente preferido es un mamifero. Un mamifero
preferido es mas preferentemente un ser humano. Como se usa en el presente documento, el término "sujeto"
incluye sujetos tanto humanos como animales. Por lo tanto, se proporcionan en el presente documento usos
terapéuticos veterinarios. Por tanto, la presente tecnologia proporciona el diagndstico de mamiferos tales como
seres humanos, asi como aquellos mamiferos de importancia porque estan en peligro de extincion, tales como los
tigres de Siberia; de importancia econémica, como los animales criados en granjas para consumo humano; y/o
animales de importancia social para los seres humanos, como los animales que se tienen como mascotas o en los
zooldgicos. Los ejemplos de dichos animales incluyen, aunque no de forma limitativa: carnivoros como gatos y
perros; suinidos, incluidos cerdos, lechones y jabalies; rumiantes y/o ungulados tales como ganado vacuno, bueyes,
ovejas, jirafas, ciervos, cabras, bisontes, y camellos; y caballos. Por lo tanto, también se proporciona el diagnéstico y
el tratamiento de los animales de granja, incluidos, aunque no de forma limitativa, suinidos domesticados, rumiantes,
ungulados, caballos (incluidos los caballos de carreras), y similares. La materia sujeto actualmente desvelada incluye
ademas un sistema para diagnosticar un cancer gastrointestinal en un sujeto. El sistema se puede proporcionar, por
ejemplo, en forma de un kit comercial que se puede utilizar para cribar un riesgo de cancer gastrointestinal o
diagnosticar un cancer gastrointestinal en un sujeto del que se ha tomado una muestra biolégica. Un sistema
ilustrativo proporcionado de acuerdo con la presente tecnologia incluye evaluar el estado de metilaciéon de una DMR
como se proporciona en la Tabla 1.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Identificacion de marcadores usando RRBS

En su conjunto, los canceres gastrointestinales representan mas muertes que los de cualquier otro sistema organico,
y la incidencia agregada del cancer gastrointestinal superior y el del cancer colorrectal (CCR) son comparables. Para
maximizar la eficacia del cribado y el diagnéstico, se necesitan marcadores moleculares del cancer gastrointestinal
que sean especificos del sitio cuando se analizan en medios distantes como la sangre o heces. Aunque
ampliamente informativos, los marcadores de acidos nucleicos metilados de forma andmala son bastante habituales
en los canceres gastrointestinales superiores y en el CRC.

Durante el desarrollo de la tecnologia proporcionada en el presente documento, se recogieron datos de un estudio
de control del caso para demostrar que una estrategia de busqueda en todo el genoma identifica novedosos
marcadores candidatos e informativos. Los experimentos preliminares demostraron que el analisis de heces para un
marcador génico metilado (BMP3) detecta PanC. Después, se ha comprobado que un ensayo combinado de BMP3
metilado y KRAS mutante KRAS aumentdé la deteccion sobre cualquiera de los marcadores en solitario. Sin
embargo, los marcadores discriminantes en tejidos demostraron ser malos marcadores en heces debido a un
elevado fondo de metilacion, por ejemplo, como se detecto en los especimenes del control.

Poblacion del estudio, adquisicion de especimenes, y muestras
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La poblacién diana eran pacientes con cancer de pancreas tratados en la clinica Mayo. La poblacién accesible
incluye los que se han sometido a una pancreatectomia distal, una pancreaticoduodenectomia, o una colectomia con
un espécimen de reseccién archivado, y un diagnéstico patolégico confirmado. EI ADN del epitelio colénico se habia
extraido previamente de especimenes microdisecados en el laboratorio de Biospecimens Accessioning Processing
(BAP) usando un protocolo de fenol-cloroformo. El personal de Pancreas SPORE uso6 los datos de las variables
emparejadas de estas muestras para seleccionar las muestras de registro de tejidos. Estas fueron revisadas por un
patdlogo experto para confirmar el caso y controlar el estado y excluir casos de neoplasias producidas a partir de
IPMN, que puede tener una biologia subyacente distinta. El personal de SPORE dispuso la microdiseccion en el
laboratorio BAP y la extraccion del ADN en los casos pancreaticos y muestras del control y proporcioné 500 ng de
ADN al personal del laboratorio que estaba enmascarado para el caso y el estado del control. Las muestras de acido
nucleico de archivo incluyeron 18 adenocarcinomas pancreatico, 18 pancreas normales y 18 epitelios coldnicos
emparejados por sexo, edad, y estado de tabaquismo.

Los tipos de muestras fueron:

1) tejidos de PanC del registro de Pancreas SPORE en la clinica Mayo limitado a AJCC estado | y II;

2) pancreas de control sin PanC;

3) epitelio colénico del control archivado sin PanC; y

4) neoplasia colénico del que el ADN se habia extraido y almacenado en el laboratorio BAP.

Los casos y los controles se emparejaron por sexo, edad (en incrementos de 5 afios), y estado de tabaquismo
(actual o anterior frente a nunca).

Variables principales

La variable principal fue el porcentaje de metilacién de cada amplicon de 101 pares de bases individual de las
regiones HCP. El porcentaje de metilacién en las muestras de casos se comparé con las muestras del control
después de RRBS.

Procedimientos

Se prepararon bibliotecas segun procedimientos descritos previamente (véase, por ejemplo, Gu y col (2011)
"Preparation of reduced representation bisulfite sequencing libraries for genome-scale DNA methylation profiling"
Nature Protocols 6: 468-81) mediante la fragmentacion de ADN gendmico (300 ng) por digestion con 10 unidades de
Mspl, una enzima de restriccion especifica de metilaciéon que reconoce los motivos que contienen CpG. Este
tratamiento enriquece las muestras en su contenido de CpG y elimina zonas redundantes del genoma. Se repararon
los extremos de los fragmentos digeridos y se agregaron colas A con 5 unidades de fragmento de Klenow (3’-5" exo)
y se ligd durante la noche a adaptadores lllumina que contienen una de cuatro secuencias de cddigo de barras para
enlazar cada fragmento a su ID de muestra. Se llevé a cabo la seleccion por tamafio de los fragmentos de 160-340
pb (que tiene inserciones de 40-220 pb) usando perlas /tampon SPRI (AMPure XP, Beckman Coulter). Los cortes de
tampon fueron 0,7x a 1,1 x del volumen de muestra de perlas/tampon. Las muestras se eluyeron en un volumen de
22 pl (tampodn EB, Qiagen). Se utilizé la PCR para controlar la eficacia de enlazado y la calidad de fragmentos en
una pequefia alicuota de la muestra. A continuacion, las muestras se sometieron a dos rondas de conversién con
bisulfito usando un protocolo EpiTect modificado (Qiagen). gqPCR y PCR convencional (Pfu Turbo Cx hotstart,
Agilent), seguido por evaluacién con Bioanalyzer 2100 (Agilent) sobre alicuotas de muestra convertidas,
determinaron el nimero 6ptimo de ciclos de la PCR antes de la amplificacién de la biblioteca final. La PCR final se
llevé a cabo en un volumen de 50 pl (5 pl de 10x tampoén PCR; 1,25 ul de cada dNTP a 10 mM; 5 pl de un primer
céctel a aproximadamente 5 uM, 15 yl de molde (muestra), 1 pyl de PfuTurbo Cx hotstart, y 22,75 yl de agua. El
ciclado térmico comenzé con incubaciones iniciales a 95 °C durante 5 minuto y a 98 °C durante 30 segundos
seguido de 16 ciclos de 98 °C durante 10 segundos, 65 °C durante 30 segundos, y a 72 °C durante 30 segundos.
Tras la ciclacion, las muestras se incubaron a 72 °C durante 5 minutos y se mantuvieron a 4 °C hasta la posterior
elaboracion y analisis. Las muestras se combinaron en cantidades equimolares en bibliotecas tetramultiplexadas
segulin un esquema de aleatorizacidon y se sometieron a ensayo con el bioanalizador para una comprobacion de la
etapa final. Las muestras también se analizaron con gPCR usando patrones phiX y cebadores especificos del
adaptador.

Para la secuenciacion, las muestras se cargaron en hileras de celdas de flujo de acuerdo con una asignacion
aleatorizada de hileras, donde hileras adicionales estan reservadas para los controles internos del ensayo. La
secuenciacion se realizé mediante el NGS Core en la Medical Genome Facility de Mayo con el lllumina HiSeq 2000.
Las lecturas fueron unidireccionales para 101 ciclos. Cada hilera de celda de flujo generé 100-120 millones de
lecturas, suficiente para una mediana de cobertura de 30x a 50x de profundidad de secuenciacion (basandose en el
namero de lecturas por CpG) para las secuencias alineadas. Se usd el programa informatico convencional lllumina
para analizar las lecturas junto con RRBSMAP (Xi, y col. (2012) "RRBSMAP: a fast, accurate and user-friendly
alignment tool for reduced representation bisulfite sequencing" Bioinformatics 28: 430-432) y un codigo informatico
propio (SAAP-RRBS) desarrollado por el personal de Mayo Biomedical and Statistics (Sun y col. (2012) "SAAP-
RRBS: streamlined analysis and annotation pipeline for reduced representation bisulfite sequencing" Bioinformatics
28: 2180-1). El analisis bioinformatico consintié en 1) evaluacion y limpieza de la lectura de la secuencia, 2)
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alineamiento con el genoma de referencia, 3) extraccion del estado de metilacion, y 4) notificacion y anotacion de
CpG.

Consideraciones estadisticas

La comparacion primaria evalué las diferencias en la metilacién entre los casos y los controles pancreaticos para
cada CpG y/o ventana de CpG apilada. La comparacion secundaria evalué las diferencias en la metilacién entre los
casos Y los controles del colon. Se estudié la metilacion diferencial de los marcadores mediante:

1. Evaluacion de las distribuciones del porcentaje de metilacion para cada marcador, y descartar los marcadores
que estaban metilados en mas del 1 % en el 10 % de los controles;

2. Ensayar la distribucion de la metilacion de los marcadores restantes entre casos y controles mediante la
prueba de suma de rangos de Wilcoxon y ordenando los marcadores por los valores p; y

3. Usar los valores Q para estimar tasas de descubrimiento falsas (FDR) (Benjamini y col. (1995) "Multiple
Testing" Journal of the Royal Statistical Society. Serie B (Metodolégica) 57: 289-300; Storey y col. (2003)
"Statistical significance for genomewide studies" Proc Natl Acad Sci U S A 100: 9440-5). Durante el
descubrimiento, es aceptable una FDR de hasta el 25 %.

Analisis de datos

Se desarrollé un cédigo de analisis de datos en el paquete informatico de andlisis de software R ("R: A Language
and Environment for Statistical Computing" (2012), R Foundation for Statistical Computing). El flujo de trabajo
comprendia las siguientes etapas:

1. Lectura de los 6.101.049 sitios CpG

2. ldentificar para andlisis adicional solo aquellos sitios CpG donde la profundidad de cobertura total del grupo es
de 200 lecturas o mas. Este corte se basé en una evaluacion de potencia para detectar una diferencia entre el 20
% y el 30 % en la metilacion entre dos grupos cualesquiera debido a que cualquier cosa menor de ese intervalo
tiene pocas posibilidades de significacion. La profundidad de cobertura del grupo mide el niumero de lecturas
para todos los sujetos de un grupo (por ejemplo, si hay 18 sujetos por cada grupo y cada sujeto tiene 12 lecturas,
entonces la profundidad de cobertura del grupo es 12 x 18 = 216).

3. Estimar la asociacion del subtipo de enfermedad con el % de metilacion usando regresién de Poisson
aumentada por varianza; se determinaron los sitios CpG mas discriminantes por comparacion del ajuste del
modelo )(2 al percentil 95° de todos los modelos ajustados. Excluir todos los sitios CpG donde la varianza del
porcentaje de metilacion a través de los grupos sea 0 porque estos sitios son sitios CpG no informativos.

Aplicar los filtros 2 y 3 dejo6 un total de 1.217.523 sitios CpG.

4. Realizar la regresion logistica sobre el % de metilacion (basandose en el recuento real) usando los grupos
definidos como Colon normal, Pancreas normal y Pancreas canceroso. Aunque la variabilidad en el % de
metilacién entre sujetos es mayor que el permitido por la hipotesis binémica, se usé un modelo de regresion
logistica superdisperso para tener en cuenta el aumento de la varianza. Este parametro de dispersion se estimoé
usando la Chi cuadrada de Pearson del ajuste.

5. De estos ajustes del modelo, calcular una estadistica F global para la comparacién del grupo basandose en el
cambio de la desviacién entre modelos con y sin cada grupo como regresor. Esta desviacion se escald segun la
dispersion estimada del parametro.

6. Crear islas CpG en cada cromosoma en funcién de la distancia entre las ubicaciones de sitios CpG. De forma
aproximada, cuando la distancia entre dos ubicaciones CpG supera 100 pb, cada ubicacién se define como una
isla independiente. Algunas islas fueron singletes y se excluyeron.

7. A partir de la definicion de isla anterior, se calcul6 una estadistica F promedio. Cuando la estadistica F supera
el 95 % (es decir, 5 % superior) de todos los sitios CpG para el cromosoma concreto, se genera una cifra de
resumen.

El analisis adicional comparo los siguientes filtros de seleccion:

1. corte del valor de p ANOVA < 0,01

2. Relaciones del % de metilacion PanC respecto al pancreas normal y el colon normal > 10
3. % metilacion de normales < 2 %

4. Numero de CpG contiguos que cumplen los criterios = 3

Se evalud la ventana de metilacion para incluir CpG contiguos adicionales que presentaban una metilacion
significativa. Después, Los candidatos se clasificaron por el nombre del gen y las regiones anotadas y por la
ubicacién cromosémica de las regiones no anotadas.

Resultados
Se cartografiaron aproximadamente 6 millones de CpG con una cobertura10x. Mas de 500 islas CpG cumplieron

los criterios de significacion par la metilacion diferencial. Después de aplicar los criterios de filtro anteriores, se
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identificaron 107 regiones metiladas de forma diferencial (DMR) (Tabla 1).

Tabla 1: DMR
DMR N.° anotacion del gen cromosoma  hebra regién en el cromosoma (base inicial-base final)

1 ninguno 1 F 35394805-35394875

2 ninguno 1 F 240161479-240161546
3 ninguno 1 R 156406057-156406118
4 AKO055957 12 F 133484978-133485738
5 ninguno 12 R 133484979-133485739
6 APBA2 15 F 29131299-29131369

7 ninguno 2 F 71503632-71503860

8 PCBP3 21 R 47063793-47064177

9 TMEMZ200A 6 F 130687223-130687729
10 ninguno 9 R 120507311-120507354
11 ABCB1 7 R 87229775-87229856
12 ADAMTS17 15 R 100881373-100881437
13 ADAMTS18 16 R 77468655-77468742
14 ADCY1 7 F 45613877-45614564
15 ADCY1 7 R  45613878-45614572
16 AGFG2 7 F 100136884-100137350
17 ARHGEF7 13 F 111767862-111768355
18 AUTS2 7 R 69062531-69062585
19 BTBD11 12 F 107715014-107715095
20 BVES 6 R 105584524-105584800
21 c13orf18 13 F 46960770-46961464
22 c13orf18 13 R 46960910-46961569
23 CACNA1C 12 F 2800665-2800898

24 CBLN1 16 R 49315846-49315932
25 CBS 21 F 44496031-44496378
26 CBS 21 R 44495926-44496485
27 CD1D 1 F 158150797-158151142
28 CELF2 10 F 11059508-11060151
29 CLEC11A 19 F 51228217-51228703
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(continuacion)

DMR N.° anotacion del gen cromosoma  hebra regién en el cromosoma (base inicial-base final)
30 CLEC11A 19 R 51228325-51228732
31 CNR1 6 F 88876367-88876445
32 CNR1 6 R  88875699-88875763
33 CHRH2 7 F 30721941-30722084
34 DBNL 7 F 44084171-44084235
35 DBX1 11 R  20178177-20178304
36 DHRS12 13 F 52378159-52378202
37 DLL1 6 F 170598241-170600366
38 ELMO1 7 F 37487539-37488498
39 ELMO1 7 R 37487540-37488477
40 EN1 2 R 119607676-119607765
41 EOMES 3 F 27763358-27763617
42 FBLN1 22 R 45898798-45898888
43 FEM1C 5 F 114880375-114880442
44 FER1L4 20 R 34189679-34189687
45 FKBP2 11 F 640084 15-64008495
46 FLT3 13 F 28674451-28674629
47 FNIP1 5 F 131132146-131132232
48 FOXP2 7 R 113727624-113727693
49 GFRA4 20 R 3641457-3641537
50 GJC1 17 F 42907705-42907798
51 GJC1 17 R 42907752-42907827
52 GRIN2D 19 F 48946755-48946912
53 HECW1 7 R 43152309-43152375
54 HOXA1 7 R 27136030-27136245
55 IFIH1 2 R 163174541-163174659
56 IGF2BP1 17 F 47073394-47073451
57 IKZF1 7 R 50343848-50343927
58 INSM1 (regién 1) 20 F 20345123-20345150
59 INSM1 (regién 2) 20 F 20350520-20350532
60 KCNK12 2 F 47797332-47797371
61 KCNN2 5 F 113696984-113697057
62 KCTD15 19 R 34287890-34287972
63 LINGO3 19 F 2290471-2290541
64 LOC100126784 11 R 19733958-19734013
65 LOC63930 20 F 61637950-61638000
66 LOC642345 13 R 88323571-88323647
67 MLLT1 19 R 6236992-6237089
68 MPND 19 R 4343896-4242968
69 MYEF2 15 F 48470117-48470606
70 NDUFAB1 16 R 23607524-23607650
71 NFASC 1 F 204797781-204797859
72 NR5A1 9 F 127266951-127267032
73 PDE6B 4 F 657586-657665
74 PLAGLA1 6 R 144384503-144385539
75 PRKCB 16 R 23846964-23848004
76 PRRT3 3 F 9988302-9988499
77 PTF1A 10 F 23480864-23480913
78 RASGRF2 5 R 80256215-80256313
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(continuacion)

DMR N.° anotacion del gen cromosoma  hebra regién en el cromosoma (base inicial-base final)
79 RIMKLA 1 R 42846119-42846174
80 RNF216 7 F 5821188-5821283
81 RSPO3 6 F 127440526-127441039
82 RSPO3 6 R 127440492-127440609
83 RYBP 3 R 72496092-72496361
84 SCARF2 22 F 20785373-20785464
85 SHH 7 F 155597771-155597951
86 SLC35E3 12 F 69140018-69140202
87 SLC38A3 3 R 50243467-50243553
88 SLC6A3 5 R 1445384-1445473
89 SPSB4 3 F 140770135-140770193
90 SRCIN1 17 R  36762706-36762763
91 ST6GAL2 2 F 107502978-107503055
92 ST6GAL2 2 R 107503155-107503391
93 ST8SIA1 12 F 22487528-22487827
94 ST8SIA1 12 R 22487664-22487848
95 ST8SIA6 10 F 17496177-17496310
96 SUSD5 3 R 33260338-33260423
97 TOX2 20 F 42544666-42544874
98 TWIST1 7 F 19156788-19157093
99 TWISTA1 7 R 19156815-19157227
100 USP3 15 R 63795435-63795636
101 USP44 12 R 95942179-95942558
102 VIM 10 F 17271896-17271994
103 VWC2 7 R 49813182-49814168
104 WT1 11 R 32460759-32460800
105 ZFP30 19 F 38146299-38146397
106 ZNF570 19 F 37958078-37958134
107 ZNF71 19 F 57106617-57106852

En la Tabla 1, las bases se numeraron segun el conjunto del genoma humano, de febrero de 2009, GRCh37/hg19
(véase, por ejemplo, Rosenbloom y col. (2012) "ENCODE whole-genome data in the UCSC Genome Browser:
actualizacion 2012" Nucleic Acids Research 40: D912-D917). Los marcadores con nombres BHLHE23 y LOC63930
se refieren al mismo marcador.

En estos candidatos, las firmas de metilacion van de 3 CpG a 52 CpG. Algunos marcadores presentan metilacién en
ambas hebras; otros estan semimetilados. Como las hebras no son complementarias después de la conversion con
bisulfito, las regiones directa e inversa se contabilizaron por separado. Aunque la Tabla 1 indica la hebra en la que
se encontré el marcador, la tecnologia no se limita a detectar la metilacién solamente en la hebra indicada. La
tecnologia abarca la medicién de la metilacion en cualquiera de las hebras directa o inversa y/o en ambas hebras
directa e inversa; y/o detectar un cambios en el estado de metilacion en cualquiera de las hebras directa o inversa
y/o en ambas hebras directa e inversa.

Los niveles de metilacion de los canceres pancreaticos superan en raras ocasiones el 25 % en los CpG filtrados, lo
que sugiere que los tejidos con cancer pueden tener elevados niveles de células y/o estroma normal contaminante.
Para estudiar esto, cada uno de los canceres se secuencio para determinar las mutaciones KRAS para verificar las
frecuencias alélicas de las muestras positivas. Para el 50 % que tenia un cambio de base KRAS heterocigético, la
frecuencia del alelo mutante era al menos 4 veces menor que el correspondiente alelo natural, lo que respalda la
contaminacion por células y/o estroma normales.

Se descubrié que 7 de los 107 marcadores estaban en regiones no anotadas y se encuentran en regiones sin
elementos de codificacion proteica. Un marcador es adyacente a una secuencia reguladora ARNnc (AK055957). De
los restantes 99 marcadores candidatos, aproximadamente 30 se habian descrito como asociados con cancer,
algunos de los cuales se clasifican como supresores tumorales. Unos pocos ejemplos:

ADCY1 Regulado defectivamente en osteosarcoma
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ELMO1 Fomenta la invasion del glioma

HOXA2 Hipermetilado en colangioca

RSPO3 Regulador de la sefalizacion Wnt

SUSD5 Media la metastasis 6sea en cancer de pulmon
KCNK12 Hipermetilado en cancer de colon

CLEC11A  GF citoblastico en leucemia

USP3 Necesario para la progresion a fase S

Los otros 69 marcadores candidatos tenian anteriormente una baja asociacion con el cancer (por ejemplo,
mutaciones y/o alteraciones en el numero de copias observado en cribados de todo el genoma) o no tenian
asociaciones con cancer previamente identificadas.

Ejemplo 2 - Validaciéon de marcadores

Para validar las DMR como marcadores del cancer, se realizaron dos estudios de validacion basados en la PCR
sobre conjuntos de muestras expandidos. El primer estudio usé muestras de grupos de paciente analogos a los
usados en el Ejemplo 1 (por ejemplo, PanC, pancreas normal, colon normal) y se afiadieron muestras que
comprenden ADN derivado de la capa leucocitaria de pacientes normales sin antecedentes de ningun cancer. El
segundo estudio utilizd una seleccion pan-canceres gastrointestinales (pan-Gl).

Para el primer estudio de validacion, se analizé una combinacién de las muestras anteriormente sometidas a RRBS
y nuevas muestras depositadas para comprobar la precisidon técnica y confirmar la reproducibilidad bioldgica,
respectivamente. Se disefiaron cebadores de PCR especificos de la metilacion (MSP) para cada una de las regiones
de los marcadores, excluyendo solamente las hebras complementarias en casos de metilacién no especifica de la
hebra. Un programa informatico (Methprimer) ayudd al disefio semimanual de los cebadores MSP realizado por
personal experimentado; los ensayos se analizaron y se optimizaron mediante qPCR con colorantes SYBR Green
sobre diluciones de controles de ADN gendmico metilado y no metilado de forma universal. Las secuencias de los
cebadores MSP, cada uno de los cuales incluye 2-4 CpG, se disefiaron para proporcionar un medio rapido para
evaluar la metilacion de las muestras y se sesgaron para maximizar la eficacia de amplificacién. Las secuencias de
los cebadores y los parametros fisicos se proporcionan en la Tabla 2a y la Tabla 2b:

Tabla 2a: Cebadores MSP

Nombre Longitud (nt) Secuencia (5'— 3') Contenidoen GC (%) Tm Ta SEQID NO:

abcb1f 21 GAT TTTGTTCGTCGTTAGTGC 429 52,3 60,0 1

abcb1r 19 TCT CTA AAC CCG CGAACG A 52,6 56,0 60,0 2

adamts17f 25 TTCGAAGTTTCGGGATAG GAA 48,0 60,0 65,0 3
GCGT

adamts17r 20 CCT ACC GAC CTTCGAACGCG 65,0 60,3 65,0 4

adamts18f 21 GGC GGCGCGTATTTTTITCGC 571 60,6 60,0 5

adamts18r 23 CGC TAC GATATAAAC GACGAC 47,8 56,4 60,0 6
GA

adcy1f 19 GGTTCG GTT GTC GTAGCGC 63,2 59,0 65,0 7

adcy1r 20 CCG ACC GTAATC CTC GAC GA 60,0 58,6 65,0 8

agfg2f 25 TTAGGT CGG GAATCG TTATTG 40,0 55,1 60,0 9
TTTC

agfg2r 22 GTAAATAACCCCGCGCTAAAC 50,0 56,5 60,0 10
G

arhgef7f 24 TTCGTTTGTTTTTCG GGT CGT 45,8 58,1 60,0 11
AGC

arhgef7r 24 ACCACGTAACGATTTACTCGA 458 57,8 60,0 12
CGA

auts2f 23 CGTTTTCGG ATTTGAAGTCGT 43,5 54,8 65,0 13
TC

auts2r 19 CGC CTC GTC TTC CAACGAA 57,9 57,7 65,0 14

btbd11f 19 AGG GCG TTC GGTTTTAGTC 52,6 55,1 60,0 15

btbd1r 22 AAC CGAAAACGACAAAATCGA 364 53,4 60,0 16
T

Bvesf 21 TTTGAG CGGCGGTCGTTGATC 571 60,4 60,0 17
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(continuacién)

Nombre Longitud  Secuencia (5'— 3') Contenidoen GC Tm Ta SEQ |ID
(nt) (%) NO:

Bvesr 22 TCC CCGAATCTAAACGCTACG 50,0 57,8 60,0 18
A

C13orf18f 25 TTTAGG GAAGTAAAGCGTCGT 40,0 55,6 60,0 19
TTTC

C13orf18r 22 AAC GAC GTCTCGATACCTACG 50,0 57,1 60,0 20
A

cacnalcf 22 GGAGAG TATTTCGGTTITTCG 455 54,2 65,0 21
C

cacnailcr 24 ACA AAC AAAATC GAAAAACAC 375 55,2 65,0 22
CCG

cbin1f 23 GTTTTC GTTTCG GTC GAG GTT 47,8 56,2 60,0 23
AC

cbin1r 25 GCC ATT AAC TCG ATAAAAAAC 40,0 56,3 60,0 24
GCG A

Cbsf 25 GAT TTAATC GTAGATTCG GGT 44,0 55,2 65,0 25
CGTC

Cbsr 22 CCGAAACGAACGAACTCAAAC 50,0 56,8 65,0 26
G

cd1df 17 GCG CGT AGC GGC GTTTC 70,6 60,7 60,0 27

cd1dr 19 CCC ATATCG CCC GAC GTAA 57,9 56,9 60,0 28

celf2f 22 TCGTATTTG GCG TTC GGT AGT 50,0 57,0 70,0 29
C

celf2r 21 CGAAATCCAACGCCGAAACGA 524 58,4 70,0 30

chr1 156f 24 TTGTCGTTC GTC GAATTC GAT 41,7 55,8 65,0 31
TTC

chr1 156r 23 AAC CCGACG CTAAAAAACGAC 47,8 59,2 65,0 32
GA

chr1 240f 25 TTGCGTTGG TTACGTTTTTTT 40,0 57,3 60,0 33
ACGC

chr1 240r 23 ACG CCGTAC GAATAACGAAAC 478 58,7 60,0 34
GA

chr1 353f 21 CGTTTTTCGGGTCGGGTTCGC 61,9 61,5 60,0 35

chr1 353r 19 TCC GAC GCTCGACTC CCGA 68,4 63,1 60,0 36

chr12 133f 22 TCGGCGTATTTTTCGTAGACG 50,0 57,6 60,0 37
C

chr12 133r 24 CGC AATCTTAAACGTACGCTT 458 57,7 60,0 38
CGA

chr15 291 (apba2)f 24 GGTTTATAAAGAGTTCGGTTT 41,7 54,4 60,0 39
CGC

chr15 291 (apba2)r 24 AAAACG CTAAAC TACCCG AAT 41,7 55,3 60,0 40
ACG

chr2 715f 19 TGG GCG GGTTTC GTC GTAC 63,2 60,2 65,0 41

chr2 715r 21 GTC CCGAAACATCGCAAACGA 524 58,2 65,0 42

chr6 130 20 GCGTTTGGATTITTGC GTTC 55,0 58,0 60,0 43

(TMEM200A)f

chr6 130 20 AAA ATACGC CGC TACCGATA 550 60,6 60,0 44

(TMEM200A)r

chr9 120f 20 GTT TAG GGA GTC GCG GTT AC 55,0 55,4 60,0 45

chr9 120r 23 CAAATC CTACGAACGAAC GAA 478 56,2 60,0 46

CG

36



ES 2712798 T3

(continuacién)

Nombre Longitud  Secuencia (5'— 3') Contenidoen GC Tm Ta SEQ |ID
(nt) (%) NO:

clec11af 22 AGTTTG GCG TAG TCG GTAGAT 50,0 56,4 60,0 47
C

clec11ar 22 GCG CGC AAATACCGAATAAAC 50,0 57,5 60,0 48
G

cnrif 22 TCGGTTTTTAGCGTTCGTTCGC 50,0 58,4 60,0 49

cnrir 23 AAA CAACGAAAC GCCAATCCC 478 59,9 60,0 50
GA

crhr2f 25 TAG TTT TTG GGC GTTATTTTC 40,0 56,1 60,0 51
GGTC

crhr2r 21 GCAACTCCGTACACTCGACGA 57,1 59,0 60,0 52

Dbnif 26 TTITTTCGTTTGTTTTTCG GTA 34,6 55,5 60,0 53
TTC GC

Dbnir 22 CGAATC CTAACGAACTATCCG 455 53,9 60,0 54
A

dbx1f 25 TTC GGTGGATTTTCG TATTGA 36,0 54,0 60,0 55
TTTC

dbx1r 24 AAA CGAAAC CGC GAACTAAAA 417 57,6 60,0 56
CGA

dhrs12f 22 TTACGT GATAGTTCG GGG TTT 45,5 54,6 60,0 57
C

dhrs12r 21 ATAAAACGACGC GACGAAACG 476 56,2 60,0 58

elmo1f 24 TITCGG GTTTTG CGTTTTATT 417 57,2 60,0 59
CGC

elmo1r 28 GAA AAA AAA AAACGC TAAAAA 28,6 53,3 60,0 60
TAC GAC G

Eomesf 21 TAGCGC GTAGTGGTC GTAGTC 57,1 58,4 60,0 61

Eomesr 18 CCTCCGCCGCTACAACCG 72,2 61,5 60,0 62

fbln1f 22 TCGTTGTTTTAGGATCGCGTTC 45,5 55,6 60,0 63

foln1r 22 GAC GAACGATAAACGACGACG 50,0 56,9 60,0 64
A

fem1cf 21 TTC GGT CGC GTTGTT CGTTAC 52,4 58,0 60,0 65

fem1cr 25 AAA CGA AAAACAACT CGAATA 320 53,8 60,0 66
ACG A

fer114f 18 AGT CGG GGT CGG AGT CGC 72,2 62,3 60,0 67

fer1l4r 23 ATA AAT CCC TCC GAAACC CAC 47,8 58,2 60,0 68
GA

fkbp2f 21 TCGGAAGTGACGTAGGGTAGC 57,1 58,3 60,0 69

fkbp2r 19 CAC ACG CCC GCT AAC ACG A 63,2 60,6 60,0 70

fit3f 21 GCG CGTTCG GGTTTATATTGC 524 57,2 65,0 71

flt3r 20 GAC CAACTACCG CTACTC GA 55,0 56,1 65,0 72

fnip1f 20 AGG GGAGAATTTCGC GGTTC 55,0 57,6 65,0 73

fnip1r 24 AAC TAAATT AAACCTCAACCG 417 55,9 65,0 74
CCG

gfradf 20 TTAGGAGGC GAGGTT TGC GC 60,0 60,3 65,0 75

gfradr 28 GAC GAAACC GTAACG AAAATA 357 56,4 65,0 76
AAAACG A

gjcir 24 CGAACTATC CGAAAAAACGAC 41,7 55,6 65,0 77
GAA

glc1f 22 GCGACGCGAGCGTTAATTTTT 50,0 57,6 65,0 78

Cc
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(continuacién)

Nombre Longitud  Secuencia (5'— 3') Contenidoen GC Tm Ta SEQ |ID
(nt) (%) NO:

hecw1f 23 TTC GCG TATATATTC GTC GAG 43,5 54,2 60,0 79
TC

hecw1r 20 CAC GAC CAC TAT CAC GAC GA 55,0 56,5 60,0 80

hoxa1f 22 GTACGTCGGTTTAGTTCGTAG 50,0 55,3 60,0 81
C

hoxa1r 21 CCGAAACGC GATATCAACCGA 524 57,6 60,0 82

ifih1f 20 CGG GCG GTTAGAGGG TTGTC 65,0 60,4 60,0 83

ifih1r 26 CTC GAAAATTCG TAAAAACCC 423 57,4 60,0 84
TCC GA

igf2bp1f 29 CGAGTAGTTTTTTIT TTT ATC 27,6 52,1 65,0 85
GTT TAG AC

igf2bp1r 24 CAAAAAACGACACGTAAACGA 417 55,2 65,0 86
TCG

ikzf1f 24 GTTTCGTTITTGC GTTTITTTIG 41,7 57,5 65,0 87
CGC

ikzf1r 19 TCC CGAATC GCTACTCCG A 57,9 57,8 65,0 88

insm1 reg1f 17 GCG GTT AGG CGG GTT GC 70,6 60,2 60,0 89

insm1 reg1r 25 ATT ATATCAATC CCAAAAACA 36,0 54,3 60,0 90
CGC G

insm1 reg2f 22 TATTTTTCGAATTCGAGTTCGC 36,4 51,7 60,0 91

insm1 reg2r 22 TCA CCC GAT AAAAAC GAAAAC 40,9 53,8 60,0 92
G

kcnk12f 21 GCGTCGTTAGTAGTACGAAGC 524 55,3 60,0 93

kenk12r 21 GCACCTCAACGAAAACACCGA 524 58,2 60,0 94

kcnn2f 23 TCG AGG CGG TTAATTTTATTC 43,5 55,8 65,0 95
GC

kenn2r 23 GCT CTAACC CAAATACGC TAC 47,8 56,6 65,0 96
GA

Kctd15F 22 TCG GTTTCG AGG TAAGTTTAG 455 54,7 60,0 97
C

KcTD15r 23 CAC TTC GAAACAAAATTACGC 39,1 54,3 60,0 98
GA

lingo3f 20 GGAAGC GGACGTTITCGTTC 55,0 56,8 65,0 99

lingo3r 22 ACC CAAAAT CCGAAAACGACG 455 57,3 65,0 100
A

LOC100126784 19 AGG TTG CGG GCG TGATTT C 57,9 58,8 65,0 101

(NAV2) f

LOC100126784 20 CCAAAACCACGCGAACACGA 550 58,8 65,0 102

(NAV2) r

LOC63930 (bhlhe23)f 20 GTTCGG AGTGTC GTAGTC GCc 60,0 57,7 70,0 103

LOC63930 (bhlhe23)r 21 AAT CTC GCC TAC GAAACG ACG 524 57,2 70,0 104

LOC642345f 22 GTTTAGGGACGTTTTCGTTTTC 40,9 52,5 65,0 105

LOC642345r 20 AAC GAACGC TCGATAACC GA 50,0 56,5 65,0 106

mlit1f 20 TTT GGG TCG GGT TAG GTC GC 60,0 59,9 60,0 107

mlit1r 25 GAA ACC AAAAAAACGCTAACT 36,0 54,4 60,0 108
CGT A

Mpndf 20 CGT TGTTGG AGT TTG GCG TC 55,0 57,1 65,0 109

Mpndr 21 TAC CCG AAC CGC GATAAAACG 524 57,5 65,0 110

myef2f 25 GGTATAGTTCGG TTTTTAGTC 40,0 53,6 65,0 111

GTTC
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(continuacién)

Nombre Longitud  Secuencia (5'— 3') Contenidoen GC Tm Ta SEQ |ID
(nt) (%) NO:

myef2r 24 TCTTTT CCTCCG AAAACC GAA 458 57,8 65,0 112
ACG

NDUFAB1f 23 GGTTAC GGTTAG TATTCG GAT 435 53,0 60,0 113
TC

NDUFAB1r 20 ATATCA ACC GCC TACCCGCG 60,0 59,7 60,0 114

NFASCf 24 TTTTGT TTT AAT GCG GCG GTT 45,8 59,6 65,0 115
GGC

NFASCr 22 TAT CCG AACTATCCG CTACCG 50,0 56,9 65,0 116
A

pcbp3f 19 GGT CGC GTC GTTTTC GATC 57,9 56,6 60,0 117

pcbp3r 17 GCC GCA AAC GCC GAC GA 70,6 62,4 60,0 118

PDEGBf 21 AATCGG CGG TAGTACGAGTAC 524 56,1 55,0 119

PDEG6Br 26 AAACCAAATCCGTAACGATAA 3456 53,9 55,0 120
TAACG

PLAGL1f 26 GAG TTTTGT TTT CGA AATTAT 30,8 52,4 65,0 121
TTC GC

PLAGL1r 18 CCC GAATTACCG ACG ACG 61,1 55,7 65,0 122

PRKCBf 21 AGGTTC GGG TTC GAC GATTTC 524 57,3 70,0 123

PRKCBr 21 AAC TCTACAACGCCGAAACCG 524 57,7 70,0 124

PRRT3f 23 TTAGTTCGTTTAGCGATGGCG 47,8 57,4 60,0 125
TC

PRRT3r 20 CCG AAACTATCC CGC AACGA 550 57,5 60,0 126

PTF1Af 21 TTC GTC GTT TGG GTT ATC GGC 524 57,8 60,0 127

PTF1Ar 23 GCC CTAAAACTAAAACAACCG 478 57,1 60,0 128
CG

RASGRF2f 22 GGTTGTCGTTTTAGTTCGTCG 50,0 56,6 60,0 129
C

RASGRF2r 19 GCG AAAACG CCC GAACCGA 63,2 61,4 60,0 130

RIMKLAf 22 TCGTTT GGGAGACGTATTCGT 50,0 56,7 60,0 131
C

RIMKLAr 25 ACT CGAAAAATTTCC GAACTA 36,0 55,0 60,0 132
ACG A

RNF216f 20 TCG GCG GTT TTC GTT ATC GC 55,0 58,4 60,0 133

RNF216r 21 CCACGAAACTCGCAACTACGA 524 57,4 60,0 134

rspo3f 25 CGTTTATTT AGC GTAATC GTT 40,0 55,0 65,0 135
TCGC

rspo3r 24 GAATAACGAACGTTC GACTAC 458 56,6 65,0 136
CGA

RYBPf 24 CGGACGAGATTAGTTTTC GTT 45,8 55,7 60,0 137
AGC

RYBPr 24 TCGTCAATC ACTCGACGAAAA 458 58,4 60,0 138
CGA

SCARF2f 22 TCGGTTCGTAGG TATACGTGT 50,0 55,8 60,0 139
C

SCARF2r 22 GCTACTACCAATACTTCCGCG 50,0 56,4 60,0 140
A

SLC35E3f 21 GTTAGACGG TTITTAGTTTCGC 429 51,8 60,0 141

SLC35E3r 20 AAA AAC CCG ACGACGATTCG 50,0 55,8 60,0 142

slc38a3f 21 GTTAGAGTTCGC GTAGCGTAC 524 55,3 65,0 143

slc38a3r 25 GAA AAAACCAACCGAACGAAA 40,0 56,9 65,0 144

ACG A
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(continuacién)

Nombre Longitud  Secuencia (5'— 3') Contenidoen GC Tm Ta SEQ |ID
(nt) (%) NO:

slc6a3f 19 CGG GGC GTTTCGATGTCGC 68,4 62,0 65,0 145

slc6a3r 24 CCG AAC GAC CAAATAAAACCA 458 57,0 65,0 146
ACG

srcin 1f 22 CGTTTTATGTTG GGAGCGTTC 50,0 56,8 65,0 147
G

srcin 1r 20 GAC CGAACC GCG TCT AAACG 60,0 58,5 65,0 148

st6 gal2f 21 TACGTATCGAGGTTGCGTCGC 571 59,3 65,0 149

st6 gal2r 25 AAACTC TAAAAC GAACGAAAC 36,0 54,9 65,0 150
TCG A

st8sia1f 21 TCGAGACGCGTTTTTTGC GTC 524 58,7 60,0 151

st8sial r 20 AAC GAT CCC GAACCG CCGTA 60,0 61,3 60,0 152

ST8SIA6f 21 CGAGTAGTGCGTTTTTCGGTC 524 56,2 60,0 153

ST8SIA6r 22 GAC AAC AAC GATAACGACGAC 50,0 56,1 60,0 154
G

SUSD5f 22 AGC GTGCGTTATTCGGTTTTG 50,0 59,1 65,0 155
C

SUSD5r 23 ACC TAC GAT TCG TAA ACC GAA 47,8 56,9 65,0 156
CG

TOX2f 23 AGTTCGCGTTTTTTITCGGTCG 47,8 58,5 70,0 157
TC

TOX2r 21 AAC CGACGCACC GACTAACGA 57,1 61,0 70,0 158

twist1f 22 TTGCGTCGTTTGCGTTTTTCGC 50,0 59,9 60,0 159

twist1r 20 CAACTC GCC AATCTC GCC GA 60,0 60,2 60,0 160

USP3f 18 TAT TGC GGG GAG GTG TTC 55,6 54,7 60,0 161

USP3r 24 TCA AAA AAT AAT TAACCG AAC 29,2 51,3 60,0 162
CGA

USP44f 24 TTAGTT TTC GAAGTTTTC GTT 37,5 54,4 60,0 163
CGC

USP44r 19 TCC GACCCTATC CCGACGA 63,2 59,9 60,0 164

VIMf 27 GAT TAG TTAATT AAC GAT AAA 29,6 51,0 60,0 165
GTT CGC

VIMr 23 CCG AAAACG CATAATATCCTC 43,5 55,0 60,0 166
GA

vwc2f 26 TTG GAGAGTTTITTCGAATTTT 34,6 55,2 65,0 167
TTC GC

vwc2r 19 GAA AAC CAC CCTAAC GCCG 57,9 56,6 65,0 168

wt1f 17 CGC GGG GTTCGTAGGTC 70,6 58,5 65,0 169

wt1r 23 CGACAAACAACAACGAAATCG 391 54,5 65,0 170
AA

zfp30f 22 AGT AGC GGTTATAGTGGC GTT 50,0 56,7 65,0 171
C

zfp30r 22 GCATTC GCG ACG AAAACAAAC 50,0 58,0 65,0 172
G

ZNF569f 20 GTATTG AGG TCGGCG TTG TC 55,0 55,9 60,0 173

ZNF569r 19 CCG CCC GAATAAACC GCGA 63,2 60,8 60,0 174

ZNF71f 20 CGT AGTTCG GCGTAG TTC GC 60,0 58,2 65,0 175

ZNF71r 21 AAC CCGCCC GAC GACAATACG 61,9 62,1 65,0 176

En la Tabla 2a, Ta es la temperatura de hibridacidon optimizada, y Tm es la temperatura de fusiéon en °C en NaCl
50 mM. Los cebadores celf2f y celf2r; LOC63930 (bhlhe23)f y LOC63930 (bhlhe23)r; PRKCBf y PRKCBr; y TOX2f y
TOX2r se usaron en una reaccion en dos etapas.
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Especimenes

Muestras de ADN archivadas de pacientes de la clinica Mayo se usaron en ambas validaciones. Los casos y los
controles se enmascararon y se emparejaron por edad y sexo. El primer conjunto de muestra incluyé ADN de 38
adenocarcinomas pancreaticos y controles (20 epitelios colénicos normales, 15 pancreas normales, y 10 capas
leucocitarias normales). El segundo conjunto de muestras incluydé ADN de 38 neoplasias colorrectales 20
adenocarcinomas colorrectales y 18 adenomas > 1 cm), 19 adenocarcinomas esofagico, 10 canceres gastricos
(estémago) y 10 colangiocarcinomas.

procedimientos

El ADN archivado se repurificé usando perlas SPRI (AMPure XP-Beckman Coulter) y se cuantificaron mediante
absorbancia. 1-2 uyg de muestra de ADN se trataron a continuacién con bisulfito de sodio y se purificaron usando el
protocolo EpiTect (Qiagen). El material eluido se (10-20 ng) amplificé en un Roche 480 LightCycler usando bloques
de 384 pocillos. Cada placa acepté 4 marcadores (y patrones y controles), Usando un total de 23 placas. Los 88
ensayos MSP tuvieron perfiles de amplificacién 6ptima diferentes y se agruparon en consecuencia. En la Tabla 2 se
proporcionan las temperaturas de hibridaciéon especifica. Las reacciones de 20 ul se efectuaron usando una mezcla
maestra LightCycler 480 SYBR | (Roche) y 0,5 umoles del cebador durante 50 ciclos y se analizaron, generalmente,
por el procedimiento de la segunda derivada incluido con el programa informatico LightCycler. Los datos sin
procesar, expresados como numero de copia genémica, se normalizaron respecto a la cantidad de ADN inicial, y se
tabularon. El analisis del tejido comprendié realizar una PCA (suplementada mediante validacién cruzada k veces),
regresion neta elastica, y construccion de graficos de cajas de los marcadores netos elasticos no cero. De esta
forma, los marcadores fueron clasificadas en conjunto. De estos candidatos, debido a la importancia de minimizar la
metilacion del fondo de células normales para los ensayos basados en heces y en sangre, la clasificacion pondero
hacia aquellos marcadores que mostraban un valor mayor de veces de cambio diferencial entre casos y controles.

Resultados

Entre los 107 marcadores de ADN metilados con una discriminacién demostrada para canceres Gl, se realizé la
validacién de 88, de los que se identificaron subconjuntos para la presentacion de un resumen de datos mas
detallado.

Deteccién de cancer pancreatico

Un subconjunto de marcadores de la metilacion fue especialmente discriminante para el cancer pancreatico: ABCB1,
ADCY1, BHLHE23 (LOC63930), c130rf18, CACNA1C, chr12 133, CLEC11A, ELMO1, EOMES, GJC1, IHIF1, IKZF1,
KCNK12, KCNN2, PCBP3, PRKCB, RSPO3, SCARF2, SLC38A3, ST8SIA1, TWIST1, VWC2, WT1 y ZNF71 (véase
la Tabla 1). Los valores de ABC individuales (PanC versus pancreas o colon normales) para estos marcadores
fueron superiores a 0,87, lo que indica una sensibilidad y especificidad clinicas superiores.

Inicialmente, los dos mejores marcadores independiente parecian ser CLEC11A y c¢130rf18, que tenian una
sensibilidad del 95 % y del 82 % para el cancer pancreatico, respectivamente, para una especificidad del 95 %.
Experimentos adicionales disefiaron cebadores adicionales para dirigirse a los CpG mas especifico dentro de las
DMR especificadas de marcadores seleccionados. Estos cebadores adicionales mejoraron adicionalmente la
discriminacién. Por ejemplo, el disefio de nuevos MSP para el marcador PRKCB (sensibilidad inicial del 68 %)
aumento de forma importante la discriminacion para el cancer pancreatico y consiguid una sensibilidad del 100 % a
un 100 % de especificidad. Ademas, la mediana de la relacion sefial-ruido para la metilacion de este marcador, que
compara el tejido canceroso con el normal, fue mayor de 8000. Esto proporciona una métrica fundamental para la
deteccién de marcadores de cancer en muestras con altos niveles de heterogeneidad celular normal. Disponer de
los perfiles de metilacion basales de las DMR procedentes de los datos filtrados por RRBS permite la construccion
de ensayos de deteccién muy sensibles y especificos. Estos resultados obtenidos con los disefios de los MSP
mejorados demostraron que se puede obtener especificaciones de comportamiento similares a las otras 106 DMR
con mejoras adicionales en el disefio, validacién, y formatos de ensayo.

Tabla 2b: Cebadores MSP

Nombre Longitud Secuencia Contenido en Tm Ta SEQ ID
(nt) (5'= 3" GC (%) NO:

dll (sentido 20 GTC GAG CGC GTTCGT TGT AC 60,0 58,9 65 177

directo)r

dll (sentido 22 GAC CCG AAA AAT AAATCC CGAA 40,9 53,3 65 178

directo)r

dll (sentido 24 GATTTTTTT AGT TTG TTC GAC GGC 37,5 53,5 65 179

contrario)f
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(continuacion)

Nombre Longitud Secuencia Contenidoen Tm Ta SEQ ID
(nt) (5'— 3" GC (%) NO:

dll (sentido 25 AAAATTACT AAACGC GAAATC GAC G 36,0 54,4 65 180

contrario)r

en1 (sentido 26 TAA TGG GAT GAT AAATGT ATT CGC 38,5 55,2 65 181

directo)f GG

en1 (sentido 26 ACC GCC TAATCC AAC TCG AAC TCG 50,0 61,2 65 182

directo)r TA

en1 (sentido 22 GGT GTTTTT AAAGGGTCGTCGT 455 55,7 65 183

contrario)f

en1 (sentido 19 GAC CCGACTCCTCCACGTA 63,2 58,4 65 184

contrario)r

foxp2 (sentido 30 GGAAGTTTATAGTGG TTT CGG CGG 53,3 63,6 60 185

directo)f GTA GGC

foxp2 (sentido 22 GCG AAAAAC GTTCGAACC CGC G 59,1 619 60 186

directo)r

grin2d (sentido 28 TGT CGTCGT CGC GTTATTTTAGTT 42,9 59,2 60 187

directo)f GTTC

grin2d (sentido 22 AAC CGC CGT CCAAAC CATCGTA 54,6 61,3 60 188

directo)r

nr5a1 (sentido 25 GAAGAG TTAGGG TTC GGG ACG CGA 60,0 62,6 65 189

directo)f G

nr5a1 (sentido 25 AAC GAC CAAATAAAC GCCGAACCGA 48,0 61,1 65 190

directo)r

nr5a1 (sentido 25 CGTAGG AGC GATTAG GTG GGC GTC 64,0 64,6 60 191

contrario)f G

nr5a1 (sentido 23 AAA CCA AAA CCC GAAACG CGA AA 43,5 58,5 60 192

contrario)r

shh (sentido 26 CGATTC GGG GGATGG ATTAGC GTT 53,9 62,6 65 193

directo)f GT

shh (sentido 30 CGA AAT CCC CCT AAC GAA AAT CTC 43,3 60,4 65 194

directo)r CGA AAA

shh (sentido 25 CGGGGTTTITTTTAGC GGG GGTTTTC 52,0 61,0 65 195

contrario)f

shh (sentido 29 CGC GAT CCG AAA AAT AAATTAACG 37,9 57,8 65 196

contrario)r CTACT

spsb4 (sentido 20 AGC GGT TCG AGT TGG GAC GG 65,0 62,3 65 197

directo)f

spsb4 (sentido 24 GAA AAA CGC GAT CGC CGA AAACGC 54,2 61,8 65 198

directo)r

spsb4 (sentido 28 GAA GGT TAT TAATTT AAT AGT CGC 321 53,7 65 199

contrario)f GGAA

spsb4 (sentido 25 AAAAAAAACGTTCCCGACGACCGCG 52,0 62,4 65 200

contrario)r

prkcbf (redisefio) 25 AGTTGTTTTATATATCGG CGTTCG G 40,0 55,3 65 201

prkcbr (redisefio) 23 GAC TAT ACACGC TTAACC GCG AA 47.8 56,9 65 202

En la Tabla 2b, Ta es la temperatura de hibridacidon optimizada, y Tm es la temperatura de fusién en °C en NaCl

50 mM.

Deteccidn de otras neoplasias gastrointestinales

A continuacién, los marcadores se evaluaron en el 2° conjunto de muestras, que incluia otros canceres y
precanveres Gl, como se ha indicado anteriormente. Los procedimientos, incluidas las condiciones de reaccion, y la
plataforma, fueron idénticos a la primera validacion descrita anteriormente. Los datos se normalizaron respecto a la
cantidad de ADN inicial, lo que permite que los nimeros de copia se comparen entre las dos validaciones. El analisis
consistio en PCA y validacion cruzada k veces, como anteriormente.
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Algunas secuencias de metilacion que se identificaron mostraron grados de discriminacion muy elevados, incluso
como marcadores independientes. Por ejemplo, IKZF1 tuvo un 95 % de sensibilidad para adenoma y 80 % de
sensibilidad para CRC, con practicamente nada de metilacion del fondo en muestras normales. La relaciones S/N
fueron mayores de 10.000 - un grado de discriminacién muy pocas veces visto con cualquier clase de marcadores.
El ensayo chr12.133, especifico de un tramo completamente desconocido y descrito de ADN metilado, también fue
adecuado para detectar todos los canceres igualmente bien. Varios marcadores (cd1d, chr12.133, clec11a, elmo1,
vwc2, zuf71) consiguieron individualmente una discriminacion perfecta para el cancer gastrico, como lo hizo twist1
para el cancer colorrectal (Tabla 6).

Prediccion del sitio del tumor

Los datos recopilados durante el desarrollo de las realizaciones de la tecnologia demostraron que los estados de
metilacion de marcadores de ADN concretos predicen de forma precisa el sitio de la neoplasia. En este analisis, se
us6 un modelo de regresidon con particiones recursivas en un analisis de arbol de decisiones basado en
combinaciones de marcadores que se comportan de manera complementaria para generar una clasificacion del sitio
sélida.

En particular, se realizaron analisis estadisticos para validar los resultados de sensibilidad y especificidad de
combinaciones de marcadores. Por ejemplo, usando un modelo de "bosque aleatorio" (véase, por ejemplo, Breiman
(2001) "Random Forests" Machine Learning 45: 5-32), se construyeron modelos de arbol usando regresién de
arboles con particiones recursivas, por ejemplo, tal como se implementa en el paquete rPart en el programa
informatico estadistico R. La regresion de arboles con particiones recursivas es una técnica de regresion que intenta
minimizar una funcion de pérdida y de esta forma maximiza el contenido de informacién en problemas de
clasificacion. El arbol se construye mediante el siguiente procedimiento: en primer lugar, se encuentra la variable
individual que mejor divide los datos en dos grupos. Los datos se separan, y a continuacién este procedimiento se
aplica por separado a cada subgrupo, y asi de forma recursiva, hasta que cada uno de los subgrupos alcanza un
tamafio minimo o hasta que no se pueden hacer mejoras. La segunda etapa del procedimiento consiste en utilizar
validacién cruzada para reducir todo el arbol. Una estimacion del riesgo por validacion cruzada se calcula a partir de
un conjunto de subarboles anidados, y se produce un modelo final a partir del subarbol con menor estimacion del
riesgo. Véase, por ejemplo, Therneau (2012) "An Introduction to Recursive Partitioning Using RPART Routines",
available at The Comprehensive R Archive Network; Breiman y col. (1983) "Classification and Regression Trees"
Wadsworth, Belmont, CA; Clark y col. (1992) "Tree-based models" in J.M. Chambers y T.J. Hastie, eds., Statistical
Models in S, capitulo 9. Wadsworth y Brooks/Cole, Pacific Grove, CA; Therneau (1983) "A short introduction to
recursive partitioning" Orion Technical Report 21, Universidad de Stanford, Departamento de estadistica; Therneau y
col. (1997) "An introduction to recursive partitioning using the rpart routines" Divsion of Biostatistics 61, Clinica Mayo.

Como se usa en este andlisis, la clasificacion es Lesion Gl superior vs. Lesién Gil inferior vs. Muestras normales. En
cada nodo de la regresion, todas las variables se consideran para la entrada, pero solamente la variable de mayor
disminucion en el riesgo del resultado previsto se introduce. Se afiaden nodos posteriores al arbol hasta que no se
produce ningun cambio en el riesgo. Para evitar sobreajustes, se uso la regresion de bosque aleatorio. En este
enfoque, se generaron 500 arboles de prediccion usando analisis con sustitucion de muestras y seleccion aleatoria
de variables. Para determinar la importancia de la variable i-ésima, la i-ésima variable se deja de lado, y se
comparan las correspondientes tasas de error para el ajuste completo (incluidos todos los datos) vs. el ajuste
reducido (todos los datos salvo la i-ésima variable) usando las 500 predicciones.

Se construyé un bosque de 500 arboles para estudiar la potencia predictiva de los marcadores candidatos para
discriminar entre el tejido normal, las lesiones gastrointestinales superiores y las lesiones gastrointestinales
inferiores. Este procedimiento se realiza con un grado de solidez muy alto. En primer lugar, para cada creacion de
arbol, se toma una muestra del analisis con sustitucion de la base de datos para crear un conjunto de entrenamiento,
y todas las observaciones no seleccionadas se utilizan como conjunto de validaciéon. En cada rama del arbol, se usa
un subconjunto aleatorio de marcadores, que se evalla para determinar el mejor marcador para uso en ese
determinado nivel del arbol. En consecuencia, todos los marcadores tienen la misma oportunidad de seleccionarse.
La técnica proporciona una validacién y evaluacion rigurosa de la importancia relativa de cada marcador. Cada uno
de los 500 arboles puede "votar" acerca de la clase a la que pertenece una muestra en concreto, siendo el ganador
el que obtiene mayoria de votos. La tasa de clasificacién incorrecta estimada se estima para todas las muestras no
utilizadas en un arbol concreto.

Para analizar la importancia relativa de un marcador dado, el conjunto de validacién se vuelve a usar. Aqui, una vez
que un arbol se ha ajustado, los datos de validacion se hacen descender por el arbol, y se anota el indice de
clasificacion correcto. Después, los valores de los marcadores se permutan aleatoriamente para el m-ésimo
marcador, se hace descender por el arbol, y se vuelve a anotar la clasificacion correcta. Si un marcador tiene mucha
importancia, los datos reales proporcionan una mejor clasificaciéon que los datos permutados aleatoriamente. La
clasificacion incorrecta de los datos permutados se conoce como la disminucién media en la precision. Si un
marcador no es importante, los datos reales proporcionaran una clasificacion similar a los datos aleatoriamente
permutados. La Figura 1 es una representacion grafica de la importancia de los marcadores segun se determina por
la disminucion media en la precision. Las lineas verticales se encuentran al 2,5 % y al 5 %. Estos datos indican que,
por ejemplo, para cleclla, la disminucion media en la precisidon estimada es de aproximadamente un 12 %, lo que
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indica que, cuando se permutan aleatoriamente los resultados de este marcador, la precision global de la prediccion
disminuye en un 12 %. La Figura 1 lista los marcadores en orden de importancia.

La tasa de clasificacion incorrecta global estimada para los 500 arboles del bosque fue 0,0989. Los resultados del
procedimiento de votacion en los 500 arboles del bosque se resumem en la Tabla 3, y se expande por subtipo en la
Tabla 4. En las tablas, el tipo de muestra de tejido se relaciona en la primera columna (por ejemplo, no canceroso
("Normal"), cancer gastrointestinal superior ("Superior"), o cancer gastrointestinal inferior ("Inferior") en la Tabla 3;
adenoma ("Ad"), colon normal ("Colo Normal"), cancer colorrectal ("CCR"), cancer esofagico ("Eso C"), cancer
pancreatico ("Pan C"), pancreas normal ("Pan Normal"), y cancer de estomago ("Estémago C") en la Tabla 4). Se
proporciona una clasificacion cuantitativa de las muestras mediante el analisis como una niumero en las columnas 1,
2, o 3, para su clasificacion como cancer gastrointestinal superior (columna 1), cancer gastrointestinal inferior
(columna 2), o tejido normal (columna 3), respectivamente. Los numeros proporcionan una medicion que indica la
tasa de éxito del clasificador (por ejemplo, el nimero de veces que el clasificador clasifica el tipo de muestra en la
primera columna como el tipo que se indica en la primera fila).

Tabla 3
1 2 3 error de clase
Superior 59,00 1,00 7,00 0,12
Inferior 3,00 33,00 2,00 0,13
Normal 1,00 0,00 44,00 0,02

columna 1 = Gl superior; columna 2 = Gl inferior; Columna 3 = normal

Tabla 4
Tipo de muestra UGIC* Previsto en el modelo CRN** Normal
uaGIC*
Cancer de pancreas 35 0 3
Cancer de esdéfago 15 0 3
Cancer de estébmago 9 1 0
CRN**
Cancer de colon 2 16 2
Adenoma de colon 1 17 0
Controles
Pancreas Normal 0 0 15
Colon Normal 0 0 20
Capa leucocitaria normal 1 0 9

* UGIC = Cancer Gl superior, ** CRN = CRC + Adenoma =1 cm

Un andlisis adicional demostré que una combinacién de dos marcadores predijo con precision el sitio del tumor en
>90 % de las muestras, las 17 principales combinaciones de marcadores predijeron con precision el sitio del tumor
en >80 % de las muestras, y las 49 principales combinaciones de marcadores predijeron con precision el sitio del
tumor en el 70 % de las muestras. Esta observacion de que multiples combinaciones de marcadores de la metilacion
del ADN predicen con precision el sitio del tumor demuestra la solidez de la tecnologia.

Usando los dos marcadores principales en el arbol de decisidon con particiones recursivas, todos los tejidos normales
se clasificaron correctamente como normales, todos los canceres gastricos se clasificaron correctamente como Gl
superior, casi todos los canceres esofagicos y pancreaticos se clasificaron correctamente como Gl superior, y casi
todos los canceres colorrectales y precanceres (adenomas) se clasificaron correctamente como Gl inferior. Durante
el desarrollo de las realizaciones de la tecnologia proporcionada en el presente documento, los analisis estadisticos
se centraron en un conjunto de marcadores especifico que consiste en clec11a, c130rf18, kcnn2, abcb1, slc38a3,
cdlc, ikzf1, adcy1, chr12133, rspo3 y twist1. En particular, los andlisis estadisticos anteriormente descritos estaban
dirigidos a identificar conjuntos de marcadores (por ejemplo, con dos 0 mas marcadores) que proporciona una mayor
potencia para identificar el cancer y/o discriminar entre canceres. La Tabla 5 resume la precisién para cada conjunto
de marcadores emparejados, concretamente proteinas clec11a, ¢c130rf18, kecnn2, abcb1, slc38a3, cdlic, ikzf1, adcy1,
chr12133, rspo3 y twist1. De acuerdo con este analisis, el par de marcadores compuesto por cleclla y twist1 es el
mas informativo, pero otras diversas combinaciones tienen precisiones similares.

Tabla 5 - Precision para la prediccion del sitio usando varias combinaciones de marcadores

precision marcadores
90,7 clec11a twist1
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(continuacion)

precision marcadores
90,7 clec11a twist1
88,7 clec11a chr12.133
88,7 clec11a rspo3
88 clec11a ikzf1
86,7 clec11a adcy1
84,7 twist1 c130rf18
84 clec11a ed1d
83,3 twist1 abcb1
83,3 c130rf18 chr12.133
83,3 abcb1 chr12.133
83,3 abcb1 rspo3

82 c130rf18 rspo3
81,3 abcb1 ikzf1

80,7 abcb1 adcy1

80 twist1 kecnn2

80 c13o0rf18 adcy1
80 cd1d rspo3

79,3 ¢c130rf18 cd1d
79,3 kenn2 adcy1
79,3 kenn2 rspo3
79,3 cd1d ikzf1

78,7 c130rf18 ikzf1
77,3 kenn2 ikzf1

77,3 abcb1 cd1d
76,7 twist1 cd1d

76,7 kenn2 chr12.133
76,7 chr12.133 rspo3
76 cd1d chr12.133
75,3 twist1 rspo3
75,3 kenn2 cd1d

74,7 twist1 ikzf1

74 twist1 slc38a3
74 slc38a3 ikzf1

74 slc38a3 chr12.133
73,3 twist1 chr12.133
73,3 slc38a3 adcy1
73,3 adcy1 rspo3
72,7 slc38a3 rspo3
72 cd1d adcy1

72 ikzf1 chr12.133
72 adcy1 chr12.133
71,3 ikzf1 adcy1

70,7 clec11a c130rf18
70,7 clec11a kenn2
70,7 clec11a abcb1
70,7 clec11a slc38a3
70,7 ikzf1 rspo3

70 twist1 adcy1

70 kenn2 abcb1
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(continuacion)

precision

68
66,7
65,3
65,3
64,7
56

marcadores
slc38a3 cd1d
c¢130rf18 abcb1
¢130rf18 kenn2
kenn2 slc38a3
c130rf18 slc38a3
abcb1 slc38a3

Ejemplo 3 - Analisis de la ABC de los marcadores individuales

El analisis estadistico incluyé el analisis de los componentes principales para identificar combinaciones lineales no
correlacionadas de los marcadores cuya varianza explica el mayor porcentaje de variabilidad observado en los datos
originales. El andlisis determin6 la ponderacidon relativa de cada marcador para discriminar entre grupos de
tratamiento. Como resultado de este analisis, los valores de la ABC en el punto final se determinaron para un
subconjunto de los marcadores que mida la potencia de cada marcador para discriminar un cancer especifico
(esofagico, estdbmago, pancreatico, colorrectal, y adenoma) de 1) los otros tipos de cancer y de 2) muestras
normales (por ejemplo, que no comprenden tejido canceroso 0 no son de un paciente que tiene cancer o que puede
desarrollar cancer). En la Tabla 6 se proporcionan estos datos.

Tabla 6 - Valores de la ABC para un subconjunto de los marcadores

BMP3 NDRG4 abcb1 adcy1

Eso C. vs. Otro 0,51 0,58 0,67 0,39

Eso C. vs. Normal 0,82 0,86 0,83 0,63
Estomago C. vs. Otro 0,72 0,70 0,87 0,65
Estdomago C. vs. Normal 0,91 0,95 1,00 0,86
Pan C. vs. Otro 0,59 0,66 0,73 0,69

Pan C.vs. Normal 0,90 0,90 0,91 0,94
CRC. vs. Otro 0,74 0,59 0,46 0,69

CRC. vs. Normal 0,91 0,87 0,72 0,86

Ad. vs. Otro 0,74 0,71 0,35 0,71

Ad. vs. Normal 0,96 0,94 0,61 0,99
c130rf18 cacnalc cd1d chr12.133

Eso C. vs. Otro 0,60 0,27 0,52 0,52

Eso C. vs. Normal 0,75 0,42 0,85 0,86
Estémago C. vs. Otro 0,78 0,70 0,75 0,81
Estémago C. vs. Normal 0,88 0,96 1,00 1,00
Pan C. vs. Otro 0,81 0,85 0,73 0,57

Pan C.vs. Normal 0,89 0,96 0,94 0,86
CRC. vs. Otro 0,37 0,56 0,67 0,73

CRC. vs. Normal 0,51 0,75 0,88 0,89

Ad. vs. Otro 0,21 042 0,54 0,72

Ad. vs. Normal 0,35 0,53 0,88 0,99
cleci11a elmo1 eomes glc1

Eso C. vs. Otro 0,55 0,46 0,37 0,51

Eso C. vs. Normal 0,81 0,76 0,54 0,69
Estomago C. vs. Otro 0,84 0,76 0,70 0,74
Estémago C. vs. Normal 1,00 1,00 0,89 0,88
Pan C. vs. Otro 0,89 0,62 0,70 0,54

Pan C.vs. Normal 0,98 0,93 0,87 0,73
CRC. vs. Otro 0,31 0,71 0,61 0,64

CRC. vs. Normal 0,56 0,83 0,79 0,80
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(continuacion)
Ad.vs.Otro 0,35 0,70 0,59 0,65
Ad. vs. Normal 059 092 0,77 0,82

inif1 kenk12 kcnn2 1oc63930

Eso C. vs. Otro 0,11 0,39 0,68 0,40
Eso C. vs. Normal 0,10 0,66 0,84 0,69
Estémago C. vs. Otro 0,80 0,65 0,76 0,65

Estomago C. vs. Normal 0,98 0,90 0,91 0,88
Pan C. vs. Otro 0,91 0,71 0,76 0,61
Pan C.vs. Normal 0,97 0,94 0,91 0,88

CRC. vs. Otro 0,50 0,71 0,46 0,84
CRC. vs. Normal 0,58 0,93 0,67 0,95
Ad. vs. Otro 0,21 0,67 0,30 0,69

Ad. vs. Normal 0,22 0,92 047 0,93

prkcb  rspo3 scarf2 slc38a3

Eso C. vs. Otro 0,44 0,42 0,13 0,34

Eso C. vs. Normal 0,62 0,68 0,21 0,50
Estomago C. vs. Otro 0,71 0,64 0,70 0,81
Estdmago C. vs. Normal 0,85 0,86 0,82 0,97
Pan C. vs. Otro 0,74 0,57 0,93 0,83

Pan C.vs. Normal 0,90 0,93 0,94 0,96

CRC. vs. Otro 0,56 0,80 0,49 0,57

CRC. vs. Normal 0,71 0,93 0,57 0,73

Ad. vs. Otro 0,46 0,82 0,26 0,32

Ad. vs. Normal 0,66 1,00 0,34 0,47

twist1  vwc2 wt1 znf71

Eso C. vs. Otro 0,42 0,52 0,35 0,70

Eso C. vs. Normal 0,74 0,83 0,66 0,90
Estomago C. vs. Otro 0,58 0,78 0,70 0,89
Estémago C. vs. Normal 0,92 1,00 0,91 1,00
Pan C. vs. Otro 0,67 0,58 0,76 0,50

Pan C.vs. Normal 0,94 0,92 0,98 0,79

CRC. vs. Otro 0,83 0,72 0,69 0,63

CRC. vs. Normal 1,00 0,90 0,92 0,91

Ad. vs. Otro 0,70 0,76 0,64 0,64

Ad. vs. Normal 0,95 0,98 0,89 0,90

st8sia1 ikzf1 pcbp3 PCA1

Eso C. vs. Otro 0,45 0,55 0,51 0,47

Eso C. vs. Normal 0,64 0,88 0,86 0,79
Estomago C. vs. Otro 0,77 0,74 0,76 0,81
Estdomago C. vs. Normal 0,92 0,97 0,97 0,99
Pan C. vs. Otro 0,65 0,49 0,64 0,72

Pan C.vs. Normal 0,93 0,85 0,86 0,96

CRC. vs. Otro 0,58 0,81 0,67 0,68

CRC. vs. Normal 0,74 0,94 0,90 0,96

Ad. vs. Otro 0,67 0,80 0,63 0,62

Ad. vs. Normal 0,84 0,99 0,86 0,98
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Ejemplo 4 - Es6fago de Barrett y cancer esofagico

El desarrollo de cancer esofagico esta estrechamente ligado a la metaplasia epitelial de Barrett y el adenocarcinoma
pancreatico surge de metaplasias discretas en las células de la mucosa. Véase, por ejemplo, Biankin y col (2003)
"Molecular pathogenesis of precursor lesions of pancreatic ductal adenocarcinoma" Pathology 35:14-24; Cameron y
col (1995) "Adenocarcinoma of the esophagogastric junction and Barrett's esophagus" Gastroenterology 109: 1541-
1546.

Para disminuir de forma significativa la creciente incidencia de adenocarcinoma esofagico, se necesitan
procedimientos eficaces para seleccionar la poblacién para el precursor critico del es6fago de Barrett (EB). Se han
propuesto herramientas minimamente invasivas o no invasivas para el cribado del EB, pero se han visto dificultados
por la falta de marcadores oOptimamente sensibles y de marcadores especificos. Los marcadores de cribado
deseados discriminan el EB de la mucosa esofagogastrica normal. Algunos genes con metilacion anémala estan
asociados como marcadores candidatos para el Be (véase, por ejemplo, Gastroenterology 2011; 140: S-222).

En consecuencia, durante el desarrollo de las realizaciones de la tecnologia, se realizaron experimentos para
evaluar los marcadores del ADN metilado seleccionados para discriminar el EB del es6fago escamoso (SE)
adyacente y cardias gastrico (GC) y del SE y GC en controles sanos.

Se reclutaron pacientes con y sin EB conocido antes de una endoscopia superior rutinaria. Los casos de EB tenian
>1 cm de longitud de la mucosa columnar perimetral, con metaplasia intestinal confirmada histolégicamente; los
controles no tenian BE como se determiné endoscopicamente. Se obtuvieron biopsias en los casos de EB, GC (1 cm
bajo la linea Z), y SE (>2 cm por encima de EB), y en los controles de GC (como para EB) y SE (5 cm por encima de
la linea Z), y se congelaron de forma rapida. Las muestras de biopsia se procesaron en lote, y se sometieron a
ensayo de forma enmascarada. Después de la extraccion del ADN vy el tratamiento con bisulfito, la metilacion de los
genes diana se analizé mediante la PCR especifica de metilacion para los marcadores APC, HPP1, SFRP1, y
ensayo QUARTS para los marcadores BMP3 y NDRG4. 3-actina se cuantific6 como un marcador del control para el
ADN humano total.

Entre 25 casos de BE y 22 controles, las medianas de edad fueron 67 (intervalo 39-83) y 50 (intervalo 20-78),
respectivamente, y los varones representaron el 72% y el 46 % de los sujetos en los grupos de EB y del control,
respectivamente. La mediana de la longitud del EB fue de 6 cm (intervalo 2-14 cm). Salvo para APC, la mediana de
los niveles de los marcadores metilados fue significativa y sustancialmente (por ejemplo, 200-1100 veces) mayor en
el EB que en el SE y GC adyacentes, o respecto a los SE y GC normales. Las sensibilidades del EB para varias
especificidades se muestran para cada marcador (Tabla 7). Los marcadores metilados fueron significativamente
superiores en el GC adyacente al EB que en el GC de los controles normales. El APC metilado fue mayor en el EB
que en SE, pero no distingue el EB del GC. A diferencia de los marcadores metilados, las distribuciones de 3-actina
fueron similares para todos los grupos de tejidos. Los niveles de los marcadores aumentaron con la longitud del EB
para NDRG4, SFRP1, BMP3, y HPP1 (p = 0,01, 0,01, 0,02, y 0.04, respectivamente). Los factores que no afectan
significativamente los niveles de marcadores incluyen la edad, el sexo, la inflamacion, y la presencia de displasia
(ninguna (8), grado bajo (6), grado alto (11)).

Por tanto, estos datos se muestran que los marcadores de ADN metilado seleccionado discriminan fuertemente el
EB de GC y SE, y proporcionan aplicaciones de cribado utiles.

Tabla 7

Sensibilidad para el EB, %

NDRG4 | SFRP1 | BMP3 | HPP1 | APC
Corte de especificidad*
100 % 96 96 84 84 0
95 % 96 96 92 88 8
90 % 96 96 92 92 8

*Basado en los datos combinados de SE y GC de los controles normales

Ejemplo 5 - Los marcadores de ADN metilados en el jugo pancreatico discriminan el cancer pancreatico de la
pancreatitis crénica y controles normales

El analisis del jugo pancreatico se ha explorado como un enfoque minimamente invasivo para la deteccion precoz
del cancer pancreatico (PC). Sin embargo, la citologia y muchos marcadores moleculares en el jugo pancreatico han
demostrado no ser sensibles 0 no han logrado distinguir entre PC de la pancreatitis cronica (véase, por ejemplo, J
Clin Oncol 2005; 23: 4524). Se realizaron experimentos para comprobar que el ensayo de genes con metilacion
anémala puede representar un enfoque mas preciso para deteccion del PC que el jugo pancreatico (véase, por
ejemplo, Cancer Res 2006; 66: 1208). En particular, los datos recogidos par evaluar los marcadores de ADN
metilados se analizaron en el jugo pancreatico para discriminar casos de pacientes con PC de los controles con
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pancreatitis crénica (CP) o un pancreas normal (NP).

Un panel de 110 pacientes (66 PC, 22 CP, 22 controles NP) se sometieron a recogida del jugo pancreatico
estimulada con secretina durante una prueba endoscépica con ultrasonidos. Los diagnosticos fueron
histolégicamente confirmados para PC y se basaron en radiografias para CP y NP. El jugo se congelé rapidamente y
se almacend a -80 °C. Se realizaron ensayos de forma enmascaradas sobre las muestras descongeladas por lotes.
Loa marcadores de ADN metilado candidatos se seleccionaron mediante secuenciaciéon del metiloma completo en
un estudio de tejidos independiente. Una vez que el ADN se extrajo del jugo pancreatico y se traté con bisulfito, se
determind la metilacién génica mediante la PCR especifica de metilacion para CD1D, CLEC11A, y KCNN2, o por
QUARTS para BMP3 y NDRG4. Se estudiaron las mutaciones KRAS (7 total) mediante QUARTS (la presencia de
cualquier mutacion KRAS se consideré como un positivo). L8 -actina, un marcador del ADN humano, también se
analizé mediante QUARTS, para proporcionar un control de la cantidad de ADN.

Respectivamente para PC, CP, y NP, la mediana de la edad fue 67 (intervalo 43-90), 64 (intervalo 44-86), y 60
(intervalo 35-78); los hombres representaron 56, 68, y 21 % de estos grupos, respectivamente. Todos los
marcadores discriminaron PC de NP pero en cantidad variable. La ABC fue 0,91 (95 % IC, 0,85-0,97), 0,85 (0,77-
0,94), 0,85 (0,76-0,94), 0,78 (0,67-0,89), y 0,75 (0,64-0,87) para CD1D, NDRG4, CLEC11A, KCNN2 y BMP3
metilado, respectivamente, y 0,75 (0,64-0,86) para KRAS mutante. La discriminacion para PC mediante CD1D fue
significativamente superior que mediante KRAS (p=0,01), KCNN2 (p=0,02), o BMP3 (p<0,01). Se muestran las tasas
de positividad para PC y CP para cada marcador al 95 y 100 % de los corte de especificidad normales (Tabla 8); la
tasa de positividad en CP (positivos falsos) fue menor para CD1D y mayor para KRAS. Los niveles de marcadores
no se vieron significativamente afectados por el sitio de PC (cabeza, cuerpo, cola) o etapa (NO vs. N1). Lo niveles de
B-actina fueron similares entre los grupos de pacientes.

Estos datos muestran que los marcadores de ADN metilado discriminan PC de CP y NP cuando se someten a
ensayo para el jugo pancreatico, por ejemplo, jugo pancreatico estimulado por secretina. En particular, el CD1D
metilado fue significativamente mas sensible para PC y mostré sustancialmente menos positivos falsos con CP de lo
que lo hizo KRAS mutante.

Tabla 8
Tasas de positividad, %
Para especificidad 95 %* | Para especificidad 100 %*
PC CP PC CP
Marcadores de la metilacion
cD1D 75 9 63 5
NDRG4 67 14 56 5
CLEC11A 56 18 38 5
KCNN2 33 18 33 18
BMP3 31 9 23 5
Marcador de mutacion
KRAS 55 41 53 32
*Cortes de especificidad basados en los datos NP

Ejemplo 6 - Paneles de marcadores de ADN sensibles para la deteccion del cancer pancreatico mediante
analisis en jugo pancreatico

El andlisis del jugo pancreatico representa un enfoque minimamente invasivo para la deteccion de cancer
pancreatico (PC) y del precancer. Se ha descubierto que los marcadores de ADN metilado especificos en el jugo
pancreatico discriminan entre PC y la pancreatitis crénica (CP) y el pancreas normal (Gastroenterology 2013;144:S-
90), pero nuevos marcadores y combinaciones de marcadores siguen por descubrir.

Se han realizado experimentos para evaluar el valor de los marcadores del ADN metilado recientemente
descubiertos y de los KRAS mutantes analizados en solitario y combinados en el jugo pancreatico para discriminar
entre PC y la pancreatitis cronica (CP) y los controles de referencia (CON).

167 pacientes (85 PC, 30 CP, 23 con neoplasia mucinosa intraductal premaligna (IPMN), 29 CON) que se habian
sometido a recogida de jugo pancreatico estimulada por secretina durante EUS fueron objeto de estudio. Los
diagnosticos se basaron histolégicamente para PC, radiograficamente para PC, e histoldgica o radiograficamente
para IPMN. La especificidad se basé en CON, que incluia pacientes con factores de riesgo para PC, valor elevado
de enzimas pancreaticas, o sintomas Gl pero pancreas radiograficamente normales. Las muestras de jugo
archivadas a -80 °C se analizaron por lotes de forma enmascarada. Sobre el ADN extraido de 200 ul de jugo
pancreatico, se determiné la metilacion de los genes después del tratamiento con bisulfito mediante amplificacion de
la diana y la sefal en tiempo real especifica de alelo cuantitativa (QUARTS) para analizar ADCY1, CD1D, BMP3,
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PRKCB, KCNK12, C130RF18, IKZF1, CLEC11A, TWIST1, NDRG4, ELMO, y 55957. Las mutaciones de KRAS
mutante (7 total) y B-actina (un marcador del ADN humano total) también se analizaron mediante QUARTS. Para los
datos cuantitativos, se siguié un algoritmo para conseguir la discriminacion éptima mediante un panel que combina
todos los marcadores.

Respectivamente para PC, CP, IPMN, y CON: la mediana de edad fue 67 (IQR 60-77), 66 (55-77), 66 (60-76) y 70
(62-77); los hombres comprendian 52, 53, 49, y 72 %. Para los cortes de especificidad respectivos del 90 % y 95 %:
el panel de marcadores combinado consiguié las sensibilidades mas altas para PC (88 % y 77 %); ADCY1, el
marcador individual mas sensible, detecté 84 % y 71 %. Otros marcadores individuales detectaron PC pero en
cantidad variable (tabla). La discriminacion por area bajo la curva COR fue mayor segun el panel que para cualquier
otro marcador individual (p<0,05), salvo ADCY1 (tabla). Para el 90 % de especificidad, el panel detecto el 44 % de
todos los IPMN y el 75 % (3/4) del subconjunto con un elevado grado de displasia. Las tasas de positividad fueron
sustancialmente menores para CP que para PC para todos los marcadores que se muestran en la Tabla 7
(p<0,0001). Para el 100 % de especificidad, el panel fue positivo para el 58 % de PC, 17 % de IPMN, y 13 % de CP.
En consecuencia, estos resultados demuestran que un panel de novedosos marcadores de ADN metilado y KRAS
mutante analizado en el jugo pancreatico consiguié alta sensibilidad para PC.

Tabla 7: Tasas de positividad para marcadores en jugo pancreatico de pacientes con cancer pancreatico
(PC), neoplasia mucinosa papilar intraductal (IPMN), y pancreatitis cronica pancreatitis (CP).

ABC (PC vs Con) Tasas de positividad, %
Para especificidad 90 %* Para especificidad 95 %*
PC IPMN CP PC IPMN CcP
Marcadores de la metilacion**
ADCY1 0,89 84 39 30 7 35 17
C130RF18 0,82 67 17 13 52 13 3
PRKCB 0,82 62 9 20 42 4 17
CcD1D 0,82 61 22 10 46 17 10
KCNK12 0,82 54 17 10 25 13 3
BMP3 0,81 49 13 7 27 13 0
IKZF1 0,80 71 22 20 54 22 17
Marcador de mutacion
KRAS 0,80 59 22 13 58 17 10
Todos los marcadores
Panel*** 0,91 88 44 37 77 39 23

*Cortes de especificidad basados en los datos del control de referencia (CON).

**Se muestran los 7 principales marcadores del ADN metilado individuales.

***Salvo para ADCY1, el panel tuvo una ABC significativamente mas elevada que los marcadores del ADN metilado
individuales (p<0,05).

Ejemplo 7: Deteccién del cancer pancreatico con una muestra de heces usando el marcador CD1D.

Muestras de heces de 45 individuos con cancer pancredtico, y 45 individuos que no tenian cancer pancredtico se
recogieron y se analizaron para determinar la presencia del marcador CD1D. El cancer pancreatico se detecto
correctamente usando el marcador CD1D en heces.

Ejemplo 8: Novedosos marcadores de la metilacion del ADN asociados con el cancer pancreatico en etapa
inicial.

Introduccién al estudio:

En estudios de tejido de control del caso independientes, se realizaron experimentos para identificar novedosos y
fuertemente discriminantes marcadores de la metilaciéon para PanC usando RRBS durante la fase de descubrimiento
y PCR especifica de metilacion (MSP) para la fase de validacion.

Poblacién del estudio:

Tras su autorizacion por el Comité de revision institucional de la Clinica Mayo, se identificaron muestras de tejidos a
partir de registros de cancer existentes. La poblacion accesible incluyé los que se han sometido a una
pancreatectomia distal, pancreaticoduodenoctomia, colectomia o biopsia de colon con un espécimen congelado
archivado. Todos los tejidos se revisaron por un patélogo gastrointestinal experto para confirmar la clasificacion
correcta. Las muestras del caso PanC incluyeron tejidos con adenocarcinoma pancreatico ductal limitado a la
enfermedad en la etapa inicial (AJCC estadio | y Il) (Edge SBB, D.R.; Compton, C.C.; Fritz, A.G.; Greene, F.L.; Trotti,
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A. (Eds.), editor. AUJCC Cancer Staging Manual. 72 ed: Springer, Nueva York; 2010). Se excluyeron las neoplasias
derivadas de lesiones IPMN. Se estudiaron dos grupos del control. El primero, denominado "pancreas normal",
incluyd los margenes de reseccion histolégica normal de bajo riesgo (cistadenoma seroso) o neoplasias pancreaticas
focales (tumores neuroendocrinos). El segundo grupo del control incluyo tejidos epiteliales colénicos procedentes de
pacientes con una confirmaciéon de no padecer PanC o neoplasia coldnica. Los casos y ambos controles se
emparejaron por sexo, edad (en incrementos de 5 afios) y estado de tabaquismo (actual o anterior frente a nunca).
En un laboratorio centralizado, los tejidos de los casos y del control se microdesecaron, y el ADN se extrajo usando
una técnica fenol-cloroformo, proporcionando al menos 500 ng de ADN. La identificaciéon de los casos, el
emparejamiento y la extraccion de ADN se realizaron por personal independiente para mantener el
enmascaramiento del personal de laboratorio por caso y estado del control.

Secuenciacion con representaciéon reducida de bisulfito:

La preparacioén de la biblioteca (Gu H, Bock C, Mikkelsen TS, Jager N, Smith ZD, Tomazou E, y col. Genome-scale
DNA methylation mapping of clinical samples at single-nucleotide resolution. Nat Methods. 2010;7:133-6): EI ADN
gendémico (300 ng) se fragmentd por digestion con 10 unidades de Mspl, una enzima de restriccion especifica de
metilacién que reconoce los motivos que contienen CpG. Esto enriquece las muestras en su contenido de CpG y
elimina zonas redundantes del genoma. Se repararon los extremos de los fragmentos digeridos y se agregaron colas
A con 5 unidades de fragmento de Klenow (3'-5’ exo-) y, se ligd durante la noche a adaptadores de TruSeq (lllumina,
San Diego CA) que contenian de una a cuatro secuencias de codigo de barras para enlazar cada fragmento a su ID
de muestra). Se llevé a cabo la selecciéon por tamafo de los fragmentos de 160-340 pb (inserciones de 40-220 pb)
usando perlas/tampén Agencourt AMPure XP SPRI (Beckman Coulter, Brea CA). Los cortes de tampon fueron 0,7x
a 1,1x volumenes de muestra de perlas/tampén. El volumen fue de 22 ul (tampdn EB - Qiagen, Germantown MD) Se
utilizé la PCR para controlar la eficacia de enlazado y la calidad de fragmentos en una pequefia alicuota de la
muestra. A continuacién, las muestras se sometieron a conversiéon con bisulfito usando un protocolo EpiTect
modificado (Qiagen). gPCR y PCR convencional (Pfu Turbo Cx hotstart, Agilent, Santa Clara CA) seguido por
evaluacioén con Bioanalyzer 2100 (Agilent) sobre alicuotas de muestra convertidas determinaron el nimero 6ptimo de
ciclos de la PCR antes de la amplificacion de la biblioteca final. Condiciones de la PCR final: 50 ul rxn: tampén 10X
5ul, 1,25 ul de 10 MM de cada dNTP, 5 ul de céctel de cebadores (~ 5 uM), 15 ul de molde (muestra), 1 ul de
PfuTurbo Cx hotstart, 22,75 agua. 95 °C < -5 min; 98 °C-30 s; 16 ciclos de 98° C-10's, 65° C-30's, 72° C-30's; 72° C
< -5 min; 4° C. Las muestras se combinaron (cantidades equimolares) en bibliotecas tetramultiplexadas segun el
esquema de aleatorizacion y se sometieron a ensayo con el bioanalizador para una comprobacién de la etapa final, y
con gPCR usando patrones phiX y cebadores especificos de adaptadores.

Secuenciacidn y bioinformatica:

Las muestras se cargaron en hileras de celdas de flujo de acuerdo con una asignacion aleatorizada de hileras,
donde hileras adicionales estan reservadas para los controles internos del ensayo. La secuenciacién se realizd
mediante el Next Generation Sequencing Core en la Medical Genome Facility de Mayo con el lllumina HiSeq 2000.
Las lecturas fueron unidireccionales para 101 ciclos. Cada hilera de celda de flujo generé 100-120 millones de
lecturas, suficiente para una mediana de cobertura de 30-50 veces de profundidad de secuenciacion (el numero de
lecturas por CpG) para las secuencias alineadas. Se usé el programa informatico convencional Standard lllumina
para la asignacién de bases y generacion de la lectura de secuencia en formato fastg. Como se ha descrito
anteriormente (Sun Z, Baheti S, Middha S, Kanwar R, Zhang Y, Li X, y col. SAAP-RRBS: streamlined analysis and
annotation pipeline for reduced representation bisulfite sequencing. Bioinformatics. 2012;28:2180-1), SAAP-RRBS,
un cédigo informatico para el analisis y anotacion directos para una secuenciacion con representacion reducida de
bisulfito, se us6 para en el alineamiento de secuencias y la extraccion de la metilacion.

Estudios de validacion mediante PCR especifica de metilacion:

Visidon general: Se realizaron dos estudios de validacién basados en la PCR sobre conjuntos de muestras
expandidos para confirmar la precision y la reproducibilidad de los candidatos diferencialmente metilados
observados. El primero, un estudio de validacion interna, se realizd sobre muestras no emparejadas no
enmascaradas usando réplicas bioldgicas y técnicas de PanC y colon normal, y réplicas técnicas de pancreas
normal. Esta etapa se llevé a cabo con el fin de asegurarse de que los sitios de metilacién diferencial identificados
mediante la filtracion de datos RRBS, donde el % de metilacion era la unidad del andlisis, se reflejaria en la MSP,
donde la unidad de analisis es el nimero absoluto de copias genémicas de la secuencia diana, corregida por la
concentracion del ADN inicial para cada muestra. El segundo, experimento de validacion externa, utilizé MSP para
estudiar los candidatos principales en muestras aleatoriamente asignadas, emparejadas, enmascaradas
independientes de PanC, pancreas benigno, y colon normal.

Disefio de cebadores: Se disefiaron para cada marcador cebadores para dirigirse a las secuencias metiladas
modificadas con bisulfito para cada gen diana (IDT, Coralville IA) y una regién sin sitios citosina-fofato-guanina en el
gen de la B-actina, como referencia del tratamiento con bisulfito y ADN inicial. El disefio se realizé bien con el
programa informatico Methprimer (University of California, San Francisco CA) o por procedimientos semimanuales
(por H.Z y W.R.T). A continuacion, los ensayos se analizaron y se optimizaron mediante gPCR con colorantes SYBR
Green (Life Technologies, Grand Island NY) sobre diluciones de controles de ADN genémico metilado y no metilado
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de forma universal.

PCR especifica de metilacién: las reacciones MSP se llevaron a cabo sobre ADN extraido de tejido como se ha
descrito anteriormente (Kisiel JB, Yab TC, Taylor WR, Chari ST, Petersen GM, Mahoney DW, y col. Stool DNA
testing for the detection of pancreatic cancer: assessment of methylation marker candidates. Cancer. 2012;118:2623-
31). En resumen, el ADN se traté con bisulfito usando el kit EZ DNA Methylation (Zymo Research, Orange, CA) y se
eluyd en tampén. Un pl de ADN tratado con bisulfito se usé como molde para la cuantificacion de metilacién con una
PCR en tiempo real basada en fluorescencia, realizada con mezcla maestra SYBR Green (Roche, Mannheim
Alemania). Las reacciones se realizaron en un Roche 480 LightCyclers (Indianapolis, IN), donde ADN metilado
universal CpGenome tratado con bisulfito con bisulfito (Millipore, Billerica, MA) se us6 como control positivo, y se
diluyé en serie para crear curvas patron para todas las placas. Las secuencias de oligonucleétidos y las
temperaturas de hibridacion estan disponibles bajo peticion.

Analisis estadistico

RRBS: La comparacion primaria de interés fue la diferencia de metilacion entre los casos y los controles
pancreaticos en cada CpG cartografiado. Las islas CpG se definen mediante una relacion entre la CpG esperada y la
observada que supera 0,6 (Gardiner-Garden M, Frommer M. CpG islands in vertebrate genomes. Journal of
molecular biology 1987;196:261-82). Sin embargo, para este modelo, se crearon unidades apiladas de "regiones
diferencialmente metiladas (DMR)" segun analisis de CpG basandose en la distancia entre ubicaciones de sitios
CpG para cada cromosoma. Como la distancia entre cualquier CpG dado supera la ubicacion posterior o anterior en
mas de 100 pb, se credé un nuevo identificador para islas. Las islas con un unico CpG se excluyeron. El resultado
secundario fue la misma comparacion entre casos y controles de colon. Los sitios CpG individuales se consideraron
par el anadlisis diferencial solamente si la profundidad total de la cobertura por grupo de enfermedad 28@
lecturas (aproximadamente igual a una promedio de 10 lecturas por sujeto) y la varianza en el % de metilacion fue
mayor que cero (los sitios CpG no informativos con varianza 0 fueron excluidos). Los criterios para la lectura de la
profundidad se basaron en la deseada potencia estadistica para detectar una diferencia del 10 % en la tasa de
metilacién entre dos grupos cualesquiera en los que el tamafio de la muestra de individuos para cada grupo era 18.

La significacion estadistica se determind mediante regresion logistica del porcentaje de metilacion por DMR (usando
los recuentos actuales) definiéndose los grupos como PanC, pancreas normal y colon normal. Para tener en cuenta
las profundidades de lectura variables para los sujetos individuales, se usé un modelo de regresion logistica
superdisperso, donde el parametro de dispersion se estimé usando la Chi cuadrada de Pearson estadistica de los
residuos del modelo ajustado. Para evaluar la metilacion especifica de la hebra, las regiones directa e inversa se
analizaron por separado. Las DMR se ordenaron a continuacién segun su nivel de significacién y se consideraron
una regidon marcadora viable si la tasa de metilacion en los controles e¥8 % pero=10 % en PanC. Cada DMR
significativa se consideré un marcador candidato.

Para el estudio de validacion interna, el resultado primario fue el area bajo la curva de caracteristicas del operador
(ABC) para cada marcador. Esta se calculé usando regresion logistica (JMP version 9.0.1, SAS Institute, Cary NC)
para modelar la intensidad el nUmero de copias corregido para la concentracién para cada marcador con PanC en
comparacion con el pancreas normal y colon normal. Los marcadores con los valores de ABC mas altos y la relacion
mas estrecha para la mediana del nimero de copias entre casos y controles se seleccionaron para el estudio de
validaciéon externa. El resultado primario del estudio de validacién externa fue el ABC para cada marcador
representado graficamente contra la intensidad de la sefial de cada marcador, medido segun el log de la relacion de
la mediana corregida para el nimero de copias en comparacion con los controles. Con dieciocho casos, hubo >80 %
de potencia para detectar un area bajo la curva de 0,85 o mayor para la hipétesis nula de 0,5 con un nivel de
significacion bilateral de 0,05. El criterio de valoracion secundario fue el ABC de combinaciones de dos marcadores,
medidos mediante regresidon logistica, en los que ambos marcadores fueron necesarios para asociarse
independientemente con los casos PanC.

Descubrimiento de marcadores RRBS

Extractos de ADN emparejados, enmascarados, asignados aleatoriamente de 18 tumores de céncer pancreatico, 18
tejidos pancreaticos benignos del control y 18 tejidos epiteliales de colon normal, se secuenciaron por RRBS. La
mediana de edad fue 61 (intervalo 52- 65), 61 % eran mujeres, y el 44 % eran fumadores actuales o anteriores. Se
capturaron un total de 6.101.049 sitios de CpG en cualquiera de las muestras con al menos 10X de cobertura. Tras
seleccionar solamente sitios CpG donde la cobertura de grupos y los criterios de varianza se cumplian, un total de
1.217.523 sitios CpG se consideraron adicionalmente para el analisis. Aproximadamente 500 DMR cumplieron los
criterios de significacion par la metilacion diferencial. Entre estos, los inventores identificaron 107 regiones
candidatas con suficientes firmas de metilacién para un disefio de cebadores MSP. Las firmas de metilacion van de
3 CpG vecinos a 52 CpG. Los niveles de metilacion de los canceres pancreaticos superan en raras ocasiones el
25 % en los CpG filtrados, lo que refleja niveles elevados de células estromales contaminantes. Esto se confirmé
después de secuenciar cada uno de los canceres para mutaciones KRAS para comprobar las frecuencias alélicas de
las muestras positivas; para el 50 % de los especimenes PanC que tenian un cambio de base KRAS heterocigdtico,
la frecuencia del alelo mutante era al menos 4 veces menor que el correspondiente alelo natural.
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Validacién interna

Basandose en el numero de CpG vecinos en cada firma de metilacion del gen candidato, se disefiaron cebadores
para 87 de los 107 marcadores candidatos. A continuacion se usé MSP para analizar los candidatos en la muestra
de ADN procedentes de 20 lesiones PanC adicionales no enmascaradas, 10 muestras de epitelio colénico normal
adicionales (réplicas bioldgicas) asi como, muestras de ADN restantes de las 18 lesiones de PanC secuenciadas, 15
de los tejidos pancreaticos benignos secuenciados y 10 de las muestras de colon normal secuenciadas (réplicas
técnicas). Con el disefio de cebadores de primer paso, 74 de los 87 marcadores se amplificaron correctamente. Con
el redisefio, los restantes 13 cebadores se amplificaron correctamente y se analizaron en 12 muestras de PanC sin
enmascarar y 10 muestras de colon normales. La B-actina se amplific en todas las muestras. Con cualquiera del los
MSP de primer paso o segundo paso, 31 de 87 marcadores candidatos tuvieron un valor de ABC > 0,85. Basandose
en la magnitud de las diferencias en la mediana del numero de copias gendémicas entre los casos y los controles
para cada marcador candidato, 23 se seleccionaron para la validacion externa en muestras independientes. Estos
fueron ABCB1, ADCY1, BMP3, C130RF18, CACNA1C, CD1D, CHR12:133484978-133485738 (CHR12 133),
CLEC11A, ELMO1, FOXP2, GRIN2D, IKZF1, KCNK12, KCNN2, NDRG4, PRKCB, RSPO3, SCARF2, SHH,
SLC38A3, TWIST1, VWC3y WTT.

Validacién externa

ADN emparejado, enmascarado, asignado aleatoriamente procedente de 18 muestras PanC, 18 muestras
pancreaticas benignas y 36 muestras de epitelio de colon normal se analizaron mediante MSP para los 23
principales candidatos. La mediana de edad de este subconjunto fue 60 (intervalo 54-64). La mayoria (55 %) de las
muestras eran de hombres y el 61 % eran fumadores o ex-fumadores. La B-actina se amplificd en todas las
muestras. 9 de 23 candidatos mostraron una excelente asociaciéon con PanC. Los valores individuales de ABC para
CACNA1C, CHR12.133, WT1, GRIN2D, ELMO1, TWIST1, C130RF18, KCNN2, y CLEC11A fueron 0,95, 0,95, 0,94,
0,94, 0,93, 0,92, 0,91, 0,90 y 0,90, respectivamente. Se observé buena asociacion con otros 9 candidatos; los
valores de ABC para PRKCB, CD1D, SLC38A3, ABCB1, KCNK12, VWC2, RSPO3, SHH y ADCY1 fueron 0,89, 0,88,
0,86, 0,86, 0,86, 0,85, 0,85, 0,85 y 0,84 respectivamente.

El log de la relacién entre la mediana de los valores de los casos y del control para cada marcador se representd
graficamente contra el ABC. Ocho marcadores, SHH, KCNK12, PRKCB, CLEC11, C130RF18, TWIST1, ELMO1 y
CHR12.133 tuvieron cada uno un valor de ABC mayor de 0,85, y mostraron un nimero de copias genémicas mayor
1,5 log (>30 veces) para los casos que para los controles. KCNK12, PRKCB, ELMO1 y CHR12.133 mostraron una
diferencia mayor de 2 log (> 100-veces).

Analisis de la complementariedad

Entre las 231 posibles combinaciones de 2 marcadores, ambos marcadores fueron muy significativos en 30 (13 %)
modelos emparejados de asociacion con PanC. De estos, 18 (8 %) mostraron mejora en el ABC. Notablemente,
entre varios marcadores complementarios, C130RF18 mejoré la precision de CACNA1C, WT1, GRIND2D, SLC38A3
y SCARF2 con valores del ABC de 0,99, 0,99, 0,97, 0,96, y 0,95, respectivamente, para cada combinacion.
Considerando el ABC de SHH como marcador individual era 0,85, mejoré el rendimiento de otros 6 marcadores
cuando se emparejé. EI ABC de CACNA1C, WT1, SLC38A3, ABCB1, VWC2 y RSPO3 mejoré a 0,96, 0,95, 0,92,
0,98, 0,88 y 0,95, respectivamente cuando se combind en modelos con SHH. De las 18 combinaciones de
marcadores mas sélidas, se pudieron analizar 9 combinaciones de forma emparejada procedentes del conjunto de
datos de validacion interna. De estas, 7 pares (78 %) siguieron siendo muy significativo en ambos conjuntos de
datos.

Ejemplo 9: Marcadores de ADN metilado muy discriminantes para la deteccion del es6fago de Barret

Para disminuir la creciente incidencia de adenocarcinoma esofagico, se necesitan procedimientos eficaces para
seleccionar la poblacion para el precursor critico del eséfago de Barrett (EB). Se han propuesto herramientas
minimamente invasivas 0 no invasivas pero se han visto dificultadas por la falta de marcadores 6ptimamente
sensibles y de marcadores especificos. Se llevaron a cabo experimentos y se identificaron BMP3 y NDRG4
metilados de forma anémala como marcadores candidatos discriminantes para el EB.

Un objetivo de dichos experimentos era evaluar de forma prospectiva la precision de BMP3 y NDRG4 metilados para
identificar EB usando biopsias endoscopicas (Fase 1) y cepillados del eséfago y el cardias completos para simular
los dispositivos de muestreo no endoscépico (Fase 2).

Se alistaron los casos con EB y los controles sin EB antes de la endoscopia. Los casos de EB tenian >1 cm de la
mucosa columnar perimetral, con metaplasia intestinal confirmada; los controles no tenian EB endoscopicamente.
En la Fase 1, se obtuvieron biopsias en los casos de EB, cardias gastrico ((CG); 1 cm por debajo de la linea Z) y
epitelio escamoso ((SE); >2 cm por encima de EB) y en controles de CG (como para EB) y SE (5 cm por encima de
la linea Z); a continuacidon se congelaron rapidamente. Las muestras de biopsia se procesaron en lote, y se
sometieron a ensayo de forma enmascarada. En la Fase 2, se obtuvieron los especimenes utilizando un cepillo
citolégico endoscopico de alta capacidad (Hobbs Medical, Stafford Springs CT); el cardias, el EB (en casos), y la
longitud completa del eséfago se cepillaron para simular un dispositivo de muestreo del tipo de una esponja tragada.

53



10

15

20

ES 2712798 T3

Después de la extraccion del ADN vy el tratamiento con bisulfito, se evalué la metilacién en los genes diana mediante
amplificacion de la sefal y la diana en tiempo real cuantitativa especifica de alelo. L8 -actina también se cuantificé
como un marcador para el ADN humano total.

Se estudiaron prospectivamente 100 sujetos. Fase 1: Entre 40 casos de BE y 40 controles: la mediana de edad fue
de 65 (cuartiles 55-77) y 54 (37-69) y los hombres comprendieron 78 % y 48 %, respectivamente. La mediana de la
longitud del EB fue de 6 cm (intervalo 3-10). La mediana de los niveles de los marcadores metilados fue
sustancialmente superior (34-600 veces) en el EB que en el SE y GC adyacentes, o que en SE y GC normales. A
diferencia de los marcadores metilados, las distribuciones de B-actina fueron similares para todos los grupos de
tejidos. Ambos niveles de marcadores aumentaron con la longitud de EB y la edad, p<0,001 mientras que solo
NDRG4 aumento significativamente con la presencia de displasia (ninguno (19), grado bajo (9), grado alto (11); p =
0,003). Los factores que no afectan significativamente los niveles de marcadores incluyen el sexo y la inflamacién.
Fase 2: Entre 10 casos de BE y 10 controles, la mediana de edad fue de 64 (59-70) y 66 (49, 71) y los hombres
comprendieron el 80 y el 30 % respectivamente. La mediana de la longitud del EB fue de 2 cm (intervalo 1-4). La
discriminacion de EB por los marcadores fue extraordinaria con la ABC de 1,0 para NDRG4 y 0,99 para BMP3; los
niveles fueron >100 veces mayores en los casos respecto de los controles (Figura 2).

Estos experimentos demuestran que marcadores de ADN metilados seleccionados discriminan mucho EB de CG y
SE normales, en especimenes de biopsia y cepillados. La Tabla 9 muestra las asociaciones entre la funcion y la
biologia del cancer de los marcadores de ADN metilados seleccionados.

Tabla 8: Niveles de marcadores (numeros de copias de marcadores ajustados para la beta actina) para las
biopsias de BMP3 y NDRG4 en casos de BE (cardias, de Barrett, escamoso) y los controles (cardias,

escamoso).
BMP3 NDRG4
Controles normales Casos de Barrett Controles normales Casos de Barrett

Escamoso 0,8 5,6 1,0 4,9
Q1,Q3 0,3,2,2 0,7, 14,8 0,527 1,5, 10,9
P90, P95 7,0, 23,0 25,5, 50,3 5,0, 13,7 32,0, 64,1
EB 300,2 390,6
Q1, Q3 137,1, 659,5 146,6, 763,5
P90, P95 1083,1, 1219,0 921,8, 1006,6
Cardias 0,5 8,2 2,3 11,5
Q1,Q3 0,3,1,9 2,8,40,3 1,0, 6,3 5,0, 48,3
P90, P95 10,3, 16,4 190,7, 431,5 13,1, 154 116,7, 345,0
Compuesto 1,3 131,4 2,3 136,5
Q1, Q3 04,38 67,1,242,7 1,1,5,3 68,9, 272,3
P90, P95 10,0, 15,3 402,9, 417,9 8,1,12,5 344,0, 383,3
Valor P < 0,0001 < 0,0001

Tabla 9. Asociaciones entre la funcién y la biologia del cancer de los principales marcadores candidatos

DMR Simbolo | Nombre del gen | Funcién de la Asociacion Referencia
proteina con cancer (referencia completa
bajo la tabla)
Chr7: ABCB1 Casete de unién a Proteina Resistencia Lee, y col. 2013
87229775-87229856 ATP, subfamilia B, asociada al multifarmaco a
miembro 1 transportador quimioterapia
de membrana
Chr7: ADCY1 | Adenilato ciclasa 1 Sefalizacion Metilacién Vincent, y col. 2011
45613877-45614564 transmembrana | asociada con el
cancer
pancreatico
Chr13: C130RF1 analogo a Sin caracterizar Metilacion Vincent, y col. 2011;
46960770-46961464 8 KIAA0226 asociada con el Yan, y col. 2009
cancer
pancreatico,
neoplasia
cervical
Chr12: CACNA1C | Canal del calcio, Media el la Metilacion Vincent, y col. 2011
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2800665-2800898

dependiente de
tension, Tipo L,
subunidad alfa 1C

entrada de
iones calcio en
la célula

asociada con el
cancer
pancreatico
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(continuacion)

DMR Simbolo | Nombre del gen |Funciéon de la| Asociacion con Referencia
proteina cancer (referencia completa
bajo la tabla)
Chr1: CD1D Molécula CD1D Glicoproteina Diana de Liu, y col.
158150797- transmembran novedoso
158151142 a que media | tratamientos del
la cancer basado en
presentacion inmunoterapia;
de los expresado por el
antigenos a | meduloblastoma
los linfocitos T
Chr19: CLEC11 | lectina 11 de tipo C | dominio de Ninguno
51228217-51228703 lectina de tipo
C, sin
caracterizar
Chr12: (Chr12- - Sin - -
133484978- 133) caracterizar
133485738
Chr7: ELMO1 Pinocitosis y Interaccién Promocién de Li, y col.
37487539-37488498 motilidad celular, 1 | con proteinas diseminacion
de metastasica
citoquinesis,
promocion de
motilidad
celulary
fagocitosis
Chr7: FOXP2 Secuencia Factor de Expresado en Stumm, y col.,
113727624- Forkhead P2 transcripcion, | subconjuntos del Campbell, y col.
113727693 expresado en cancer de
cerebro, prostata, linfoma
pulmon, y mieloma
intestino multiple
Chr19: GRIN2D Receptor de receptor de Metilacion Vincent, y col. 2011,
48946755-48946912 glutamato, NMDA, asociada con el Jiao, y col.
ionotrépico, N- neurotransmis cancer
metil-D-aspartato ion pancreatico,
2D mutante en el
cancer de mama
Chr7: IKZF1 familia del dedo de | Proteina de Mutante en Asai, y col.
50343848-50343927 cinc IKAROS 1 unioén al ADN leucemias
asociada con
el remodelado
dela
cromatina
Chr2: KCNK12 | Canal del potasio, Canal del Metilacién Vincent, y col. 2011,
47797332-47797371 subfamila K, potasio no asociada con el Kober, y col.
miembro 12 funcional cancer
pancreatico y de
colon
Chr5: KCNN2 | Canal activado por Canal del Expresado en Campes, y col.
113696984~ calcio de potasio, exceso en cancer
113697057 conductancia dependiente de prostata
intermedia/pequei | de tension,
a del potasio, activado por
subfamilia N, calcio
miembro 2
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(continuacion)

DMR Simbolo | Nombre del gen |Funcién de la| Asociacion con Referencia
proteina cancer (referencia completa
bajo la tabla)
Chr16: NDRG4 N-myc gen Proteina se Metilada en Kisiel, y col., Ahlquist, y
584973 95-58497458 regulado de forma | sefalizacion cancer col.
defectiva, miembro citosdlica pancreatico y de
de la familia 4 necesaria colon cancer de
parala colon
progresion del
ciclo celular
Chr16: PRKCB Proteina quinasa Quinasa Metilacion Vincent, y col. 2011,
23846964-23848004 C, beta especifica de | asociada con el Surdez, y col.
serina 'y cancer
treonina pancreatico,
implicada en diana que se
la puede convertir
sefalizacion | en farmaco en el
celular sarcoma de
Ewing
Chr6: RSPO3 | R-espondina, tipo 3 Proteina Metilacion Vincent, y col. 2011,
127440526- reguladora en | asociada con el Seshigiri, y col.
127441039 la ruta de cancer
sefalizacion pancreatico,
Whnt/B- expression
catenina elevada en
canceres de
colon
Chr22: SCARF2 Secuestrante del Media en la Metilacién Vincent, y col. 2011,
20785373-20785464 receptor de clase union y la asociada con el Zhao, y col.
F, miembro 2 degradacion cancer
de las pancreatico,
lipoproteinas metilacién y
de baja expresion
densidad reducida en
céancer gastrico
Chr7: SHH Sonic hedgehog | Embriogénesi Metilacion Vincent, y col. 2011,
155597771- S asociada con el Gurung, y col.
155597951 cancer
pancreatico,
epigenéticamente
reprimida en el
sindrome MEN1;
la sefalizacion
hedgehog media
la invasion en el
cancer
pancreatico
Chr3: SLC38A3 | Transportador de Sin Expresion Person, y col.
50243467 - soluto, familia 38, caracterizar disminuida en
50243553 miembro 3 cancer de pulmon
Chr7: TWIST1 Factor de Factor de Metilacién Vincent, y col. 2011,
19156788-19157093 transcripcion 1 del | transcripcion | asociada con el Shin, y col.
giro basico hélice- | expresado en cancer
bucle-hélice tejido pancreatico,
placentario y cancer biliar,
mesodérmico | cdancer urotelial
Chr7: VWC2 dominio del factor | antagonistas Metilacion Vincent, y col. 2011
49813182-49814168 C de von de la proteina | asociada con el
Willebrand factor C | morfogénica cancer
que contiene 2 Osea pancreatico
secretada
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(continuacion)

DMR Simbolo | Nombre del gen |Funcién de la| Asociacion con Referencia
proteina cancer (referencia completa
bajo la tabla)
Chr11: WTA1 Tumor de Wilms 1 Factor de Metilacién Vincent, y col. 2011,
32460759-32460800 transcripcion asociada con Jacobs, y col.
del motivo en canceres
dedo de cinc | pancreatico, de
prostata, ovario, y
mama

Lee WK, Chakraborty PK, Thevenod F. Pituitary homeobox 2 (PITX2) protects renal cancer cell lines against
doxorubicin toxicity by transcriptional activation of the multidrug transporter ABCB1. International journal of cancer
Journal international du cancer. 2013;133:556-67.

Vincent A, Omura N, Hong SM, Jaffe A, Eshleman J, Goggins M. Genome-wide analysis of promoter methylation
associated with gene expression profile in pancreatic adenocarcinoma. Clinical cancer research: an official journal
of the American Association for Cancer Research. 2011;17:4341-54.

Yang N, Eijsink JJ, Lendvai A, Volders HH, Klip H, Buikema HJ, y col. Methylation markers for CCNA1 and
C130RF18 are strongly associated with high-grade cervical intraepithelial neoplasia and cervical cancer in
cervical scrapings. Cancer epidemiology, biomarkers & prevention: a publication of the American Association for
Cancer Research, cosponsored by the American Society of Preventive Oncology. 2009;18:3000-7.

Liu D, Song L, Brawley VS, Robison N, Wei J, Gao X, y col. Medulloblastoma expresses CDId and can be
targeted for immunotherapy with NKT cells. Clin Immunol. 2013;149:55-64.

Li H, Yang L, Fu H, Yan J, Wang Y, Guo H, y col. Association between Galphai2 and ELMO1/Dock180 connects
chemokine signalling with Rac activation and metastasis. Nat Commun. 2013;4:1706.

Stumm L, Burkhardt L, Steurer S, Simon R, Adam M, Becker A, y col. Strong expression of the neuronal
transcription factor FOXP2 is linked to an increased risk of early PSA recurrence in ERG fusion-negative cancers.
Journal of clinical pathology. 2013;66:563-8.

Campbell AJ, Lyne L, Brown PJ, Launchbury RJ, Bignone P, Chi J, y col. Aberrant expression of the neuronal
transcription factor FOXP2 in neoplastic plasma cells. British journal of haematology. 2010;149:221-30.

Jiao X, Wood LD, Lindman M, Jones S, Buckhaults P, Polyak K, y col. Somatic mutations in the Notch, NF-KB,
PIK3CA, and Hedgehog pathways in human breast cancers. Genes, chromosomes & cancer. 2012;51:480-9.
Asai D, Imamura T, Suenobu S, Saito A, Hasegawa D, Deguchi T, y col. IKZF1 deletion is associated with a poor
outcome in pediatric B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia in Japan. Cancer Med. 2013;2:412-9.

Kober P, Bujko M, Oledzki J, Tysarowski A, Siedlecki JA. Methyl-CpG binding column-based identification of nine
genes hypermethylated in colorectal cancer. Molecular carcinogenesis. 2011;50:846-56.

Camoes MJ, Paulo P, Ribeiro FR, Barros-Silva JD, Almeida M, Costa VL, y col. Potential downstream target
genes of aberrant ETS transcription factors are differentially affected in Ewing’s sarcoma and prostate carcinoma.
PLoS ONE. 2012;7:€49819.

Kisiel JB, Yab TC, Taylor WR, Chari ST, Petersen GM, Mahoney DW, y col. Stool DNA testing for the detection of
pancreatic cancer: assessment of methylation marker candidates. Cancer. 2012;118:2623-31.

Ahlquist DA, Zou H, Domanico M, Mahoney DW, Yab TC, Taylor WR, y col. Next-Generation Stool DNA Test
Accurately Detects Colorectal Cancer and Large Adenomas. Gastroenterology. 2012;142:248-56.

Surdez D, Benetkiewicz M, Perrin V, Han ZY, Pierron G, Ballet S, y col. Targeting the EWSR1-FLI1 oncogene-
induced protein kinase PKC-beta abolishes ewing sarcoma growth. Cancer research. 2012;72:4494-503.
Seshagiri S, Stawiski EW, Durinck S, Modrusan Z, Storm EE, Conboy CB, y col. Recurrent R-spondin fusions in
colon cancer. Nature. 2012;488:660-4.

Zhao J, Liang Q, Cheung KF, Kang W, Lung RW, Tong JH, y col. Genome-wide identification of Epstein-Barr
virus-driven promoter methylation profiles of human genes in gastric cancer cells. Cancer. 2013;119:304-12.
Gurung B, Feng Z, lwamoto DV, Thiel A, Jin G, Fan CM, y col. Menin epigenetically represses Hedgehog
signaling in MEN1 tumor syndrome. Cancer research. 2013;73:2650-8.

Person RJ, Tokar EJ, Xu Y, Orihuela R, Ngalame NN, Waalkes MP. Chronic cadmium exposure in vitro induces
cancer cell characteristics in human lung cells. Toxicol Appl Pharmacol. 2013.

Shin SH, Lee K, Kim BH, Cho NY, Jang JY, Kim YT, y col. Bile-based detection of extrahepatic
cholangiocarcinoma with quantitative DNA methylation markers and its high sensitivity. The Journal of molecular
diagnostics: JMD. 2012;14:256-63.

Jacobs DI, Mao Y, Fu A, Kelly WK, Zhu Y. Dysregulated methylation at imprinted genes in prostate tumor tissue
detected by methylation microarray. BMC Urol. 2013;13:37.

Ejemplo 10: Un panel de marcadores de microARN y ADN basado en heces para la deteccion del cancer
pancreatico

Dada la extraordinaria letalidad del cancer pancreatico (PC), se necesitan procedimientos no invasivos practicos
para la deteccion por cribado presintomatico. Los microARN (miARN) tienen la expresion alterada en el PC.

Se llevaron a cabo experimentos que tenian como objetivo explorar la factibilidad del miR-1290 en heces para la
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deteccion del PC.

Se analizaron muestras de heces del archivo de 58 casos de PC y 64 controles sanos emparejados por la edad,
género, y antecedentes de tabaquismo. Se llevd a cabo la deteccion del miARN siguiendo la estrategia de la
reaccion en cadena de la polimerasa mediante transcripcion inversa cuantitativa de tallo-bucle (QRT-PCR). La
cuantificacion del miARN se basé en la medicién de las copias absolutas por nanogramo del ARN extraido. Los
marcadores de ADN (BMP3metilado, KRAS mutante y B-actina) se capturaron en forma hibrida y se amplificaron
como se ha descrito (Cancer 2012, 118:2623). Se usé un modelo de regresion logistica por etapas, limitado a 5
variables, para desarrollar un panel de marcadores optimizado basado en miR-1290, marcadores de ADN, y edad.
Las areas ajustadas a la edad bajo la curva COR (ABC) para cada uno de los modelos se compararon utilizando los
procedimientos de DelLong y col. Se evalud6 la asociacion de miR-1290 con factores clinicos utilizando la prueba de
la suma de rangos de Wilcoxon.

Las distribuciones de miR-1290 fueron significativamente mayores en heces procedentes de casos de PC que de los
controles (P = 0,0002). Los niveles de miR-1290 en heces no se vieron afectados por la edad, el sexo, el sitio del
tumor o la etapa del tumor. La ABC de miR-1290 en heces fue de 0,74 (95 % del IC: 0,65 - 0,82, Figura 3) para la
deteccion de PC en comparacién con una ABC de 0,81 (0,73 - 0,89) mediante el panel de marcadores de ADN en
heces. La adicidon de miR-1290 a los marcadores de ADN se ha demostrado creciente (P = 0,0007) con una ABC de
0,87 (0,81 - 0,94). Aiadir el miR-1290 al panel de ADN aumento la sensibilidad de la prueba a través del intervalo
completo de especificidades incluyendo la regién critica de 90-100 %. La sensibilidad al PC del panel de marcadores
combinado fue del 64 % (50 % - 76 %) al 95 % (87 % - 99 %) de especificidad, y del 79 % (67 % - 89 %) al 85 %
(74 % - 92 %) de especificidad.

Estos experimentos identificaron el miR-1290 en heces como un marcador para el PC.
Ejemplo 11 - Identificacion de marcadores usando RRBS

Durante el desarrollo de la tecnologia proporcionada en el presente documento, se recogieron datos de un estudio
de control del caso para demostrar que una estrategia de busqueda en todo el genoma identifica marcadores
novedosos e informativos.

Poblacion del estudio, adquisicion de especimenes, y muestras

La poblacién diana eran pacientes con cancer de pancreas tratados en la clinica Mayo. La poblacién accesible
incluye los que se han sometido a una pancreatectomia distal, una pancreaticoduodenectomia, o una colectomia con
un espécimen de reseccién archivado, y un diagnéstico patoldgico confirmado. EI ADN del epitelio colénico se habia
extraido previamente de especimenes microdisecados en el laboratorio de Biospecimens Accessioning Processing
(BAP) usando un protocolo de fenol-cloroformo. El personal de Pancreas SPORE usé los datos de las variables
emparejadas de estas muestras para seleccionar las muestras de registro de tejidos. Estas fueron revisadas por un
patélogo experto para confirmar el caso y controlar el estado y excluir casos de neoplasias producidas a partir de
IPMN, que puede tener una biologia subyacente distinta. El personal de SPORE dispuso la microdiseccion en el
laboratorio BAP y la extraccion del ADN en los casos pancreaticos y muestras del control y proporcioné 500 ng de
ADN al personal del laboratorio que estaba enmascarado para el caso y el estado del control. Las muestras de acido
nucleico de archivo incluyeron 18 adenocarcinomas pancreatico, 18 pancreas normales y 18 epitelios coldnicos
emparejados por sexo, edad, y estado de tabaquismo.

Los tipos de muestras fueron:

1) tejidos de PanC del registro de Pancreas SPORE en la clinica Mayo limitado a AJCC estado | y II;

2) pancreas de control sin PanC;

3) epitelio coldnico del control archivado sin PanC; y

4) neoplasia colodnico del que el ADN se habia extraido y almacenado en el laboratorio BAP.

Los casos y los controles se emparejaron por sexo, edad (en incrementos de 5 afios), y estado de tabaquismo
(actual o anterior frente a nunca).

procedimientos

Se prepararon bibliotecas segun procedimientos descritos previamente (véase, por ejemplo, Gu y col (2011)
"Preparation of reduced representation bisulfite sequencing libraries for genome-scale DNA methylation profiling"
Nature Protocols 6: 468-81) mediante la fragmentacion de ADN gendmico (300 ng) por digestion con 10 unidades de
Mspl, una enzima de restriccién especifica de metilaciéon que reconoce los motivos que contienen CpG. Este
tratamiento enriquece las muestras en su contenido de CpG y elimina zonas redundantes del genoma. Se repararon
los extremos de los fragmentos digeridos y se agregaron colas A con 5 unidades de fragmento de Klenow (3’-5" exo)
y se ligd durante la noche a adaptadores Illumina que contienen una de cuatro secuencias de cédigo de barras para
enlazar cada fragmento a su ID de muestra. Se llevé a cabo la seleccion por tamafio de los fragmentos de 160-340
pb (que tiene inserciones de 40-220 pb) usando perlas /tampén SPRI (AMPure XP, Beckman Coulter). Los cortes de
tampon fueron 0,7x a 1,1 x del volumen de muestra de perlas/tampon. Las muestras se eluyeron en un volumen de
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22 pl (tampdn EB, Qiagen). Se utilizé la PCR para controlar la eficacia de enlazado y la calidad de fragmentos en
una pequefia alicuota de la muestra. A continuacion, las muestras se sometieron a dos rondas de conversiéon con
bisulfito usando un protocolo EpiTect modificado (Qiagen). gqPCR y PCR convencional (Pfu Turbo Cx hotstart,
Agilent), seguido por evaluacion con Bioanalyzer 2100 (Agilent) sobre alicuotas de muestra convertidas,
determinaron el numero éptimo de ciclos de la PCR antes de la amplificaciéon de la biblioteca final. La PCR final se
llevé a cabo en un volumen de 50 pl (5 pl de 10x tampoén PCR; 1,25 ul de cada ANTP a 10 mM; 5 ul de un primer
coctel a aproximadamente 5 pM, 15 yl de molde (muestra), 1 pl de PfuTurbo Cx hotstart, y 22,75 yl de agua. El
ciclado térmico comenzd con incubaciones iniciales a 95 °C durante 5 minuto y a 98 °C durante 30 segundos
seguido de 16 ciclos de 98 °C durante 10 segundos, 65 °C durante 30 segundos, y a 72 °C durante 30 segundos.
Tras la ciclacion, las muestras se incubaron a 72 °C durante 5 minutos y se mantuvieron a 4 °C hasta la posterior
elaboracion y andlisis. Las muestras se combinaron en cantidades equimolares en bibliotecas tetramultiplexadas
seguln un esquema de aleatorizacidon y se sometieron a ensayo con el bioanalizador para una comprobacion de la
etapa final. Las muestras también se analizaron con gPCR usando patrones phiX y cebadores especificos del
adaptador.

Para la secuenciacion, las muestras se cargaron en hileras de celdas de flujo de acuerdo con una asignacion
aleatorizada de hileras, donde hileras adicionales estan reservadas para los controles internos del ensayo. La
secuenciacion se realizé mediante el NGS Core en la Medical Genome Facility de Mayo con el lllumina HiSeq 2000.
Las lecturas fueron unidireccionales para 101 ciclos. Cada hilera de celda de flujo generd 100-120 millones de
lecturas, suficiente para una mediana de cobertura de 30x a 50x de profundidad de secuenciacion (basandose en el
numero de lecturas por CpG) para las secuencias alineadas. Se usé el programa informatico convencional Illumina
para analizar las lecturas junto con RRBSMAP (Xi, y col. (2012) "RRBSMAP: a fast, accurate and user-friendly
alignment tool for reduced representation bisulfite sequencing" Bioinformatics 28: 430-432) y un codigo informatico
propio (SAAP-RRBS) desarrollado por el personal de Mayo Biomedical and Statistics (Sun y col. (2012) "SAAP-
RRBS: streamlined analysis and annotation pipeline for reduced representation bisulfite sequencing” Bioinformatics
28: 2180-1). El analisis bioinformatico consinti6 en 1) evaluacion y limpieza de la lectura de la secuencia, 2)
alineamiento con el genoma de referencia, 3) extraccion del estado de metilacion, y 4) notificacion y anotacion de
CpG.

Consideraciones estadisticas:

La comparacion primaria de interés es las diferencias en la metilacién entre los casos y los controles para cada CpG
y/o ventana de CpG apilada. El resultado secundario es la misma comparacién entre casos y capa leucocitaria
normal y controles de colon. Se estudio la metilacion diferencial de los marcadores mediante:

1. Evaluacion de las distribuciones del porcentaje de metilacion para cada marcador, y descartar los marcadores
con mas de un 2,5 % de fondo metilado en los controles del colon y en la capa leucocitaria normal

2. Analizar la distribucion de la metilacion de los marcadores restantes entre casos y controles mediante la
prueba de suma de rangos de Wilcoxon y ordenando los marcadores por los valores p.

3. Usar los valores Q para estimar las tasas de descubrimiento falsas (FDR) (Benjamini y col. (1995) "Multiple
Testing" Journal of the Royal Statistical Society. Serie B (Metodolégica) 57: 289-300; Storey y col. (2003)
"Statistical significance for genomewide studies" Proc Natl Acad Sci U S A 100: 9440-5). Durante el
descubrimiento, es aceptable una FDR de hasta el 25 %.

Analisis de datos

Se desarrollé un cédigo de analisis de datos en el paquete informatico de andlisis de software R ("R: A Language
and Environment for Statistical Computing" (2012), R Foundation for Statistical Computing). El flujo de trabajo
comprendia las siguientes etapas:

1. Lectura de todos los sitios CpG

2. Considerar solo aquellos sitios CpG donde la profundidad de cobertura total del grupo es de 200 lecturas o
mas. Esto se basa en una evaluacion de potencia para detectar una diferencia entre el 20 % y el 30 % en la
metilacion entre dos grupos cualesquiera; cualquier cosa menor tiene pocas posibilidades de significacion. Por lo
tanto, si hay 18 sujetos por cada grupo y cada sujeto tiene 12 lecturas, la profundidad de cobertura del grupo es
12*18=216.

3. Excluir todos los sitios CpG donde la varianza del % metilacion a través de los grupos sea 0 (sitios CpG no
informativos).

4. Realizar una regresion logistica sobredispersa para el % de metilacion (basandose en el recuento real) usando
los grupos definidos como Colon/Capa leucocitaria normal, control especifico de la enfermedad, y cancer
especifico de interés (casos) para determinar la significacion estadistica del % de metilacion para los analisis
primario y secundario. Se us6 un modelo logistico sobredisperso porque la variabilidad en el % de metilacion
entre sujetos es mayor que el permitido por la hipétesis bindmica. Este parametro de dispersion se estimo
usando la Chi cuadrada de Pearson del ajuste.

5. Generar los valore del area bajo la curva de caracteristicas operativas del receptor (COR). El area bajo la
curva COR es una medida de la precision predictiva del % de metilacion especifica del sujeto y se estimé del a
partir del analisis primario (casos vs. control de a enfermedad) y el analisis secundario (casos vs. colon/capa
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leucocitaria normal), independientemente.

6. De una manera similar al punto 5, también se estimaron las veces de cambio (FC, una medida de la
separacion entre casos y controles) para el analisis primario y secundario usando la relaciéon del % de metilacion
entre los casos y el correspondiente grupo del control.

7. 4-6 anterior se realizd en sitios CpG individuales asi como en regiones CpG metiladas. Estas regiones se
definieron para cada cromosoma como un grupo de al menos 5 sitios CpG con una distancia de
aproximadamente 100 pares de bases (pb) con un % de metilacion media < 2,5 % en controles de colon/capa
leucocitaria normales

8. Las regiones CpG que muestran promesa para una validacion técnica y bioldgica se identificaron por tener una
diferencia en la metilacion estadisticamente significativa, un FC grande, y un valor de ABC elevado para el
analisis primario y secundario.

Analisis post-R:

1. Regiones CpGs y CpG individuales clasificadas por el valor p, FC, y ABC. Los cortes fueron <0,01, >20, y
>0,85 respectivamente, aunque estos se ajustaron a menudo dependiendo de la solidez de los datos. Por
ejemplo, el tejido neoplasico muy heterogéneo dio como resultado valores del % de metilacion inferiores, que a
su vez afectan a la filtracién. Las comparaciones primarias y secundarias pueden clasificarse juntas o por
separado dependiendo de los requerimientos de especificidad de la aplicacion. Los epitelios colénicos normales
se incluyeron como un control para los marcadores sin cobertura adecuados para el ensayo de las heces. Si se
esta ensayando el jugo pancreatico, el tejido colénico es innecesario. Esto puede dar como resultado un conjunto
completamente diferente de marcadores.

2. Regiones de marcadores clasificadas basadas en los requerimientos de la plataforma de ensayo. En la
actualidad, la PCR especifica de la metilacion (MSP), o plataformas de discriminaciéon similares donde la
discriminacion esta basada en la especificidad de la hibridacién del cebador, es la plataforma de eleccién. Para
esta metodologia, es imperativo tener 2-5 regiones CpG discriminadas por oligonucleétido en un tramo
amplificable del ADN. Para los ensayos de heces, este requerimiento es incluso mas restrictivo puesto que los
amplicones deben ser cortos (<100pb). La seleccion de marcadores, por lo tanto, debe hacerse sobre la base de
tramos contiguos cortos de CpG muy discriminadas. Si la plataforma evoluciona a una tecnologia basada en
secuencias, los requisitos de distribucion de CpG en una region pueden ser completamente diferentes.

Resultados

Extractos de ADN emparejados, enmascarados, asignados aleatoriamente de 18 tumores de cancer pancreatico, 18
tejidos pancreaticos benignos del control y 18 tejidos epiteliales colénicos normales, se secuenciaron por RRBS. La
mediana de edad fue 61 (intervalo 52- 65), 61 % eran mujeres, y el 44 % eran fumadores actuales o anteriores. Se
cartografiaron aproximadamente 6 millones de CpG con una cobertura=10x. Mas de 2000 regiones CpG cumplieron
los criterios de significacion par la metilacion diferencial. Después de aplicar los criterios de filtro anteriores, se
identificaron 449 regiones metiladas de forma diferencial (DMR) (Tabla 10). La Tabla 11 presenta las 449 regiones
diferencialmente metiladas (DMR) identificadas ordenadas por area decreciente bajo la curva COR (ABC).

En estos marcadores, las firmas de metilacion van de 3 CpG a 56 CpG. Los niveles de metilacién de los canceres
pancreaticos superan en raras ocasiones el 25 % en los CpG filtrados, lo que sugiere que los tejidos con cancer
pueden tener elevados niveles de células y/o estroma normal contaminante. Para estudiar esto, cada uno de los
canceres se secuencié para determinar las mutaciones KRAS para verificar las frecuencias alélicas de las muestras
positivas. Para el 50 % que tenia un cambio de base KRAS heterocigotico, la frecuencia del alelo mutante era al
menos 4 veces menor que el correspondiente alelo natural, lo que respalda la contaminacion por células y/o estroma
normales.

Se descubrié que 58 de los 449 marcadores estaban en regiones no anotadas y se encuentran en regiones sin
elementos de codificacién proteica. De los restantes 391 marcadores candidatos, aproximadamente 225 se habian
descrito como asociados con cancer, algunos de los cuales se clasifican como supresores tumorales. Los otros 166
marcadores candidatos tenian anteriormente una baja asociacion con el cancer (por ejemplo, mutaciones y/o
alteraciones en el numero de copias observado en cribados de todo el genoma) o no tenian asociaciones con cancer
previamente identificadas.

Tabla 10: DMR
N.°® marcador Cromosoma Coordenadas del cromosoma Anotacion
1 chr7 87229775-87229856 ABCB1
2 chr2 207307687-207307794 ADAM23
3 chr15 100881373-100881437 ADAMTS17
4 chr16 77468655-77468742 ADAMTS18
5 chr19 41224781-41225006 ADCK4
6 chr7 45613877-45614572 ADCY1
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70994498-70994755
105190863-105191031
116064516-116064600
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ADD2
ADSSL1
AFAP1L2
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

chr4
chr2
chr7
chr9
chr14
chr19
chr19
chr15
chr15
chr19
chr13
chr7
chr22
chr9
chr1
chr7
chr8
chr11
chr10
chr7
chr9
chr10
chr12
chré
chr10
chr12
chr12
chr12
chr13
chr14
chr19
chr20
chrb
chré
chr9
chr12
chr3
chr11
chr16
chr16
chr21
chr17
chr17
chr11
chr14
chr14
chr1
chr5
chr7

87934353-87934488
100720494-100720679
100136884-100137350
116151083-116151315
103396870-103396920
10206736-10206757
17438929-17438974
90358267-90358400
29131299-29131369
45430362-45430458
111767862-111768355
98990897-98990989
51066374-51066431
120175665-120176057
203619509-203619829
69062853-69062972
104152963-104152974
64052053-64052132
121411207-121411375
98029116-98029383
135462730-135462765
133795124-133795423
107715014-107715095
105584524-105584800
21816267-21816490
21680381-21680438
21680681-21680817
117174873-117175030
46960767-46961669
50099743-50099930
16772631-16772712
31061389-31061649
175665232-175665311
42858890-42859092
139735581-139735683
2800756-2800899
54156904-54156987
1156373179-115373281
89007413-89007432
49316205-49316258
44495919-44495933
77810085-77810206
8649567-8649665
64110001-64110069
91883473-91883674
99946756-99946806
158150797-158151205
175969660-175969699
39989959-39990020
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AFF1
AFF3
AGFG2
ALAD
AMN
ANGPTL6
ANO8
ANPEP
APBA2
APOC1P1
ARHGEF7
ARPC1B
ARSA
ASTN2
ATP2B4
AUTS2
BAALC
BAD
BAG3
BAIAP2L1
BARHLA1
BNIP3
BTBD11
BVES
C100rf140
C120rf39
C120rf39
C120rf49
C130rf18
C140rf104
C19o0rf42
C200rf112
Cborf25
C6orf226
C9orf172
CACNA1C
CACNA2D3
CADM1
CBFA2T3
CBLN1
CBS
CBX4
CCDC42
CCDC88B
CCDC88C
CCNK
CD1D
CDHR2
CDK13
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

chr16
chr10
chr22
chr2
chr7
chr19
chr3
chr7
chré
chré
chr6
chr2
chré
chr12
chr12
chr18
chr7
chr16
chr7
chr10
chr20
chr2
chr2
chr22
chr19
chr7
chr11
chr4
chr4
chr4
chr13
chr8
chr11
chré
chr19
chr19
chr2
chr2
chr18
chr2
chr7
chr20
chr19
chr2
chr3
chr3
chr12
chr19
chr6
chr3

80837397-80837505
11059508-11060151
47130339-47130459
233389020-233389049
73245708-73245798
51228217-51228732
139654045-139654132
155302557-155302639
88875699-88875763
88876367-88876445
88876701-88876726
165698520-165698578
75794978-75795024
48398051-48398093
48398306-48398375
449695-449798
30721980-30722020
84875643-84875772
151127086-151127195
126812450-126812653
56089440-56089547
219261190-219261327
80530326-80530374
43044555-43044737
1406516-1406625
44084171-44084235
20178177-20178304
151000325-151000356
151000358-151000403
183817058-183817157
52378159-52378202
13014567-13014682
84432067-84432186
170598276-170598782
39989824-39989852
12996198-12996321
230578698-230578802
225907414-225907537
32073971-32074004
233352345-233352605
37487539-37488596
39995010-39995051
48833763-48833967
119607676-119607765
27763358-27763617
27763909-27763981
132435207-132435428
16473958-16474095
152129293-152129450
185825887-185826002
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CDYL2
CELF2
CERK
CHRND
CLDN4
CLEC11A
CLSTN2
CNPY1
CNR1
CNR1
CNR1
COBLL1
COL12A1
COL2A1
COL2A1
COLEC12
CRHR2
CRISPLD2
CRYGN
CTBP2
CTCFL
CTDSP1
CTNNA2
CYB5R3
DAZAP1
DBNL
DBX1
DCLK2
DCLK2
DCTD
DHRS12
DLC1
DLG2
DLL1
DLL3
DNASE?2
DNER
DOCK10
DTNA
ECEL1
ELMO1
EMILIN3
EMP3
EN1
EOMES
EOMES
EP400
EPS15L1
ESR1
ETV5
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109 chr9 140201493-140201583 EXD3
110 chr6 133562127-133562229 EYA4
111 chr1 160983607-160983768 F11R
112 chr20 821836-821871 FAM110A
113 chr22 45898798-45898888 FBLN1
114 chr9 97401449-97401602 FBP1
115 chr16 750679-750715 FBXL16
116 chrb 15500208-15500399 FBXL7
117 chrb 15500663-15500852 FBXL7
118 chrb 114880375-114880442 FEM1C
119 chr20 34189488-34189693 FER1L4
120 chr14 53417493-53417618 FERMT2
121 chr2 219849962-219850042 FEV

122 chr17 7339280-7339492 FGF11
123 chr19 49256413-49256451 FGF21
124 chr10 103538848-103539033 FGF8
125 chr11 640084 15-64008495 FKBP2
126 chr11 128564106-128564209 FLI1
127 chr10 102985059-102985130 FLJ41350
128 chr13 28674451-28674629 FLT3
129 chr1 240255240-240255264 FMN2
130 chrb 131132146-131132232 FNIP1
131 chr6 108882636-108882682 FOXO3
132 chr3 71478053-71478206 FOXP1
133 chr7 113724864-113725006 FOXP2
134 chr7 113727624-113727693 FOXP2
135 chrb 160975098-160975142 GABRB2
136 chr12 51786085-51786218 GALNT6
137 chrb 179780839-179780955 GFPT2
138 chr20 3641457-3641537 GFRA4
139 chr17 4462834-4463034 GGT6
140 chr17 4463796-4464037 GGT6
141 chr17 42907549-42907807 GJC1
142 chr8 144358251-144358266 GL14
143 chr16 4377510-4377615 GLIS2
144 chr12 56881329-56881414 GLS2
145 chr6 24776486-24776667 GMNN
146 chr19 3095019-3095055 GNA11
147 chr22 19710910-19710984 GP1BB
148 chr22 19711364-19711385 GP1BB
149 chr2 131485151-131485219 GPR148
150 chr2 165477564-165477609 GRB14
151 chr2 165477839-165477886 GRB14
152 chr17 73390467-73390597 GRB2
153 chr19 48918266-48918311 GRIN2D
154 chr19 48946755-48946912 GRIN2D
155 chr13 114018369-114018421 GRTP1
156 chr12 13254503-13254606 GSG1
157 chr7 43152309-43152375 HECW1
158 chr7 139440133-139440341 HIPK2
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159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208

chré
chr12
chr20
chr20
chr5
chr7
chr2
chr19
chr2
chr17
chr11
chr7
chr7
chr20
chr20
chr15
chr2
chr2
chr2
chr19
chr21
chr2
chr10
chrb
chrb
chr1
chr8
chr19
chr12
chr8
chr16
chr18
chr4
chr17
chr2
chr22
chr12
chr19
chr1
chr19
chr11
chr19
chr17
chr17
chr2
chr1
chr12
chr1
chr20
chr13

34205664-34206018
121416542-121416670
42984244-42984427
43040031-43040119
177632203-177632260
27136030-27136245
176971915-176971968
35540057-35540200
163174366-163174659
47073421-47073440
133797643-133797789
50343838-50344029
50344414-50344453
20345123-20345150
20350520-20350532
76632356-76632462
182321880-182322022
182322168-182322198
173293542-173293644
2097386-2097437
27011846-27011964
47797260-47797371
79397895-79397945
113696524-113696682
113696971-113697058
154733071-154733232
99439457-99439482
34287890-34287972
121905558-121905792
136469529-136469873
85646495-85646594
46190841-46190970
37245694-37245718
72350351-72350403
149633039-149633137
50987245-50987312
53298237-53298384
54974004-54974086
180198528-180198542
2290471-2290541
19733958-19734013
58513829-58513851
43324999-43325188
43325784-43325960
109745715-109745742
178063099-178063167
53447992-53448072
45769962-45770141
61637950-61638000
88323571-88323647
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HMGA1
HNF1A

HNF4A

HNF4A
HNRNPAB
HOXA1
HOXD11

HPN

IFIH1

IGF2BP1
IGSF9B

IKZF1

IKZF1

INSM1

INSM1

ISL2

ITGA4

ITGA4

ITGA6

IZUMO4

JAM2

KCNK12
KCNMA1
KCNN2
KCNN2
KCNN3
KCNS2
KCTD15
KDM2B
KHDRBS3
KIAA0182
KIAAO0427
KIAA1239
KIF19

KIF5C
KLHDC7B
KRT8

LENG9

LHX4

LINGO3
LOC100126784
LOC100128398
LOC100133991
LOC100133991
LOC100287216
LOC100302401
LOC283335
LOC400752
LOC63930
LOC642345
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209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258

chré
chrb
chrb
chr5
chr12
chr19
chrb
chr2
chr1
chr1
chr1
chr1
chr1
chr1
chr1
chr10
chr10
chr11
chr11
chr12
chr12
chr12
chr12
chr13
chr13
chr14
chr14
chr14
chr15
chr15
chr16
chr16
chr17
chr17
chr17
chr19
chr19
chr19
chr19
chr2
chr2
chr2
chr2
chr2
chr20
chr21
chr22
chr22
chr22
chr22

111873064-111873162
87956937-87956996
87970260-87970568
87970751-87970850
85430135-85430175
497878-497933
71404528-71404563
39665069-39665282
156406057-156406118
23894874-23894919
240161479-240161546
244012804-244012986
35394690-35394876
35395179-35395201
39044345-39044354
101282185-101282257
127033272-127033428
120382450-120382498
47421719-47421776
133484978-133485066
133485702-133485739
54151078-54151153
58259413-58259475
25322044-25322165
29394692-29394771
100751586-100751695
61123624-61123707
89507100-89507162
40361431-40361644
89942904-89943197
25042924-25043187
85230248-85230405
1835463-1835690
60218266-60218449
76337726-76337824
11805543-11805639
22034747-22034887
32715650-32715707
5805881-5805968
127783183-127783233
232530964-232531124
239957125-239957163
43153331-43153424
71503632-71503860
43948422-43948484
47063798-47063877
17849540-17849622
38732124-38732211
42764974-42765049
46974925-46975007
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LOC643749

LOC645323

LOC645323

LOC645323

LRRIQ1

MADCAM1

MAP1B

MAP4K3
MAX.chr1.156406057-156406118
MAX.chr1.23894874-23894919
MAX.chr1.240161479-240161546
MAX.chr1.244012804-244012986
MAX.chr1.35394690-35394876
MAX.chr1.35395179-35395201
MAX.chr1.39044345-39044354
MAX.chr10.101282185-101282257
MAX.chr10.127033272-127033428
MAX.chr11.120382450-120382498
MAX.chr11.47421719-47421776
MAX.chr12.133484978-133485066
MAX.chr12.133485702-133485739
MAX.chr12.54151078-54151153
MAX.chr12.58259413-58259475
MAX.chr13.25322044-25322165
MAX.chr13.29394692-29394771
MAX.chr14.100751586-100751695
MAX.chr14.61123624-61123707
MAX.chr14.89507100-89507162
MAX.chr15.40361431-40361644
MAX.chr15.89942904-89943197
MAX.chr16.25042924-25043187
MAX.chr16.85230248-85230405
MAX.chr17.1835463-1835690
MAX.chr17.60218266-60218449
MAX.chr17.76337726-76337824
MAX.chr19.11805543-11805639
MAX.chr19.22034747-22034887
MAX.chr19.32715650-32715707
MAX.chr19.5805881-5805968
MAX.chr2.127783183-127783233
MAX.chr2.232530964-232531124
MAX.chr2.239957125-239957163
MAX.chr2.43153331-43153424
MAX.chr2.71503632-71503860
MAX.chr20.43948422-43948484
MAX.chr21.47063798-47063877
MAX.chr22.17849540-17849622
MAX.chr22.38732124-38732211
MAX.chr22.42764974-42765049
MAX.chr22.46974925-46975007
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259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308

chr22
chr3
chr3
chr3
chr3
chr4
chr4
chr5
chré
chré
chr7
chr7
chr7
chr7
chr7
chr9
chr9
chr5
chr12
chr2
chr19
chré
chr8
chr17
chr7
chr19
chr16
chr15
chr15
chrb
chr3
chr13
chr4
chr12
chr16
chr10
chr1
chr2
chr18
chr9
chrb
chr9
chr11
chr11
chr20
chr8
chr5
chr3
chr19
chré

50342922-50343232
132273353-132273532
193858771-193858843
24563009-24563117
75411368-75411473
26828422-26828522
8965831-8965868
142100518-142100780
169613138-169613249
64168133-64168268
129794337-129794536
1705957-1706065
28893550-28893569
47650711-47650882
64408106-64408135
108418404-108418453
120507310-120507354
89769002-89769411
51319165-51319319
191272534-191272765
6236947-6237089
168333306-168333467
89339567-89339662
2300399-2300476
156802460-156802490
4343896-4242968
56715756-56716025
48470062-48470503
48470606-48470725
16936010-16936058
39851068-39851989
33001061-33001251
2060477-2060624
125002129-125002192
23607524-23607650
105338596-105338843
204797773-204797785
233877877-233878027
31803017-31803114
139438534-139438629
32714270-32714325
127266951-127267032
124615979-124616029
124616860-124617005
327754-327871
99952501-99952533
76926598-76926703
8809858-8809865
14172823-14172948
52268531-52268702
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MAX.chr22.50342922-50343232
MAX.chr3.132273353-132273532
MAX.chr3.193858771-193858843
MAX.chr3.24563009-24563117
MAX.chr3.75411368-75411473
MAX.chr4.26828422-26828522
MAX.chr4.8965831-8965868
MAX.chr5.142100518-142100780
MAX.chr6.169613138-169613249
MAX.chr6.64168133-64168268
MAX.chr7.129794337-129794536
MAX.chr7.1705957-1706065
MAX.chr7.28893550-28893569
MAX.chr7.47650711-47650882
MAX.chr7.64408106-64408135
MAX.chr9.108418404-108418453
MAX.chr9.120507310-120507354
MBLAC2

METTL7A

MFSD6

MLLT1

MLLT4

MMP16

MNT

MNX1

MPND

MT1X

MYEF2

MYEF2

MYO10

MYRIP

N4BP2L1

NATS8L

NCOR2

NDUFAB1

NEURL

NFASC

NGEF

NOL4

NOTCH!1

NPR3

NR5A1

NRGN

NRGN

NRSN2

OSR2

OoTP

OXTR

PALM3

PAQRS8
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309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358

chr20
chr21
chr7
chr4
chr7
chr2
chr19
chré
chr2
chr1
chr12
chr22
chr2
chr13
chr1
chr22
chr17
chr7
chr16
chr16
chr16
chr22
chr22
chr3
chr1
chr1
chr10
chr19
chr2
chr2
chr7
chr19
chr5
chr17
chr4
chr4
chr10
chr10
chr16
chr1
chr1
chr21
chr7
chr19
chr19
chr16
chré
chr17
chr6
chré

21686466-21686563
47063793-47064177
100203461-100203600
657555-657666
544848-545022
239194812-239194946
43979400-43979435
144384503-144385539
28844174-28844270
242687719-242687746
6419210-6419489
50745629-50745727
105471752-105471787
79177868-79177951
203044913-203044929
50825886-50825981
74519328-74519457
601162-601552
23846964-23847339
23847507-23847617
23847825-23848168
18923785-18923823
45099093-45099304
9988302-9988499
11538685-11538738
11539396-11539540
23480864-23480913
5340273-5340743
1747034-1747126
1748338-1748444
4923056-4923107
15568448-15568639
80256215-80256313
77179784-77179887
40516823-40516984
57775698-57775771
43572798-43572896
121302439-121302501
318717-318893
241520322-241520334
42846119-42846174
43189031-43189229
5821188-5821283
23941063-23941142
23941384-23941670
29118636-29118891
127440492-127441039
42392669-42392701
45345446-45345595
45387405-45387456
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PAX1
PCBP3
PCOLCE
PDEG6B
PDGFA
PER2
PHLDB3
PLAGL1
PLB1
PLD5
PLEKHG6
PLXNB2
POUSF3
POU4F1
PPFIA4
PPP6R2
PRCD
PRKAR1B
PRKCB
PRKCB
PRKCB
PRODH
PRR5
PRRT3
PTCHD2
PTCHD2
PTF1A
PTPRS
PXDN
PXDN
RADIL
RASAL3
RASGRF2
RBFOX3
RBM47
REST
RET
RGS10
RGS11
RGS7
RIMKLA
RIPK4
RNF216
RPSAP58
RPSAP58
RRN3P2
RSPO3
RUNDC3A
RUNX2
RUNX2
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359 chr3 72496092-72496361 RYBP
360 chr22 20785373-20785464 SCARF2
361 chr8 145561664-145561696 SCRT1
362 chr7 54826636-54826706 SEC61G
363 chr10 38691448-38691521 SEPT7L
364 chr4 154712157-154712232 SFRP2
365 chr7 155597793-155597973 SHH

366 chr4 77610781-77610824 SHROOM3
367 chr21 38120336-38120558 SIM2

368 chr15 68115602-68115675 SKOR1
369 chr17 6949717-6949778 SLC16A11
370 chr11 35441199-35441260 SLC1A2
371 chr19 59025337-59025385 SLC27A5
372 chr2 27486089-27486170 SLC30A3
373 chr12 69140018-69140206 SLC35E3
374 chr12 46661132-46661306 SLC38A1
375 chr3 50243467-50243553 SLC38A3
376 chr7 150760388-150760530 SLC4A2
377 chrb 1445384-1445473 SLC6A3
378 chr2 40679298-40679326 SLCB8A1
379 chrb 506178-506343 SLC9A3
380 chr20 61284095-61284194 SLCO4A1
381 chrb 101631546-101631731 SLCO4C1
382 chr10 98945242-98945493 SLIT1

383 chr13 88330094-88330355 SLITRKS
384 chr15 66999854-67000014 SMADG6
385 chr10 112064230-112064280 SMNDC1
386 chr6 84419007-84419072 SNAP91
387 chr17 36508733-36508891 SOCS7
388 chr4 7367687-7367825 SORCS2
389 chr17 70116754-70116823 SOX9
390 chr4 57687746-57687764 SPINK2
391 chr3 140770014-140770193 SPSB4
392 chr17 36762706-36762763 SRCIN1
393 chr6 43141954-43142058 SRF

394 chr7 105029460-105029585 SRPK2
395 chr16 70415312-70415673 ST3GAL2
396 chr2 107502978-107503055 ST6GAL2
397 chr2 107503155-107503391 ST6GAL2
398 chr12 22487528-22487848 ST8SIA1
399 chr10 17496177-17496310 ST8SIAG
400 chr2 242447608-242447724 STK25
401 chr3 120626999-120627116 STXBP5L
402 chr3 33260338-33260423 SUSD5
403 chr16 19179713-19179744 SYT17
404 chr12 115122614-115122632 TBX3
405 chr19 3606372-3606418 TBXA2ZR
406 chr10 70359250-70359439 TET1

407 chr16 4310204-4310233 TFAP4
408 chr21 32930371-32930409 TIAM1
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409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449

chr4
chr6
chré
chr3
chr20
chr9
chr8
chr5
chr22
chr7
chr7
chr4
chr15
chr17
chr12
chr10
chr7
chr7
chr12
chr11
chr19
chr8
chr2
chr19
chr16
chr4
chr4
chr20
chr22
chr6
chr19
chr16
chr19
chr19
chr19
chr8
chr19
chr19
chr19
chr19
chr7

942190-942382
130686773-130686820
130687200-130687735
185215700-185215782
42544780-42544835
140091343-140091644
126441476-126441519
14143759-14143880
38148620-38148716
19156788-19157227
19157436-19157533
41259387-41259594
63795401-63795636
9548120-9548325
95942077-95942558
17271896-17271994
49813135-49814168
151078646-151078674
49372205-49372274
32460759-32460800
4061206-4061360
144623045-144623088
145274698-145274874
38146299-38146397
88521287-88521377
2298384-2298498
2415252-2415286
45986341-45986684
22862957-22862983
43336449-43336545
53661819-53662279
88497041-88497148
57019064-57019137
2842178-2842235
37958078-37958134
125985552-125985847
53696101-53696195
53696497-53696704
20149796-20149923
57106617-57106967
6655380-6655652

TMEM175
TMEM200a
TMEM200a
TMEM41A
TOX2
TPRN
TRIB1
TRIO
TRIOBP
TWIST1
TWIST1
UCHLA1
USP3
USP43
USP44
VIM
VWC2
WDR86
WNT1
WT1
ZBTB7A
ZC3H3
ZEB2
ZFP30
ZFPM1
ZFYVE28
ZFYVE28
ZMYND8
ZNF280B
ZNF318
ZNF347
ZNF469
ZNF471
ZNF555
ZNF570
ZNF572
ZNF665
ZNF665
ZNF682
ZNFT71
ZNF853

En la Tabla 10, las bases se numeraron segun el conjunto del genoma humano, de febrero de 2009, GRCh37/hg19
(véase, por ejemplo, Rosenbloom y col. (2012) "ENCODE whole-genome data in the UCSC Genome Browser:
actualizacion 2012" Nucleic Acids Research 40: D912-D917). Los marcadores con nombres BHLHE23 y LOC63930

se refieren al mismo marcador.

Tabla 11.
Cromosoma Coordenadas del Anotacion Area bajo la curva COR
cromosoma
chr12 53298237-53298384 KRT8 1,00
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chr7 129794337-129794536 MAX.chr7.129794337-129794536 1,00
chr10 101282185-101282257 MAX.chr10.101282185-101282257 0,99
chr10 126812450-126812653 CTBP2 0,99
chr9 116151083-116151315 ALAD 0,99
chr8 13014567-13014682 DLC1 0,99
chr7 139440133-139440341 HIPK2 0,99
chr3 39851068-39851989 MYRIP 0,99
chr19 4061206-4061360 ZBTB7A 0,99
chr16 84875643-84875772 CRISPLD2 0,99
chr6 52268531-52268702 PAQRS 0,99
chr2 239194812-239194946 PER2 0,99
chr17 1835463-1835690 MAX.chr17.1835463-1835690 0,99
chrb 506178-506343 SLC9A3 0,99
chr20 31061389-31061649 C200rf112 0,98
chr9 139438534-139438629 NOTCH1 0,98
chr15 48470606-48470725 MYEF2 0,98
chr12 125002129-125002192 NCOR2 0,98
chr4 7367687-7367825 SORCS2 0,98
chr19 6236947-6237089 MLLT1 0,98
chr7 544848-545022 PDGFA 0,98
chr7 98029116-98029383 BAIAP2L1 0,98
chr4 2415252-2415286 ZFYVE28 0,98
chr12 6419210-6419489 PLEKHG6 0,98
chr22 50825886-50825981 PPP6R2 0,97
chr20 45986341-45986684 ZMYNDS8 0,97
chrb 142100518-142100780 MAX.chr5.142100518-142100780 0,97
chr19 16473958-16474095 EPS15L1 0,97
chr16 29118636-29118891 RRN3P2 0,97
chré 75794978-75795024 COL12A1 0,97
chr9 139735581-139735683 C9orf172 0,97
chr17 4462834-4463034 GGT6 0,97
chr17 4463796-4464037 GGT6 0,96
chr12 95942077-95942558 USP44 0,96
chr20 42984244-42984427 HNF4A 0,96
chr7 47650711-47650882 MAX.chr7.47650711-47650882 0,96
chr4 942190-942382 TMEM175 0,96
chr7 73245708-73245798 CLDN4 0,96
chr22 46974925-46975007 MAX.chr22.46974925-46975007 0,96
chr10 127033272-127033428 MAX.chr10.127033272-127033428 0,96
chr3 132273353-132273532 MAX.chr3.132273353-132273532 0,96
chr4 26828422-26828522 MAX.chr4.26828422-26828522 0,96
chr20 61284095-61284194 SLCO4A1 0,96
chr19 35540057-35540200 HPN 0,96
chr22 45099093-45099304 PRR5 0,95
chr17 60218266-60218449 MAX.chr17.60218266-60218449 0,95
chré 168333306-168333467 MLLT4 0,95
chr10 105338596-105338843 NEURL 0,95
chr9 120175665-120176057 ASTN2 0,95
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chr4 183817058-183817157 DCTD 0,95
chré 108882636-108882682 FOXO3 0,95
chr7 27136030-27136245 HOXA1 0,95
chr19 14172823-14172948 PALM3 0,95
chr3 75411368-75411473 MAX.chr3.75411368-75411473 0,94
chré 64168133-64168268 MAX.chr6.64168133-64168268 0,94
chr16 318717-318893 RGS11 0,94
chr20 43040031-43040119 HNF4A 0,94
chr7 49813135-49814168 VWC2 0,94
chr16 85230248-85230405 MAX.chr16.85230248-85230405 0,94
chr22 38148620-38148716 TRIOBP 0,94
chrb 89769002-89769411 MBLAC2 0,94
chr1 158150797-158151205 CD1D 0,93
chr19 1406516-1406625 DAZAP1 0,93
chr12 121416542-121416670 HNF1A 0,93
chr17 76337726-76337824 MAX.chr17.76337726-76337824 0,93
chr13 88330094-88330355 SLITRK5 0,93
chr19 54974004-54974086 LENG9 0,93
chr22 47130339-47130459 CERK 0,92
chr7 601162-601552 PRKAR1B 0,92
chr2 70994498-70994755 ADD2 0,92
chr15 40361431-40361644 MAX.chr15.40361431-40361644 0,92
chr19 15568448-15568639 RASAL3 0,92
chré 24776486-24776667 GMNN 0,92
chr18 449695-449798 COLEC12 0,92
chr7 150760388-150760530 SLC4A2 0,92
chr21 38120336-38120558 SIM2 0,91
chr15 66999854-67000014 SMADG6 0,91
chr2 28844174-28844270 PLB1 0,91
chr11 115373179-115373281 CADM1 0,91
chr21 47063793-47064177 PCBP3 0,91
chr2 1748338-1748444 PXDN 0,91
chr21 47063798-47063877 MAX.chr21.47063798-47063877 0,91
chr16 56715756-56716025 MT1X 0,90
chr4 87934353-87934488 AFF1 0,90
chr9 140091343-140091644 TPRN 0,90
chrb 15500208-15500399 FBXL7 0,90
chr19 48833763-48833967 EMP3 0,90
chré 43141954-43142058 SRF 0,90
chr3 185215700-185215782 TMEM41A 0,90
chr1 160983607-160983768 F11R 0,90
chr12 58259413-58259475 MAX.chr12.58259413-58259475 0,90
chr2 47797260-47797371 KCNK12 0,89
chr16 4377510-4377615 GLIS2 0,89
chr15 63795401-63795636 USP3 0,89
chr13 33001061-33001251 N4BP2L1 0,89
chr3 120626999-120627116 STXBP5L 0,89
chr7 19156788-19157227 TWIST1 0,89
chr18 46190841-46190970 KIAA0427 0,89
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cromosoma
chr7 100203461-100203600 PCOLCE 0,88
chr19 51228217-51228732 CLEC11A 0,88
chr19 17438929-17438974 ANO8 0,88
chr12 2800756-2800899 CACNA1C 0,88
chré 34205664-34206018 HMGA1 0,88
chr15 76632356-76632462 ISL2 0,88
chr6 111873064-111873162 LOC643749 0,88
chr10 70359250-70359439 TET1 0,88
chr2 39665069-39665282 MAP4K3 0,88
chr2 43153331-43153424 MAX.chr2.43153331-43153424 0,87
chr22 17849540-17849622 MAX.chr22.17849540-17849622 0,87
chr2 233877877-233878027 NGEF 0,87
chr8 89339567-89339662 MMP16 0,87
chr13 46960767-46961669 C130rf18 0,87
chré 170598276-170598782 DLL1 0,87
chr4 40516823-40516984 RBM47 0,87
chr3 139654045-139654132 CLSTN2 0,87
chr2 27486089-27486170 SLC30A3 0,87
chr17 74519328-74519457 PRCD 0,86
chr2 163174366-163174659 IFIH1 0,86
chr4 41259387-41259594 UCHLA1 0,86
chr7 45613877-45614572 ADCY1 0,86
chr7 98990897-98990989 ARPC1B 0,86
chr3 54156904-54156987 CACNA2D3 0,86
chr16 49316205-49316258 CBLN1 0,86
chr3 71478053-71478206 FOXP1 0,86
chrb 87956937-87956996 LOC645323 0,86
chr21 43189031-43189229 RIPK4 0,86
chr12 22487528-22487848 ST8SIA1 0,86
chr20 42544780-42544835 TOX2 0,86
chr20 821836-821871 FAM110A 0,86
chr16 4310204-4310233 TFAP4 0,86
chr11 64110001-64110069 CCDC88B 0,85
chr8 136469529-136469873 KHDRBS3 0,85
chr10 102985059-102985130 FLJ41350 0,85
chr2 176971915-176971968 HOXD11 0,85
chr12 51319165-51319319 METTL7A 0,85
chr22 50342922-50343232 MAX.chr22.50342922-50343232 0,85
chr7 155597793-155597973 SHH 0,85
chr4 154712157-154712232 SFRP2 0,84
chr19 57019064-57019137 ZNF471 0,84
chrb 87970260-87970568 LOC645323 0,84
chré 130686773-130686820 TMEM200a 0,84
chr9 140201493-140201583 EXD3 0,84
chr12 53447992-53448072 LOC283335 0,84
chr22 43044555-43044737 CYB5R3 0,84
chr19 49256413-49256451 FGF21 0,84
chr17 77810085-77810206 CBX4 0,84
chr7 156802460-156802490 MNX1 0,84
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chr7 151127086-151127195 CRYGN 0,83
chré 169613138-169613249 MAX.chr6.169613138-169613249 0,83
chr2 71503632-71503860 MAX.chr2.71503632-71503860 0,83
chr20 21686466-21686563 PAX1 0,83
chr2 173293542-173293644 ITGAB 0,83
chr7 87229775-87229856 ABCB1 0,83
chr2 207307687-207307794 ADAM23 0,83
chr12 21680381-21680438 C120rf39 0,83
chr15 89942904-89943197 MAX.chr15.89942904-89943197 0,83
chr10 43572798-43572896 RET 0,83
chr19 5805881-5805968 MAX.chr19.5805881-5805968 0,83
chr19 53661819-53662279 ZNF347 0,83
chr22 38732124-38732211 MAX.chr22.38732124-38732211 0,83
chr11 124615979-124616029 NRGN 0,83
chr2 100720494-100720679 AFF3 0,83
chr19 497878-497933 MADCAM1 0,82
chrb 14143759-14143880 TRIO 0,82
chr18 32073971-32074004 DTNA 0,82
chr15 48470062-48470503 MYEF2 0,82
chr3 50243467-50243553 SLC38A3 0,82
chr16 70415312-70415673 ST3GAL2 0,82
chr11 35441199-35441260 SLC1A2 0,82
chr12 51786085-51786218 GALNT6 0,82
chr2 232530964-232531124 MAX.chr2.232530964-232531124 0,81
chr22 19710910-19710984 GP1BB 0,81
chr19 2097386-2097437 1ZUMO4 0,81
chr11 20178177-20178304 DBX1 0,81
chr7 37487539-37488596 ELMO1 0,81
chr11 128564106-128564209 FLI1 0,81
chr7 105029460-105029585 SRPK2 0,81
chr10 103538848-103539033 FGF8 0,81
chr11 124616860-124617005 NRGN 0,81
chr19 57106617-57106967 ZNF71 0,81
chr9 97401449-97401602 FBP1 0,81
chrb 113696971-113697058 KCNN2 0,80
chr19 53696497-53696704 ZNF665 0,80
chr1 45769962-45770141 LOC400752 0,80
chr14 91883473-91883674 ccDCs88c 0,80
chr17 43324999-43325188 LOC100133991 0,80
chr16 23846964-23847339 PRKCB 0,80
chr19 11805543-11805639 MAX.chr19.11805543-11805639 0,80
chr12 117174873-117175030 C120rf49 0,80
chr20 39995010-39995051 EMILIN3 0,80
chrb 87970751-87970850 LOC645323 0,80
chr7 4923056-4923107 RADIL 0,80
chr19 23941063-23941142 RPSAP58 0,80
chré 45387405-45387456 RUNX2 0,80
chr17 6949717-6949778 SLC16A11 0,80
chr2 165477564-165477609 GRB14 0,80
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chr20 34189488-34189693 FER1L4 0,80
chr22 50745629-50745727 PLXNB2 0,79
chr7 155302557-155302639 CNPY1 0,79
chr7 19157436-19157533 TWIST1 0,79
chr1 203619509-203619829 ATP2B4 0,79
chr2 230578698-230578802 DNER 0,79
chr19 23941384-23941670 RPSAP58 0,79
chr17 73390467-73390597 GRB2 0,79
chr15 68115602-68115675 SKOR1 0,79
chr17 2300399-2300476 MNT 0,79
chr13 79177868-79177951 POU4F1 0,79
chr19 59025337-59025385 SLC27A5 0,79
chr9 135462730-135462765 BARHL1 0,78
chr8 125985552-125985847 ZNF572 0,78
chr5 175665232-175665311 C5orf25 0,78
chré 42858890-42859092 C6orf226 0,78
chr12 21680681-21680817 C120rf39 0,78
chr14 50099743-50099930 C140rf104 0,78
chr5 175969660-175969699 CDHR2 0,78
chr16 80837397-80837505 CDYL2 0,78
chr19 12996198-12996321 DNASE2 0,78
chr13 28674451-28674629 FLT3 0,78
chr1 154733071-154733232 KCNN3 0,78
chr1 35395179-35395201 MAX.chrl .35395179-35395201 0,78
chr19 5340273-5340743 PTPRS 0,78
chr3 33260338-33260423 SUSD5 0,78
chr2 145274698-145274874 ZEB2 0,78
chr13 25322044-25322165 MAX.chr13.25322044-25322165 0,78
chr2 80530326-80530374 CTNNA2 0,78
chr12 56881329-56881414 GLS2 0,78
chr3 24563009-24563117 MAX.chr3.24563009-24563117 0,78
chr7 6655380-6655652 ZNF853 0,78
chr4 2298384-2298498 ZFYVE28 0,77
chrb 177632203-177632260 HNRNPAB 0,77
chr22 19711364-19711385 GP1BB 0,77
chr2 165477839-165477886 GRB14 0,77
chr13 29394692-29394771 MAX.chr13.29394692-29394771 0,77
chr14 103396870-103396920 AMN 0,77
chr12 132435207-132435428 EP400 0,77
chr8 99439457-99439482 KCNS2 0,77
chr7 5821188-5821283 RNF216 0,77
chr17 9548120-9548325 USP43 0,77
chr3 185825887-185826002 ETV5 0,77
chr12 121905558-121905792 KDM2B 0,77
chr3 193858771-193858843 MAX.chr3.193858771-193858843 0,77
chr19 53696101-53696195 ZNF665 0,77
chr7 69062853-69062972 AUTS2 0,77
chr1 242687719-242687746 PLD5 0,76
chr20 43948422-43948484 MAX.chr20.43948422-43948484 0,76
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chré 84419007-84419072 SNAP91 0,76
chr17 43325784-43325960 LOC100133991 0,76
chr19 41224781-41225006 ADCK4 0,76
chrb 15500663-15500852 FBXL7 0,76
chr20 20350520-20350532 INSM1 0,76
chr1 23894874-23894919 MAX.chr1.23894874-23894919 0,76
chr1 11538685-11538738 PTCHD2 0,76
chr14 105190863-105191031 ADSSLA1 0,76
chr22 22862957-22862983 ZNF280B 0,76
chr17 72350351-72350403 KIF19 0,76
chr7 50343838-50344029 IKZF1 0,76
chr2 191272534-191272765 MFSD6 0,76
chr17 47073421-47073440 IGF2BP1 0,76
chr10 133795124-133795423 BNIP3 0,75
chr5 101631546-101631731 SLCO4C1 0,75
chr12 133485702-133485739 MAX.chr12.133485702-133485739 0,75
chr22 18923785-18923823 PRODH 0,75
chr20 56089440-56089547 CTCFL 0,75
chré 43336449-43336545 ZNF318 0,75
chr14 61123624-61123707 MAX.chr14.61123624-61123707 0,75
chr7 30721980-30722020 CRHR2 0,75
chr17 7339280-7339492 FGF11 0,75
chr11 84432067-84432186 DLG2 0,75
chr2 233352345-233352605 ECEL1 0,75
chr3 27763358-27763617 EOMES 0,75
chrb 160975098-160975142 GABRB2 0,75
chr1 244012804-244012986 MAX.chr1.244012804-244012986 0,75
chr16 25042924-25043187 MAX.chr16.25042924-25043187 0,75
chr4 57775698-57775771 REST 0,75
chré 127440492-127441039 RSPO3 0,75
chr8 145561664-145561696 SCRT1 0,75
chr8 144623045-144623088 ZC3H3 0,75
chr12 48398051-48398093 COL2A1 0,75
chr2 182321880-182322022 ITGA4 0,75
chr9 120507310-120507354 MAX.chr9.120507310-120507354 0,74
chré 133562127-133562229 EYA4 0,74
chr2 127783183-127783233 MAX.chr2.127783183-127783233 0,74
chr11 47421719-47421776 MAX.chr11.47421719-47421776 0,74
chr19 10206736-10206757 ANGPTL6 0,74
chr2 225907414-225907537 DOCK10 0,74
chr1 35394690-35394876 MAX.chr1.35394690-35394876 0,74
chr4 2060477-2060624 NAT8L 0,74
chr2 1747034-1747126 PXDN 0,74
chré 45345446-45345595 RUNX2 0,74
chr7 50344414-50344453 IKZF1 0,74
chr1 180198528-180198542 LHX4 0,74
chr14 53417493-53417618 FERMT2 0,74
chr17 77179784-77179887 RBFOX3 0,74
chr10 98945242-98945493 SLIT1 0,74
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chr2 40679298-40679326 SLC8A1 0,74
chr12 48398306-48398375 COL2A1 0,74
chr22 50987245-50987312 KLHDC7B 0,73
chr12 54151078-54151153 MAX.chr12.54151078-54151153 0,73
chr7 28893550-28893569 MAX.chr7.28893550-28893569 0,73
chr10 38691448-38691521 SEPT7L 0,73
chr1 203044913-203044929 PPFIA4 0,73
chr22 51066374-51066431 ARSA 0,73
chr7 113724864-113725006 FOXP2 0,73
chr12 13254503-13254606 GSG1 0,73
chr11 19733958-19734013 LOC100126784 0,73
chr1 39044345-39044354 MAX.chr1.39044345-39044354 0,73
chr3 9988302-9988499 PRRT3 0,73
chr22 20785373-20785464 SCARF2 0,73
chré 130687200-130687735 TMEM200a 0,73
chr12 46661132-46661306 SLC38A1 0,73
chr19 20149796-20149923 ZNF682 0,73
chr11 133797643-133797789 IGSF9B 0,73
chr2 105471752-105471787 POU3F3 0,72
chrb 179780839-179780955 GFPT2 0,72
chr8 99952501-99952533 OSR2 0,72
chr19 16772631-16772712 C19o0rf42 0,72
chr2 119607676-119607765 EN1 0,72
chr12 49372205-49372274 WNT1 0,72
chrb 113696524-113696682 KCNN2 0,72
chr17 8649567-8649665 CCDC42 0,72
chr7 1705957-1706065 MAX.chr7.1705957-1706065 0,71
chr2 149633039-149633137 KIF5C 0,71
chr19 2842178-2842235 ZNF555 0,71
chr10 121302439-121302501 RGS10 0,71
chr21 44495919-44495933 CBS 0,71
chr10 11059508-11060151 CELF2 0,71
chr19 48946755-48946912 GRIN2D 0,71
chr12 133484978-133485066 MAX.chr12.133484978-133485066 0,71
chrb 16936010-16936058 MYO10 0,71
chr17 42392669-42392701 RUNDC3A 0,71
chr16 88521287-88521377 ZFPM1 0,71
chr4 37245694-37245718 KIAA1239 0,71
chr16 23847507-23847617 PRKCB 0,71
chrb 76926598-76926703 OTP 0,71
chr18 31803017-31803114 NOL4 0,71
chr2 182322168-182322198 ITGA4 0,70
chr15 90358267-90358400 ANPEP 0,70
chr12 107715014-107715095 BTBD11 0,70
chr16 89007413-89007432 CBFA2T3 0,70
chr4 151000325-151000356 DCLK2 0,70
chré 152129293-152129450 ESR1 0,70
chr19 38146299-38146397 ZFP30 0,70
chr1 204797773-204797785 NFASC 0,70
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cromosoma
chr22 42764974-42765049 MAX.chr22.42764974-42765049 0,70
chr2 165698520-165698578 COBLL1 0,70
chr8 144358251-144358266 GL14 0,70
chr2 219261190-219261327 CTDSP1 0,70
chr2 239957125-239957163 MAX.chr2.239957125-239957163 0,70
chr10 121411207-121411375 BAG3 0,69
chr2 233389020-233389049 CHRND 0,69
chr14 99946756-99946806 CCNK 0,69
chr11 120382450-120382498 MAX.chr11.120382450-120382498 0,69
chr16 750679-750715 FBXL16 0,69
chr15 100881373-100881437 ADAMTS17 0,69
chr1 11539396-11539540 PTCHD2 0,69
chr2 242447608-242447724 STK25 0,69
chr16 23847825-23848168 PRKCB 0,69
chr17 42907549-42907807 GJC1 0,69
chr19 48918266-48918311 GRIN2D 0,69
chr10 79397895-79397945 KCNMA1 0,69
chrb 71404528-71404563 MAP1B 0,69
chr19 43979400-43979435 PHLDB3 0,69
chr17 70116754-70116823 SOX9 0,69
chr16 88497041-88497148 ZNF469 0,69
chr2 131485151-131485219 GPR148 0,69
chr8 126441476-126441519 TRIB1 0,68
chr4 151000358-151000403 DCLK2 0,68
chr19 39989824-39989852 DLL3 0,68
chr14 89507100-89507162 MAX.chr14.89507100-89507162 0,68
chr12 115122614-115122632 TBX3 0,68
chr19 58513829-58513851 LOC100128398 0,68
chr5 32714270-32714325 NPR3 0,68
chr3 140770014-140770193 SPSB4 0,68
chré 88875699-88875763 CNR1 0,68
chr4 657555-657666 PDE6B 0,68
chr16 19179713-19179744 SYT17 0,67
chr3 8809858-8809865 OXTR 0,67
chr10 116064516-116064600 AFAP1L2 0,67
chr4 77610781-77610824 SHROOM3 0,67
chr6 88876367-88876445 CNR1 0,67
chr7 151078646-151078674 WDR86 0,67
chr2 109745715-109745742 LOC100287216 0,67
chr14 100751586-100751695 MAX.chr14.100751586-100751695 0,67
chr21 32930371-32930409 TIAMA1 0,67
chr4 57687746-57687764 SPINK2 0,67
chr2 219849962-219850042 FEV 0,66
chr20 327754-327871 NRSN2 0,66
chr1 178063099-178063167 LOC100302401 0,66
chr19 45430362-45430458 APOC1P1 0,66
chr13 111767862-111768355 ARHGEF7 0,66
chr19 37958078-37958134 ZNF570 0,66
chr19 32715650-32715707 MAX.chr19.32715650-32715707 0,66
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cromosoma
chr8 104152963-104152974 BAALC 0,66
chr19 3095019-3095055 GNA11 0,66
chr19 3606372-3606418 TBXA2R 0,66
chr12 69140018-69140206 SLC35E3 0,66
chr4 8965831-8965868 MAX.chr4.8965831-8965868 0,66
chr17 36508733-36508891 SOCSs7 0,66
chr16 85646495-85646594 KIAA0182 0,65
chr7 54826636-54826706 SEC61G 0,65
chr9 108418404-108418453 MAX.chr9.108418404-108418453 0,65
chr7 64408106-64408135 MAX.chr7.64408106-64408135 0,65
chr10 21816267-21816490 C100rf140 0,65
chr7 39989959-39990020 CDK13 0,65
chr1 240255240-240255264 FMN2 0,65
chr13 114018369-114018421 GRTP1 0,65
chr13 88323571-88323647 LOC642345 0,65
chrb 80256215-80256313 RASGRF2 0,65
chr10 112064230-112064280 SMNDCA1 0,65
chr12 85430135-85430175 LRRIQ1 0,65
chr1 241520322-241520334 RGS7 0,65
chr19 22034747-22034887 MAX.chr1 9.22034747-22034887 0,65
chr21 27011846-27011964 JAM2 0,65
chr11 64052053-64052132 BAD 0,65
chr1 42846119-42846174 RIMKLA 0,64
chr10 17271896-17271994 VIM 0,64
chr13 52378159-52378202 DHRS12 0,63
chr3 27763909-27763981 EOMES 0,63
chr7 100136884-100137350 AGFG2 0,62
chré 88876701-88876726 CNR1 0,62
chr19 2290471-2290541 LINGO3 0,62
chré 105584524-105584800 BVES 0,61
chr16 23607524-23607650 NDUFAB1 0,61
chr11 64008415-64008495 FKBP2 0,60
chr20 3641457-3641537 GFRA4 0,59
chr19 4343896-4242968 MPND 0,59
chr2 107503155-107503391 ST6GAL2 0,59
chr1 240161479-240161546 MAXchr1.240161479-240161546 0,57
chr6 144384503-144385539 PLAGL1 0,57
chr3 72496092-72496361 RYBP 0,57
chrb 131132146-131132232 FNIP1 0,55
chr17 36762706-36762763 SRCIN1 0,55
chr11 32460759-32460800 WT1 0,55
chr9 127266951-127267032 NR5A1 0,53
chr7 44084171-44084235 DBNL 0,46
chr15 29131299-29131369 APBA2 0,44
chrb 114880375-114880442 FEM1C 0,44
chr19 34287890-34287972 KCTD15 0,44
chr16 77468655-77468742 ADAMTS18
chr22 45898798-45898888 FBLN1
chr7 113727624-113727693 FOXP2
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Cromosoma Coordenadas del Anotacion Area bajo la curva COR
cromosoma

chr7 43152309-43152375 HECW1

chr20 20345123-20345150 INSM1

chr20 61637950-61638000 LOC63930

chr1 156406057-156406118 MAXchr1. 156406057-156406118

chr10 23480864-23480913 PTF1A

chrb 1445384-1445473 SLC6A3

chr2 107502978-107503055 ST6GAL2

chr10 17496177-17496310 ST8SIA6

Varias modificaciones y variaciones de las composiciones, procedimientos, y usos de la tecnologia descritos seran
evidentes para el experto en la materia sin separarse del espiritu y del ambito de la tecnologia como se ha descrito.
Aunque la tecnologia se ha descrito con respecto a realizaciones especificas ilustrativas, se debera entender que la
invencioén tal como se reivindica no debera quedar indebidamente limitada a dichas realizaciones especificas. De
hecho, esta previsto que las diferentes modificaciones de los modos descritos para realizar la Invencion que son
evidentes para los expertos en los campos de la farmacologia, bioquimica, ciencia médica, o campos relacionados,

estén incluidas en el ambito de las siguientes reivindicaciones.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Mayo Foundation for Medical Education and Research

<120> DETECCION DE NEOPLASIAS

<130> EXCTM-32992/WO-2/ORD

<150> US 61/784.429
<151> 14/03/2013

<160> 202

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 1
gattttgttc gtegttagtg ¢

<210> 2

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 2
tctctaaacc cgecgaacga

<210>3

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 3
ttcgaagttt cgggatagga agcgt

<210>4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 4
cctaccgacc ttcgaacgceg

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 5
ggcggcegegt attttttteg ¢

<210>6

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 6
cgctacgata taaacgacga cga

<210>7

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 7

ggttcggttg tcgtagege 19

<210>8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 8
ccgaccgtaa tcetcgacga

<210>9

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 9
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ttaggtcggg aatcgttatt gtttc

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 10
gtaaataacc ccgcgetaaa cg

<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 11
ttegtttgtt tttcgggteg tage

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 12
accacgtaac gatttactcg acga

<210> 13

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 13
cottttcgga tttgaagtceg tte

<210> 14

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 14
cgcctegtct tccaacgaa

<210> 15

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 15

agggcgttcg gttttagte 19

<210> 16
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 16
aaccgaaaac gacaaaatcg at

<210> 17

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 17
tttgagcggce ggtegttgat ¢

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 18
tccccgaatce taaacgctac ga

<210> 19

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 19
tttagggaag taaagcgtcg ttttc

<210> 20

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 20
aacgacgtct cgatacctac ga

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 21
ggagagtatt tcggtttttc gc

<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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25
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<220>
<223> Sintética

<400> 22
acaaacaaaa tcgaaaaaca cccg

<210> 23

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 23
gttttegttt cggtcgaggt tac

<210> 24

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 24
gccattaact cgataaaaaa cgecga

<210> 25

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 25
gatttaatcg tagattcggg tegte

<210> 26

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 26
ccgaaacgaa cgaactcaaa cg

<210> 27

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 27
gcgegtageg gegttte 17

<210> 28

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética
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<400> 28
cccatatecge ccgacgtaa

<210> 29

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 29
tcgtatttgg cgttcggtag tc

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 30

cgaaatccaa cgccgaaacg a

<210> 31

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 31
ttgtcgttcg tcgaattega ttte

<210> 32

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 32

aacccgacgc taaaaaacga cga

<210> 33

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 33
ttgcgttoggt tacgtttttt tacge

<210> 34

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 34

acgccgtacg aataacgaaa cga
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<210> 35

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 35
cotttttcgg gtegggtteg ¢

<210> 36

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 36

21

tccgacgcte gactccega 19

<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 37
tcggegtatt tttegtagac ge

<210> 38

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 38
cgcaatctta aacgtacgct tcga

<210> 39

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 39
ggtttataaa gagttcggtt tcge

<210> 40

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 40
aaaacgctaa actacccgaa tacg

<210> 41
<211>19
<212> ADN

22

24

24
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 41

tgggcgggott tegtegtac 19

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 42
gtcccgaaac atcgcaaacg a

<210> 43

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 43
gegtttggat tttgegtte 19

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 44
aaaatacgcc gctaccgata

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 45
gtttagggag tcgeggttac

<210> 46

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 46
caaatcctac gaacgaacga acg

<210> 47

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 47
agtttggcgt agtcggtaga tc 22

<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 48
gcgcgcaaat accgaataaa cg 22

<210> 49

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 49
tcggttttta gegttegttec ge 22

<210> 50

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 50
aaacaacgaa acgccaatcc cga 23

<210> 51

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 51
tagtttttgg gegttatttt cggte 25

<210> 52

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 52
gcaactccgt acactcgacg a 21

<210> 53

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 53
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tttttegttt gtttttcggt attege

<210> 54

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 54
cgaatcctaa cgaactatcc ga

<210> 55

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 55
ttcggtggat tttegtattg atttc

<210> 56

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 56

26

22

25

aaacgaaacc gcgaactaaa acga

<210> 57

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 57
ttacgtgata gttcgggogtt tc

<210> 58

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 58
ataaaacgac gcgacgaaac g

<210> 59

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 59
tttcgggttt tgcgttttat tege

<210> 60

22

24

21

24
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<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 60
gaaaaaaaaa aacgctaaaa atacgacg

<210> 61

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 61
tagcgcgtag tggtcgtagt ¢ 21

<210> 62

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 62
ccteegecegce tacaaccg 18

<210> 63

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 63
tcgttgtttt aggatcgegt tc 22

<210> 64

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 64

gacgaacgat aaacgacgac ga 22

<210> 65

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 65
tteggtegeg ttgttegtta c 21

<210> 66

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 66
aaacgaaaaa caactcgaat aacga

<210> 67

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 67
agtcggggtc ggagtecge 18

<210> 68

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 68
ataaatccct ccgaaaccca cga

<210> 69

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 69
tcggaagtga cgtagggtag ¢

<210> 70

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 70

cacacgcccg ctaacacga 19

<210> 71

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 71
gcgegttegg gtttatattg ¢ 21

<210> 72

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética
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<400> 72
gaccaactac cgctactcga 20

<210> 73

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 73
aggggagaat ttcgeggttc 20

<210> 74

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 74
aactaaatta aacctcaacc geeg 24

<210> 75

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 75
ttaggaggcg aggtttgcge 20

<210> 76

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 76
gacgaaaccg taacgaaaat aaaaacga 28

<210> 77

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 77
cgaactatcc gaaaaaacga cgaa 24

<210> 78

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 78
gcgacgcegag cgttaatttt tc 22
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<210> 79

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 79
ttcgegtata tattcgtega gte

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 80
cacgaccact atcacgacga

<210> 81

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 81
gtacgtcggt ttagttcgta ge

<210> 82

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 82
ccgaaacgceg atatcaaccg a

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 83
cgggcggtta gagggttgte

<210> 84

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 84

23

20

22

20

ctcgaaaatt cgtaaaaacc ctccga

<210> 85
<211> 29
<212> ADN

21

26
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 85
cgagtagttt ttttttttat cgtttagac

<210> 86

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 86

caaaaaacga cacgtaaacg atcg

<210> 87

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 87
gtttegtttt gegttttttt gcge

<210> 88

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 88

tcccgaateg ctactcega 19

<210> 89

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 89
gcggttagge ggattge 17

<210> 90

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 90
attatatcaa tcccaaaaac acgceg

<210> 91

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 91
tatttttcga attcgagttc gc

<210> 92

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 92
tcacccgata aaaacgaaaa cg

<210> 93

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 93
gcgtcegttag tagtacgaag ¢

<210> 94

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 94
gcacctcaac gaaaacaccg a

<210> 95

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 95
tcgaggcggt taattttatt cge

<210> 96

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 96
gctctaacce aaatacgcta cga

<210> 97

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 97

22

21

22

21

23

23
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tcggtttcga ggtaagttta gc

<210> 98

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 98
cacttcgaaa caaaattacg cga

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 99
ggaagcggac gttttcgttc

<210> 100

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 100
acccaaaatc cgaaaacgac ga

<210> 101

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 101
agottgcggg cgtgattte

<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 102
ccaaaaccac gcgaacacga

<210> 103

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 103
gttcggagtg tegtagtege

<210> 104
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 104
aatctcgect acgaaacgac g

<210> 105

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 105

21

gtttagggac gttttegttt tc 22

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 106
aacgaacgct cgataaccga

<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 107
tttgggtcgg gttaggtcge 20

<210> 108

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 108
gaaaccaaaa aaacgctaac tcgta

<210> 109

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 109
cgttgttgga gtttggegtce 20

<210> 110

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

20

25
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<220>
<223> Sintética

<400> 110
tacccgaacc gegataaaac g

<210> 111

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 111
ggtatagttc ggtttttagt cgttc

<210> 112

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 112
tettttecte cgaaaaccga aacg

<210> 113

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 113
ggttacggtt agtattcgga ttc

<210> 114

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 114
atatcaaccg cctacccgeg

<210> 115

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 115
ttttgtttta atgcggegat togge

<210> 116

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

21

25

23

20

24

24
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<400> 116
tatccgaact atccgctacc ga 22

<210> 117

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 117
ggtcgcegteg ttttcgate 19

<210> 118

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 118
gccgcaaacg ccgacga 17

<210> 119

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 119
aatcggeggt agtacgagta ¢ 21

<210> 120

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 120
aaaccaaatc cgtaacgata ataacg 26

<210> 121

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 121
gagttttgtt ttcgaaatta tttcge 26

<210> 122

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 122
ccegaattac cgacgacg 18
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<210> 123

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 123
aggttcgggt tcgacgattt ¢

<210> 124

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 124
aactctacaa cgccgaaacc g

<210> 125

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 125
ttagttcgtt tagcgatgge gte

<210> 126

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 126
ccgaaactat ccecgecaacga

<210> 127

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 127
ttcgtegttt gggttategg ¢

<210> 128

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 128
gccctaaaac taaaacaacc geg

<210> 129
<211> 22
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 129
gattgtegtt ttagttcgtc ge

<210> 130

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 130
gcgaaaacgc ccgaaccga

<210> 131

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 131
tcgtttggga gacgtattcg tc

<210> 132

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 132

ES 2712798 T3

22

19

22

actcgaaaaa tttccgaact aacga 25

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 133
tcggeggttt tegttatege

<210> 134

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 134
ccacgaaact cgcaactacg a

<210> 135

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

20

21
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<223> Sintética

<400> 135
cgtttattta gcgtaategt ttege 25

<210> 136

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 136
gaataacgaa cgttcgacta ccga 24

<210> 137

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 137
cggacgagat tagttttcgt tage 24

<210> 138

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 138
tcgtcaatca ctcgacgaaa acga 2¢

<210> 139

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 139
tcggttcgta ggtatacgtg tc 22

<210> 140

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 140
gctactacca atacttcege ga 22

<210> 141

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 141
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gttagacggt tttagtttcg c 21

<210> 142

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 142
aaaaacccga cgacgatteg 20

<210> 143

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 143
gttagagttc gegtagegta ¢ 21

<210> 144

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 144
gJaaaaaacca accgaacgaa aacga

<210> 145

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 145
cggggcgttt cgatgtege 19

<210> 146

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 146
ccgaacgacc aaataaaacc aacg

<210> 147

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 147
cgttttatgt tgggagegtt cg 22

<210> 148

25

24
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 148
gaccgaaccg cgtctaaacg

<210> 149

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 149
tacgtatcga ggttgcgteg ¢

<210> 150

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 150
aaactctaaa acgaacgaaa ctcga

<210> 151

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 151

ES 2712798 T3

20

21

25

tcgagacgeg ttttttgegt ¢ 21

<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 152
aacgatcccg aaccgcecegta

<210> 153

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 153

20

cgagtagtgc gtttttcggt ¢ 21

<210> 154

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

105



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2712798 T3

<220>
<223> Sintética

<400> 154
gacaacaacg ataacgacga cg 22

<210> 155

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 155
agcgtgegtt atteggtttt ge 22

<210> 156

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 156
acctacgatt cgtaaaccga acg 23

<210> 157

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 157
agttcgcegtt tttttcggtce gte 23

<210> 158

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 158
aaccgacgca ccgactaacg a 21

<210> 159

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 159
ttgcgtegtt tgegtttttc ge 22

<210> 160

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética
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<400> 160
caactcgcca atctcgecga

<210> 161

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 161
tattgcgggg aggtgttc 18

<210> 162

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 162
tcaaaaaata attaaccgaa ccga

<210> 163

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 163
ttagttttcg aagttttcgt tcge

<210> 164

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 164

tccgacccta tccecgacga 19

<210> 165

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 165
gattagttaa ttaacgataa agttcgce

<210> 166

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 166
ccgaaaacgc ataatatcct cga
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<210> 167

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 167
ttggagagtt tttcgaattt tttcge

<210> 168

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 168
gaaaaccacc ctaacgecg

<210> 169

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 169
cgcggggtte gtaggte

<210> 170

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 170

cgacaaacaa caacgaaatc gaa

<210> 171

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 171
agtagcggatt atagtggcegt tc

<210> 172

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 172

gcattcgcga cgaaaacaaa cg

<210> 173
<211> 20
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 173
gtattgaggt cggcgttgte 20

<210> 174

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 174
ccgeccgaat aaaccgega 19

<210> 175

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 175
cgtagttcgg cgtagttcge 20

<210> 176

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 176
aacccgceccg acgacaatac g 2’

<210> 177

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 177
gtcgagegceg ttegttgtac 20

<210> 178

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 178
gacccgaaaa ataaatceeg aa 22

<210> 179

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 179
gattttttta gtttgttcga cggce

<210> 180

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 180
aaaattacta aacgcgaaat cgacg

<210> 181

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 181
taatgggatg ataaatgtat tcgegg

<210> 182

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 182
accgcctaat ccaactcgaa ctegta

<210> 183

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 183
ggtottttta aagggtegtce gt

<210> 184

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 184

gacccgactc ctccacgta 19

<210> 185

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 185
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ggaagtttat agtggtttcg gecgggatagge 30

<210> 186

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 186
gcgaaaaacg ttcgaacceg cg 22

<210> 187

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 187
tgtcgtegte gegttatttt agttgttc 28

<210> 188

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 188
aaccgccgtc caaaccateg ta 22

<210> 189

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 189
gaagagttag ggttcgggac gcgag 25

<210> 190

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 190
aacgaccaaa taaacgccga accga 25

<210> 191

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 191
cgtaggagceg attaggtggg cgteg 25

<210> 192
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 192
aaaccaaaac ccgaaacgcg aaa

<210> 193

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 193
cgattcgggg gatggattag cgttgt

<210> 194

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 194
cgaaatcccce ctaacgaaaa tctccgaaaa

<210> 195

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 195
cgggagttttt ttagcggggg tttte 25

<210> 196

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 196
cgcgatccga aaaataaatt aacgctact

<210> 197

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 197
agcggttcga gttgggacgg 20

<210> 198

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

23

26
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<220>
<223> Sintética

<400> 198
gaaaaacgcg atcgccgaaa acge

<210> 199

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 199
gaaggttatt aatttaatag tcgcggaa

<210> 200

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 200
aaaaaaaacg ttcccgacga ccgeg

<210> 201

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 201
agttgtttta tatatcggceg ttcgg

<210> 202

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 202
gactatacac gcttaaccgce gaa

25

23

24

28

25
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REIVINDICACIONES
1. procedimiento para cribar una neoplasia en una muestra obtenida de un sujeto, comprendiendo el procedimiento:

1) analizar el estado de metilacién de un marcador en una muestra obtenida de un sujeto; y
2) identificar el sujeto que tiene una neoplasia cuando el estado de metilacion del marcador es diferente de un
estado de metilacién del marcador analizado en un sujeto que no tiene una neoplasia,

en el que una region cromosdémica que tiene una anotacién CLEC11A comprende el marcador,

en el que el marcador comprende una base en una region metilada de manera diferencial (DMR) seleccionada entre
DMR 29 0 30 de la Tabla 1, o DMR 64 de la Tabla 10,

en el que la neoplasia es una neoplasia gastrointestinal, una neoplasia del pancreas, una neoplasia colorrectal, una
neoplasia del estdmago, o una neoplasia del esofago.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas localizar el sitio de la neoplasia en el sujeto, en el
que el estado de metilacion del marcador indica el sitio de la neoplasia en el sujeto.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la neoplasia esta presente en la regién gastrointestinal superior
del paciente o en la regién gastrointestinal inferior del paciente.

4. procedimiento de la reivindicacion 1 que comprende analizar una pluralidad de marcadores.

5. procedimiento de la reivindicacion 1 en el que analizar el estado de metilacion del marcador en la muestra
comprende determinar el estado de metilacion de una o mas bases.

6. procedimiento de la reivindicacidén 1 en el que el estado de metilacion del marcador comprende una metilacion
aumentada o disminuida del marcador con respecto a un estado de metilacion del marcador normal o un patrén de
metilacion diferente del marcador con respecto a un estado de metilacién normal del marcador.

7. procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la muestra es una muestra de heces, una muestra de tejido, una
muestra de jugo pancreatico, una muestra de fluido de un quiste pancreético, una muestra de sangre, o una muestra
de orina.

8. procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el ensayo comprende usar la reaccién en cadena de la polimerasa
especifica de metilacion, secuenciacion de acidos nucleicos, espectrometria de masas, nucleasa especifica de
metilacion, separacidon por masas, o captura de la diana.

9. procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que el ensayo comprende usar un oligonucleétido especifico de la
metilacion seleccionado de la SEQ ID NO: 47 o la SEQ ID NO: 48.

10. procedimiento de la reivindicacion 1 en el que la DMR es la DMR N.° 29 o 30 de la Tabla 1.

11. procedimiento de la reivindicacion 1 en el que al menos una regidon cromosdmica que tiene una anotacién de
CLEC11A comprende el marcador.

12. procedimiento de la reivindicacion 7 en el que el tejido es tejido esofagico o tejido pancreatico.
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Fig. 2.

Marcador normalizado
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