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DESCRIPCION
Biomarcadores
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la identificacién de biomarcadores de precursores de cancer colorrectal, es decir,
adenomas de alto riesgo, y su uso en métodos de deteccion, asi como a matrices para uso en métodos de deteccion
de adenoma colorrectal avanzado.

Antecedentes de la invencion

El cancer colorrectal (CRC) es un problema de salud significativo. Es el tercer cancer mas comun en todo el mundo,
con mas de 1.200.000 casos nuevos cada afio, con un desenlace fatal para casi la mitad de los pacientes (Karsa LV,
et al., Best Pract Res Clin Gastroenterol 2010; 24: 381-96). Debido a que el CRC se desarrolla durante muchos afios,
existe una excelente oportunidad para detectar la enfermedad en una etapa temprana, curable o incluso premaligna.
Esto se puede lograr mediante la deteccion de individuos asintomaticos. Sin embargo, las pruebas de deteccion
disponibles actualmente son engorrosas o conllevan un riesgo de complicaciones y un tratamiento excesivo como la
colonoscopia.

La prueba inmunoquimica de sangre oculta en heces (iFOBT), también conocida como prueba inmunoquimica fecal
(FIT), es una prueba ampliamente utilizada que detecta pequefias trazas de sangre en las heces, derivadas de lesiones
como tumores que sangran en el colon. La FIT es un método no invasivo que utiliza un anticuerpo dirigido contra la
hemoglobina. Sin embargo, no todos los tumores de colon sangran y, por lo tanto, la FIT tiene una sensibilidad que
deja margen para mejoramiento (Duffy MJ, et al., Int J Cancer 2011; 128: 3-11; van Veen W, Mali WP. [Colorrectal
cancer screening: advice from the Health Council of the Netherlands]. Ned Tijdschr Geneeskd 2009; 153:A1441). Los
marcadores adicionales que detectan otras caracteristicas tumorales ademas del sangrado en las heces podrian
aumentar esta sensibilidad y la posibilidad de identificar un tumor de colon. Los cambios moleculares resultantes del
proceso neoplasico incluyen cambios en la expresion de proteinas. Las proteinas para las cuales se incrementa la
expresion tienen el potencial de servir como biomarcadores informativos con alto desempefio diagndstico. El
documento US 5.552.292 divulga la deteccion del cancer colorrectal mediante el uso de proteinas como la
mieloperoxidasa como biomarcador en las heces.

Se han realizado varios estudios para identificar proteinas en heces y sangre que pueden usarse para la deteccion
temprana de CRC y adenomas colorrectales de alto riesgo, pero la mayoria de estas proteinas no se han validado en
un entorno de deteccién o han fallado en mejorar las pruebas actuales para deteccion temprana, tal como el antigeno
carcinoembrionario (CEA) o la calprotectina (Bosch LJ, et al., Molecular tests for colorectal cancer screening. Clin
Colorrectal Cancer 2011; 10: 8-23). Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de otros marcadores proteicos
especificos tumorales para mejorar las posibilidades de deteccion no invasivo disponibles actualmente para CRC y
adenomas de alto riesgo.

Los avances tecnoldgicos recientes en espectrometria de masas pueden impulsar el descubrimiento de nuevos
marcadores de proteinas (de Wit M, et al., Gut 2011; Jimenez CR, et al., J Proteomics 2010; 73: 1873-95). Los
enfoques basados en la espectrometria de masas en tandem ahora tienen el poder de analizar muestras de proteinas
complejas y detectar proteinas en bajas concentraciones (Cox J, Mann M. Annu Rev Biochem 2011; 80: 273-99).
Aunque la mayoria de los estudios de descubrimiento de biomarcadores se han realizado utilizando material de tejido
y/o lineas celulares seguido por la validacién en heces o sangre, la composicién quimica de la muestra biolégica
utilizada para la deteccion puede afectar significativamente la naturaleza de los biomarcadores que pueden
identificarse. Esto se aplica especialmente a las muestras de heces, en las que el pH bajo, la actividad de proteasa y
glicosidasa de bacterias, enzimas y otras sustancias pueden alterar la deteccion especifica de estos marcadores
(Young GP, Bosch LJW. Curr Colorrectal Cancer Rep 2011; 7: 62 -70). Por lo tanto, la medicién de moléculas
directamente en la muestra biolégica que se puede usar para la deteccion, es decir, las heces, podria ser un enfoque
valioso para proporcionarnos biomarcadores confiables que sean estables en el entorno fecal. Un estudio reciente de
Ang et al., ha mostrado la viabilidad del descubrimiento de biomarcadores de proteinas en muestras de heces humanas
mediante espectrometria de masas (Ang CS, Nice EC. J Proteome Res 2010; 9: 4346-55).

La presente invencion tiene como objetivo superar algunos o todos los problemas asociados con la técnica anterior.
Sumario de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un método para la deteccién de la presencia de
adenoma colorrectal avanzado, comprendiendo el método: cribar una muestra de heces obtenida de un individuo para
dos o mas biomarcadores que comprenden mieloperoxidasa (MPO) y uno o mas biomarcadores seleccionados del
grupo que consiste en: azurocidina 1 (AZU1), catepsina G (CTSG), defensina, alfa 1 (DEFA1), elastasa, expresada en
neutréfilos (ELANE), integrina, alfa M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento) (ITGAM),
subunidad 1 de la proteina de unidn a la caperuza nuclear, 80 kDa (NCBP1), proteinasa 3 (PRTN3), proteina S100 de
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union al calcio A9 (S100A9), inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10 (SERPINB10),
anexina A1 (ANXA1), repeticion de IAP baculoviral que contiene 6 residuos (BIRC6), componente 2 del complejo de
mantenimiento de minicromosomas (MCM2), quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1 (QSOX1), anexina A2 (ANXA2),
inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbimina), miembro 5 (SERPINB5), en las que la presencia o aumento
de la expresion de MPO y uno o mas biomarcadores, en relacién con una muestra de control, es indicativo de que el
individuo esta en riesgo de padecer o padece un adenoma colorrectal avanzado. En una segunda realizacion, el primer
aspecto de la invencion comprende la deteccidon de dos o mas de los biomarcadores adicionales.

En una tercera realizacién, el primer aspecto de la invencion comprende la deteccion de cuatro o mas de los
biomarcadores adicionales.

En una cuarta realizacion, el primer aspecto de la invencién comprende la deteccion de los dieciséis biomarcadores.

En una quinta realizacion, el primer aspecto de la invencion, la muestra de heces se criba para los dos o mas
biomarcadores usando espectrometria de masas dirigida.

En una sexta realizacion, el primer aspecto de la invencion, la muestra de heces se criba para los dos o mas
biomarcadores usando agentes de union capaces de unirse a los dos o mas biomarcadores.

En una séptima realizacion, el primer aspecto de la invencion, los agentes de unién son anticuerpos o fragmentos de
los mismos.

En la octava realizacion, dichos anticuerpos o fragmentos de los mismos se seleccionan del grupo que consiste en
scFv, Fab y un dominio de unién de una molécula de inmunoglobulina.

En una novena realizacion, el primer aspecto de la invencion, la deteccién se realiza usando una matriz, opcionalmente
en la que la matriz es una matriz con base en perlas o una matriz basada en una superficie.

En una décima realizacion, el primer aspecto de la invencion, la muestra de control comprende una muestra bioldgica
de un individuo que se sabe que esta libre de adenoma colorrectal avanzado.

En la undécima realizacion, el primer aspecto de la invencion, la muestra bioldgica también se analiza mediante la
prueba inmunoquimica fecal.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere al uso de dos 0 mas biomarcadores que comprenden mieloperoxidasa
(MPO), y uno o mas biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en: azurocidina 1 (AZU1), catepsina G
(CTSG), defensina, alfa 1 (DEFA1), elastasa, expresada en neutrofilos (ELANE), integrina, alfa M (subunidad del
receptor 3 del componente 3 del complemento) (ITGAM), subunidad 1 de la proteina de union a la caperuza nuclear,
80 kDa (NCBP1), proteinasa 3 (PRTN3), proteina S100 de unién al calcio A9 (S100A9), inhibidor de la serpina
peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10 (SERPINB10), anexina A1 (ANXA1), repeticion de IAP baculoviral que
contiene 6 residuos (BIRC6), componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas (MCM2), quiescina
Q6 sulfhidril oxidasa 1 (QSOX1), anexina A2 (ANXA2), inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbimina),
miembro 5 (SERPINB5) como biomarcador en muestras de heces para diagnosticar o predecir la presencia de
adenoma colorrectal avanzado en un individuo.

De acuerdo con un tercer aspecto, la invencioén se refiere al uso de una matriz para determinar si un individuo esta en
riesgo de padecer o padece adenoma colorrectal avanzado de acuerdo con el método del primer aspecto de la
invencion, la matriz comprende uno o mas agentes de unién como se define en una cualquiera de las realizaciones 6
a 8 mencionadas anteriormente.

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere al uso de mieloperoxidasa (MPO) como biomarcador en muestras de
heces para detectar la presencia de adenoma colorrectal avanzado.

Una o mas caracteristicas descritas para cualquier aspecto de la presente invencién o realizaciones preferidas o
ejemplos de las mismas, descritas en el presente documento, pueden usarse junto con una o mas caracteristicas
descritas para cualquier otro aspecto de la presente invencién o realizaciones preferidas o ejemplos de los mismos
descritos en el presente documento. El hecho de que una caracteristica solo pueda describirse en relacién con un
aspecto, realizacion o ejemplo no limita su relevancia a solo ese aspecto, realizacion o ejemplo si es técnicamente
relevante para uno o mas aspectos, realizaciones o ejemplos.

Descripcion detallada de la invencion
Cancer colorrectal

El tipo de célula de cancer de colon mas comun es el adenocarcinoma, que representa el 95% de los casos. Otros
tipos mas raros incluyen el linfoma y el carcinoma de células escamosas. El adenocarcinoma colorrectal surge de
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lesiones precursoras llamadas adenomas, de las cuales solo una minoria progresa a cancer. Los adenomas que
progresan a cancer se denominan adenomas de alto riesgo.

Los marcadores de proteinas tienen un gran potencial para aplicarse en la deteccion de CRC con base en heces,
porque pueden medirse en pequefios volimenes de muestra con ensayos simples y relativamente baratos, de los
cuales el FIT ampliamente utilizado es un excelente ejemplo (Bosch LJ, et al., Molecular tests for colorectal cancer
screening. Clin Colorrectal Cancer 2011; 10; 8-23; Young GP, Bosch LJW. Curr Colorrectal Cancer Rep 2011; 7: 62-
70; Oort FA, et al., Aliment Pharmacol Ther 2010; 31: 432-9).

El presente estudio ha identificado nuevos biomarcadores de proteinas mediante la aplicacién de proteémica profunda
a muestras de heces. De un total de 830 proteinas humanas detectadas, 134 se enriquecieron significativamente en
muestras de heces de pacientes con CRC en comparacién con las muestras de heces de control, de las cuales varias
mostraron un mayor poder discriminatorio que la hemoglobina y/o complementariedad a la hemoglobina.

El enfoque de medir moléculas directamente en las heces es importante para revelar biomarcadores que son estables
en el entorno fecal y detectables en el ambiente de moléculas bacterianas y relacionadas con alimentos.

La presente descripcion se usa ventajosamente para la deteccion del cancer colorrectal, es decir, el adenocarcinoma
que se encuentra en el colon. Sin embargo, los métodos de la divulgacion no deben considerarse como limitados
Unicamente a la deteccion de adenocarcinomas de colon. Mas bien, los métodos de la invencién también son utiles
en la deteccién de adenomas colénicos avanzados o de alto riesgo, permitiendo asi la identificacion de un individuo
en riesgo de desarrollar cancer colorrectal debido a la presencia de un adenoma avanzado o de alto riesgo.

Las referencias en el presente documento para la detecciéon del cancer colorrectal pueden incluir la deteccién de
adenomas colénicos avanzados y adenomas de alto riesgo, asi como adenocarcinoma de colon.

También se espera que los biomarcadores identificados por la presente divulgacion también puedan encontrar
aplicacién para el diagnoéstico de adenocarcinomas presentes mas arriba en el tracto gastrointestinal.

Por lo tanto, la presente divulgacion también puede proporcionar un método para la deteccion de enfermedades
gastrointestinales o cancer gastrointestinal, comprendiendo el método: la deteccion de una muestra biolégica, por
ejemplo una muestra de heces, de un individuo para uno o mas biomarcadores seleccionados del grupo definido en
la Tabla 1, en la que la presencia o aumento de la expresion de uno o mas biomarcadores en relacion con una muestra
de control es indicativo de que el paciente esta en riesgo de sufrir o padece una enfermedad gastrointestinal o cancer
gastrointestinal.

Muestra para deteccion

La muestra para la deteccion puede incluir lineas celulares, biopsias, sangre completa, suero sanguineo, esputo,
heces, orina, liquido sinovial, liquido de heridas, liquido cefalorraquideo, tejido de ojos, intestino, rifidn, cerebro, piel,
corazon, prostata, pulmén, mama, higado, musculo o tejido conectivo, dicho tejido opcionalmente incrustado en
parafina, portaobjetos de objetos histologicos y todas las combinaciones posibles de los mismos.

De acuerdo con la invencion, la muestra bioldégica son heces. La muestra puede prepararse por cualquier método
convencional para extraer proteinas de una muestra bioldgica. Un ejemplo del método se puede encontrar en Ang CS,
Nice EC. J Proteome Res. 2010; 9: 4346-55.

Biomarcadores

La presente descripcion proporciona un conjunto de biomarcadores que pueden detectarse directamente a partir de
una muestra de heces y que han demostrado ser indicadores fiables de la presencia de adenomas o adenocarcinomas
de colon avanzado en un individuo.

Los biomarcadores identificados se enumeran en la Tabla 1 y/o la Tabla 6. En una realizacion, los métodos de la
invencion detectan mas de un biomarcador del grupo definido en la Tabla 1, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores del grupo definido en la Tabla 1 y/o la Tabla 6. En una realizacion
alternativa, los métodos de la invencion detectan mas de diez de los biomarcadores del grupo definido en la Tabla 1,
por ejemplo, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, veinte, treinta, cuarenta,
cincuenta, sesenta, setenta, ochenta, noventa, cien de los biomarcadores del grupo definido en la Tabla 1 y/o la Tabla
6.

Por lo tanto, los métodos de la divulgacion para detectar la presencia o aumento de la expresion de uno o mas de:
componente C4B del complemento (grupo sanguineo Chido) 2 (C4A/C4B); glutamico-oxaloacético transaminasa 2,
mitocondrial (aspartato aminotransferasa 2) (GOT2); glucosa-6-fosfato isomerasa (GPl); transcetolasa (TKT); N-
acilaminoacil-péptido hidrolasa (APEH); grupo de histonas 1, H4c (HIST4H4 (incluye otros)); proteina5 de union a
acidos grasos (asociada a psoriasis) (FABP5); hexosaminidasa B (polipéptido beta) (HEXB); molécula de adhesion a
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células epiteliales (EPCAM); que recorre NME1-NME2 (NME1-NME2); superéxido dismutasa 2, mitocondrial (SOD2);
factor de alargamiento de traduccion Tu, mitocondrial (TUFM); glutation sintetasa (GSS); anexina A2 (ANXA2); ATP
sintasa, transporte de H*, complejo mitocondrial F1, polipéptido beta (ATP5B); proteina de choque térmico de 10 kDa
(chaperonina 10) (HSPE1); glioxalasa | (GLO1); grupo de histonas 2, H2be (HIST2H2BE (incluye otros)); proteina
S100 de union a calcio A4 (S100A4); proteina S100 de union a calcio A11 (S100A11); latexina (LXN); miembro 11 de
deshidrogenasa/reductasa (familia SDR) (DHRS11); N-acetilglucosaminidasa, alfa (NAGLU); translina (TSN);
subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina) alfa tipo 4 (PSMA4); subunidad de proteasoma (prosoma,
macropaina) alfa tipo-6 (PSMAB); sustrato 1 de toxina botulinica C3 relacionada con ras (familia rho, proteina pequefia
Rac1 de union a GTP) (RAC1); adenosilhomocisteinasa (AHCY); fucosidasa, alfa-L-1, tejido (FUCA1); proteina S100
de unién a calcio P (S100P); subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina) beta tipo-2 (PSMB2); X-prolil
aminopeptidasa (aminopeptidasa P) 1 (XPNPEP1); queratina 18 (KRT18); subunidad 1 de la proteina de unién a la
caperuza nuclear de 80 kDa (NCBP1); manosidasa, alfa, clase 2B, miembro 1 (MAN2B1); proteina S100 de unién a
calcio A6 (S100A6); proteina que contiene valosina (VCP); quinolinato fosforibosiltransferasa (QPRT); complejo mayor
de histocompatibilidad, clase |, B (HLA-B); fosfoglicerato mutasa 1 (cerebro) (PGAM1); ectonucleétido pirofosfatasa/
fosfodiesterasa 3 (ENPP3); inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbimina), miembro 10 (SERPINB10);
mieloperoxidasa (MPO); creatina quinasa, mitocondrial 1B (CKMT1A/CKMT1B); proteinasa 3 (PRTN3); elastasa,
expresada en neutréfilos (ELANE); dedo de zinc 1 tipo CW de la familia MORC (MORCH1); ubiquitina B (UBB);
fosfolipasa A2, grupo IIA (plaquetas, liquido sinovial) (PLA2G2A); anhidrasa carbonica IV (CA4); factor de alargamiento
G, mitocondrial 2 (GFM2); proteina S100 de unién a calcio A7 (S100A7); proteina que aumenta la permeabilidad
bactericida (BPI); colageno, tipo VI, alfa 5 (COL6A5); homeobox 8 de LIM (LHX8); proteina 3 secretora rica en cisteina
(CRISP3); azurocidina (AZU1); hemicentina 1 (HMCN1); transglutaminasa 3 (polipéptido E, proteina-glutamina
gamma-glutamiltransferasa) (TGM3); proteina quinasa alfa de unién a CDC42 (similar a DMPK) (CDC42BPA);
catepsina G (CTSG); resistina (RETN); metilmalonil CoA mutasa (MUT); que contiene repeticion armadillo, 4 ligado a
X (ARMCX4); integrina alfa-M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento) (ITGAM); canal de calcio,
dependiente del voltaje, subunidad alfa-1E tipo R (CACNA1E); invasion y metastasis 2 de linfoma de células T (TIAM2);
homologo A defectuoso en la regulacion del ciclo celular de histona HIR (S. cerevisiae) (HIRA); miembro 2 de la familia
dopey (DOPEY2); proteina 3 de union a integrina beta 1 (ITGB1BP3); canal de sodio, controlado por voltaje, tipo VII,
alfa (SCN7A); Rab3C, miembro de la familia de oncogenes RAS (RAB3C); marco de lectura abierta 79 del cromosoma
9 (C9orf79); factor nuclear de células T activadas, citoplasmatico, dependiente de calcineurina 4 (NFATC4); UDP-
glucosa glicoproteina glucosiltransferasa 2 (UGGT2); cornulina (CRNN); proteina similar a quielina/cordina (KCP);
molécula CD1E (CD1E); dominio de hélice superenrollada que contiene 18 residuos (CCDC18); leucotrieno A-4
hidrolasa (LTA4H); albamina (ALB); alfa-2-macroglobulina (A2M); componente 3 del complemento (C3); hemoglobina,
beta (HBB); transferrina (TF); hemoglobina, alfa 1 (HBA1/HBA2); lactotransferrina (LTF); ceruloplasmina (ferroxidasa)
(CP); catalasa (CAT); componente especifico del grupo (proteina de union a la vitamina D) (GC); inhibidor de la serpina
peptidasa, clado C (antitrombina), miembro 1 (SERPINC1); cadena gamma de fibrinégeno (FGG); proteina S100 de
unién a calcio A8 (S100A8); ferritina, polipéptido ligero (FTL); actina beta (ACTB); fibronectina 1 (FN1); defensina, alfa
1 (DEFA1 (incluye otros)); inhibidor de la serpina peptidasa, clado G (inhibidor de C1), miembro 1 (SERPING1);
proteina 4 de union a retinol, plasma (RBP4); peroxirredoxina 2 (PRDX2); cadena alfa de fibrindgeno (FGA); inhibidor
de la serpina peptidasa, clado F (antiplasmina alfa-2, factor derivado del epitelio pigmentario), miembro 2 (SERPINF2);
anhidrasa carbénica Il (CA2); orosomucoide 1 (ORM1/ORM2); lactato deshidrogenasa A (LDHA); vitronectina (VTN);
quinindégeno-1 (KNG1); actina, alfa, musculo cardiaco 1 (ACTC1); alfa-2-glicoproteina 1 rica en leucina (LRG1);
gamma-glutamil hidrolasa (conjugasa, folilpoligammaglutamil hidrolasa) (GGH); enolasa 1, (alfa) (ENO1); profilina 1
(PFN1); inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-1, antitripsina), miembro 7 (SERPINA?7); alfa-1-
microglobulina/precursor de bikunina (AMBP); lamina A/C (LMNA); apolipoproteina D (APOD); proteina de interaccion
con el receptor de la hormona tiroidea 11 (TRIP11); proteina de unién del componente 4 del complemento, alfa
(C4BPA); tropomiosina 4 (TPM4); filamina A, alfa (FLNA); haptoglobina (HP); hemopexina (HPX); hemoglobina, delta
(HBD); cadena beta de fibrinbgeno (FGB); proteina S100 de union a calcio A9 (S100A9); componente 5 del
complemento (C5); familia 26 portadora de soluto, miembro 3 (SLC26A3); componente 9 del complemento (C9);
componente amiloide P, suero (APCS); glicoproteina alfa-1-B (A1BG); complemento tipo C3 (LOC100133511);
inhibidor H4 inter-alfa (globulina) (glicoproteina sensible a calicreina en plasma) (ITIH4); componente C8 del
complemento, polipéptido alfa (C8A); inhibidor H1 inter-alfa (globulina) (ITIH1); acil-CoA deshidrogenasa, cadena muy
larga (ACADVL); ADNc FLJ60317, muy similar a aminoacilasa-1 (ACY1); proteina de 35 residuos que contiene un
dominio de repeticion de anquirina (ANKRD35); repeticion de IAP baculoviral que contiene 6 residuos (BIRC6);
bleomicina hidrolasa (BLMH); antigeno 12 de células estromales de médula ésea (BST1); proteina hipotética
LOC643677 (C130rf40); citidina desaminasa (CDA); quitinasa 1 (quitotriosidasa) (CHIT1); catepsina C (CTSC);
catepsina S (CTSS); isoforma 2 del dedicador de la proteina 4 de citocinesis (DOCK4); glutatién reductasa (GSR);
dominio hect (homadlogo al terminal carboxilo E6-AP (UBE3A)) y el dominio 1 similar a RCC1 (CHC1) (RLD) (HERC1);
dominio hect y RLD 2 (HERCZ2); complejo mayor de histocompatibilidad, clase Il, DR beta 5 (HLA-DRB5); isocitrato
deshidrogenasa 1 (NADP +), soluble (IDH1); inhibidor inter-alfa (globulina) H2 (ITIH2); proteina no caracterizada
KIAA1797 (KIAA1797); lisozima C (LYZ); nebulina (NEB); quinasa 10 relacionada con NIMA (nunca en el gen a de
mitosis) (NEK10); peptidasa D (PEPD); quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1 (QSOX1); ribonucleasa T2 (RNASET2);
inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-1, antitripsina), miembro 1 (SERPINA1); inhibidor de la
serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-1, antitripsina), miembro 3 (SERPINA3); inhibidor de la serpina
peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 3 (SERPINB3); dominio SET que contiene 2 residuos (SETD2); similar a
shugoshina 2 (SGOL2); acido sialico acetilesterasa (SIAE); envoltura nuclear 1, que contiene repeticion de espectrina
(SYNE1); transaldolasa 1 (TALDO1); receptor del gusto tipo 2 miembro 42 (TAS2R42); triosafosfato isomerasa 1
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(TPI1); vinculina (VCL); proteina 16 de membrana de granulos de zimégeno (ZG16); proteina hipotética LOC79887
(PLBD1); isoforma 1 de la subunidad A de repeticion de anquirina reguladora de la proteina serina/treonina fosfatasa
6 (ANKRD28); cistatina-C (CST3); D-dopacromo descarboxilasa (DDT); proteina 1 asociada a sinapsis (SYAP1);
subunidad alfa tipo 2 del proteasoma (PSMAZ2); homodlogo de SUB1 (S. cerevisiae) (SUB1); glicoproteina 3 asociada
a microfibrillas (MFAP3); catepsina D (CTSD); subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 1
(PSMB1); subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 5 (PSMB5); ADNc FLJ61112, muy similar a la
proteina KCTD15 que contiene el dominio BTB/POZ (KCTD15); prolil-4-hidroxilasa, polipéptido beta (P4HB); glutation
peroxidasa 1 (GPX1); inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 5 (SERPINB5); isoforma 1
de colageno, tipo IV, proteina de unién alfa 3 (antigeno de Goodpasture) (COL4A3BP); subunidad de proteasoma
(prosoma, macropaina), tipo beta, 6 (PSMB6); queratina 20 (KRT20); subunidad pequefia 1 de calpaina (CAPNS1);
peroxirredoxina 3 (PRDX3); miembro 2 de la familia NACC, que contiene el dominio BEN y BTB (POZ) (NACC2);
inhibidor 2 de disociacién de Rho GDP (ARHGDIB); factor inhibidor de migraciéon de macrofagos (MIF); proteina 6 de
unién a Ran (RANBPS6); homdlogo 3 de spinster (Drosophila) (SPNS3); componente 2 del complejo de mantenimiento
de minicromosomas (MCM2); fumarilacetoacetasa (FAH); proteina 8 de choque térmico de 70 kDa (HSPAS8); proteina
1 sefial, unida a membrana, abundante en el cerebro (BASP1); Aminotransferasa de aminoacidos de cadena
ramificada (BCAT2); moesina (MSN); inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbimina), miembro 8
(SERPINBS); glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD); isoforma 1 de la proteina UPF0557 C100rf119 (C100rf119);
prosaposina (PSAP); factor 1 gamma de alargamiento de traduccion eucariota (EEF1G); cuatro y medio dominios 1
de LIM (FHL1); carboxipeptidasa, tipo vitelogénica (CPVL); familia tipo tirosina ligasa de tubulina, miembro 3 (TTLL3);
IPI: IPI00942608.1 | ENSEMBL: ENSP0000 (no mapeada; proteina de 26 kDa); subfamilia 2 de la proteina BstNI rica
en prolina (PRB1/PRB2); protocadherina 8 (PCDHS8); proteina 1 tipo alfa-2-macroglobulina (A2ML1); guanina
desaminasa (GDA); lipocalina 1 (LCN1); histona H1.4 (HIST1H1E); IPI: IPI00937064.1 | REFSEQ: XP_002342720
(ZAN); ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/B1 (HNRNPA2B1); aminopeptidasa 2 del reticulo endoplasmatico
(ERAP2); 14-3-3 proteina zeta/delta (YWHAZ); receptor 39 acoplado a proteina G (GPR39); similar a proteina
KIAA1783 (proteina KIAA1783); proteina de unién a apolipoproteina A-I (APOA1BP); dominio de pleckstrina y Sec7
que contiene 2 residuos (PSD2); prolilcarboxipeptidasa (angiotensinasa C) (PRCP); cadena alfa-1C de tubulina
(TUBA1C); proteina 5 similar a calmodulina (CALML5); homologo de proteina 3 relacionada con actina ARP3
(levadura) (ACTRS3); miosina, cadena ligera 6, alcali, musculo liso y no muscular (MYL6); fosfoproteina estimulada por
vasodilatador (VASP); homdlogo de proteina 2 relacionada con actina ARP2 (levadura) (ACTR2); factor reumatoide
(RF-IP18); fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1); miembro F1 de la familia 35 portadora de soluto (SLC35F1); miembro F1
de la familia 35 portadora de soluto (SLC35F1); fosfatasa alcalina, higado/hueso/rifiéon (ALPL); | tropomiosina 3
(TPM3); hexoquinasa 3 (HK3); vimentina (VIM); anexina A1 (ANXA1); IPIl: IPI00930073.1 | TREMBL: B2R853
(KRT6C); queratina, citoesquelética 6C tipo Il (KRT6C); miosina, cadena pesada 13, musculo esquelético (MYH13);
progresion del ciclo celular 1 (CCPG1); proteina hipotética (H-INV); canal de calcio, dependiente del voltaje, tipo L,
subunidad alfa 1D (CACNA1D); dominio LY6/PLAUR que contiene 5 residuos (LYPDS5); dominio aarF que contiene
quinasa 2 (ADCK2); miosina-lc (MYO1C); proteina 2 de unién a la proteina precursora de amiloide beta (cola
citoplasmatica) (APPBP2); integrina alfa 2b (glicoproteina plaquetaria llb del complejo llb/llla, antigeno CD41)
(ITGA2B); tubulina, beta 6 (TUBBB); tipo sinaptotagmina 4 (SYTL4); aquaporina 4 (AQP4); ciclo 42 de divisién celular
(proteina de unién a GTP, 25 kDa) (CDC42); miosina, cadena ligera 12B, reguladora (MYL12B); proteina tipo L-Myc-
2 (LOC100293553); RAP1B, miembro de la familia de oncogenes RAS (RAP1B); glicoproteina IX (plaguetas) (GP9);
dextrina (DSTN); componente 1 del complemento, subcomponente q, cadena C (C1QC); sustrato 8 de la via del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EPS8); fosfatasa 3 de doble especificidad (DUSP3); familia de genes
homologos de ras, miembro A (RHOA); miosina, cadena ligera 9, reguladora (MYL9); peptidilprolil isomerasa A
(ciclofilina A) (PPIA); cofilina 1 (CFL1); y/o lactotransferrina (LTF), colageno, tipo XlI, alfa 1 (COL12A1), agrina (AGRN),
proteina de uniéon a +MYB (P160) 1a (MYBBP1A), proteina asociada al dominio de transformacién/transcripcion
(TRRAP), anexina A6 (ANXAB), proteina 5 asociada al citoesqueleto (CKAP5), componente 5 del complejo de
mantenimiento de minicromosomas (MCM5), importina 4 (IPO4), tipo neurobeachina 2 (NBEAL2), componente 4 del
complejo de mantenimiento de minicromosomas (MCM4), 2'-5'-oligoadenilato sintetasa 3, 100 kDa (OASS3),
componente 3 del complejo de mantenimiento de minicromosomas (MCM3), subunidad 1 de la enzima E1 activadora
de NEDD8 (NAE1), motivo tripartita que contiene 28 residuos (TRIM28), fusionado en sarcoma (FUS), fenilalanil-tARN
sintetasa, subunidad alfa (FARSA), antigeno de diferenciacion nuclear de células mieloides (MNDA), supresor del
homologo Ty 16 (S. cerevisiae) (SUPT16H), polipéptido 5 de la caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) (DDX5), tenascina C
(TNC), homodlogo 7 de importacion nuclear (S. cerevisiae) (NIP7), proteina 4 de unidon a ADN helicasa del
cromodominio (CHD4), regulador de la condensacion cromosémica 2 (RCC2), ADN (citosina-5-)-metiltransferasa 1
(DNMT1), exportina 4 (XPO4), TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 5 (épsilon) (CCT5), factor 9 de empalme
rico en serina/arginina (SRSF9), espectrina, beta, no eritrocitica 2 (SPTBN2), inhibidor 1 de la metalopeptidasa TIMP
(TIMP1), nidégeno 1 (NID1), ribonucleétido reductasa M1 (RRM1), factor 4 gamma de iniciacion de la traduccion
eucariota, 1 (EIF4G1), componente del complejo 4 oligomérico de Golgi (COG4), polimerasa (dirigida al ADN), delta
1, subunidad catalitica de 125 kDa (POLD1), factor 3b de empalme, subunidad 2, 145 kDa (SF3B2), componente 2
exosomico (EXOSC2), componente 6 del complejo de mantenimiento de minicromosomas (MCM®6), plastina 3 (PLS3),
aldolasa B, fructosa-bisfosfato (ALDOB), homdlogo de SMGH1, fosfatidilinositol 3-quinasa relacionada con la quinasa
(C. elegans) (SMGH1), transicion 1 de fase G1 a S (GSPT1), proteina reguladora de empalme tipo KH (KHSRP),
polipéptido 21 de la caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) (DDX21), proteina de transferencia de fosfatidilinositol, beta
(PITPNB), homologo de acuario (ratén) (AQR), ribonucleoproteina nuclear heterogénea tipo D (HNRPDL), anexina A3
(ANXA3), procesamiento del precursor 1, subunidad de ribonucleasa P/MRP (S. cerevisiae) (POP1), mantenimiento
estructural de los cromosomas 2 (SMC2), dineina, citoplasmatica 1, cadena intermedia ligera 2 (DYNC1LI2),
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peptidilprolil isomerasa D (PPID), clasificacion de proteinas vacuolares 37 homdlogo B (S. cerevisiae) (VPS37B),
adrenérgico, beta, receptor quinasa 1 (ADRBK1), homdlogo de control mitético DIS3 (S. cerevisiae) (DIS3), polipéptido
A de polimerasa | (ARN), 194 kDa (POLR1A), complejo t 1 (TCP1), placofilina 3 (PKP3), familia del dominio de
ribonucleoproteina La, miembro 1B (LARP1B), poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1), molécula CD46, proteina
reguladora del complemento (CD46), quinasa 2 activada por proteina p21 (Cdc42/Rac) (PAK2), casete de union a
ATP, subfamilia E (OABP), miembro 1 (ABCE1), peptidasa 14 especifica de ubiquitina (tARN-guanina transglucosilasa)
(USP14), TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 3 (gamma) (CCT3), proteina 1 activadora de Ran GTPasa
(RANGAP1), desoxitimidilato quinasa (timidilato quinasa) (DTYMK), N-miristoiltransferasa 1 (NMT1), tipo dinamina 1
(DNM1L), proteina 2 transmembrana inducida por interferon (1-8D) (IFITM2), miembro 1 de la familia de fermitina
(FERMT1), cofactor D de plegado de tubulina (TBCD), factor 10 de empalme rico en serina/arginina
(LOC100505793/SRSF10), quinasa tipo STE20 (SLK), mucina 5AC, moco oligomérico/formador de gel
(MUC5AC/MUCS5B), metionil-tARN sintetasa (MARS), homoélogo SMEK 1, supresor de mek1 (Dictyostelium) (SMEK1),
caja 2 del grupo de alta movilidad (HMGBZ2), dominio que no contiene POU, de unién a octamero (NONO), factor de
crecimiento transformante, inducido por beta, 68 kDa (TGFBI), fibulina 2 (FBLNZ2), proteina de union a lipoproteina de
alta densidad (HDLBP), colageno, tipo IV, alfa 2 (COL4A2), copina | (CPNE1), N(alfa)-acetiltransferasa 50, subunidad
catalitica NatE (NAA50), homologo de LSM7, pequefio ARN nuclear U6 asociado (S. cerevisiae) (LSM7), proteina 1
de reconocimiento especifica de la estructura (SSRP1), importina 8 (IPO8), yippee tipo 5 (Drosophila) (YPELS5),
fosfoglucomutasa 3 (PGM3), proteina 40 de dedo anular (RNF40), mantenimiento estructural de cromosomas 3
(SMC3), familia derivada de islotes de regeneracion, miembro 4 (REG4), factor 3a de empalme, subunidad 3, 60 kDa
(SF3A3), trombospondina 1 (THBS1), TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 6A (zeta 1) (CCT6A), homdlogo del
factor 8 de procesamiento previo al ARNm PRP8 (S. cerevisiae) (PRPF8), simplequina (SYMPK), proteina 1 de union
al elemento alejado secuencia arriba (FUSE) (FUBP1), factor 1 auxiliar de ARN nuclear pequefio U2 (U2AF1),
huntingtina (HTT), factor 5B de iniciacion de la traduccion eucariota (EIF5B), proteina de esperma autoantigénica
nuclear (unién a histona) (NASP), ribonucleoproteina K nuclear heterogénea (HNRNPK), proteina 1 de union a la caja
Y (YBX1), anexina A11 (ANXA11), tipo proteina RecQ (ADN helicasa tipo Q1 (RECQL), cortactina (CTTN), tubulina,
beta 3 (TUBB3), tipo pirrolina-5-carboxilato reductasa (PYCRL), periplaquina (PPL), fosfoglucomutasa 1 tipo 2
(PGM2L1), marco 49 de lectura abierta del cromosoma 17 (C170rf49), homdlogo 4 de cambio de ARNm (S. cerevisiae)
(MRTO4), metiltransferasa tipo 1 (METTL1), antigeno de carcinoma de células escamosas reconocido por las células
T 3 (SART3), proteina S100 de unién a calcio A13 (S100A13), tipo aminopeptidasa 1 (NPEPL1), quinasa 1 dependiente
de ciclina (CDK1), componente n-recognina 1 de proteina ligasa ubiquitina E3 (UBR1), proteina 18 activadora de Rho
GTPasa (ARHGAP18), particula de reconocimiento de sefial de 14 kDa (proteina de unién al ARN homologa de Alu)
(SRP14), péptido antimicrobiano catelicidina (CAMP), factor de empalme rico en prolina/glutamina (SFPQ), activador
de proteina RAS p21 (proteina activadora de GTPasa) 1 (RASA1), proteina activadora de Ral GTPasa, subunidad
beta (no catalitica) (RALGAPB), laminina, beta 1 (LAMB1), subunidad 2 de proteina activadora de GTPasa RAB3 (no
catalitica) (RAB3GAP2), TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 8 (theta) (CCT8), ribonucleoproteina nuclear
heterogénea tipo L (HNRPLL), proteina 1 de unién a RAN (RANBP1), cinetocoro asociado 1 (KNTC1), disqueratosis
congénita 1, disquerina (DKC1), caseina quinasa 2, polipéptido alfa 1 (CSNK2A1), dominio CAP-GLY que contiene la
proteina enlazadora 1 (CLIP1), TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 2 (beta) (CCT2), familia tipo tirosina ligasa
de tubulina, miembro 12 (TTLL12), ataxia telangiectasia mutada (ATM), factor de empalme 3a, subunidad 1, 120 kDa
(SF3A1), proteina S20 ribosémica (RPS20), enzima E20 de conjugacion de ubiquitina (UBE20), region promotora
translocada (para el oncogén MET activado) (TPR), BRCAZ2 y proteina de interacciéon con CDKN1A (BCCIP), proteina
5 asociada a gem (organulo nuclear) (GEMINS5), subunidad ribonucleasa P/MRP de 30 kDa (RPP30), pérdida de
heterocigosidad, 12, region 1 cromosémica (LOH12CR1), proteina 2 de unién a sintaxina (STXBP2), enzima E2H que
se conjuga con ubiquitina (UBE2H), homologo B de la proteina 2 que interactua con disco DIP2 (Drosophila) (DIP2B),
RAP1, estimulador 1 de disociacion de GTP-GDP (RAP1GDS1), ribonucleoproteina M nuclear heterogénea
(HNRNPM), dominio 7 de LIM (LMO?7), proteina 25 del motivo de unién a ARN (RBM25), familia de la aldehido
deshidrogenasa 7, miembro A1 (ALDH7A1), factor 1 especifico de escisidon y poliadenilacion, 160 kDa (CPSF1),
calponina 2 (CNN2), TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 7 (eta) (CCT7), lisil-tARN sintetasa (KARS), UDP-N-
acteilglucosamina pirofosforilasa 1 (UAP1), proteina de choque térmico de 70 kDa tipo 4 (HSPA4L), proteina de 138
kDa (proteina de 138 kDa), thimet oligopeptidasa 1 (THOP1), glutarredoxina 3 (GLRX3), fosfoglicerato deshidrogenasa
(PHGDH), homdlogo de CDV3 (raton) (CDV3), mantenimiento estructural de cromosomas 4 (SMC4), proteina 3 del
motivo de union a ARN (RNP1, RRM) (RBMS3), factor de crecimiento derivado de hepatoma (HDGF),
ribonucleoproteina nuclear heterogénea U (factor A de union al andamio) (HNRNPU), proteina 1 de unién al receptor
nuclear (NRBP1), polipéptido B, de polimerasa (ARN) |, de 128 kDa (POLR1B), proteina fosfatasa 5, subunidad
catalitica (PPP5C), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), arginasa, higado (ARG1), 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
sintasa 1 (soluble) ( HMGCS1), enzima 2 activadora del modificador similar a la ubiquitina (UBA2), KIAA1033
(KIAA1033), anexina A4 (ANXA4), polipéptido 17 de la caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) (DDX17), familia de
fosfoproteina 32 nuclear acida (rica en leucina), miembro E (ANP32E), glucosamina (UDP-N-acetil)-2-epimerasa/N-
acetiimannosamina quinasa (GNE), KIAA0368 (KIAA0368), homologo B de clasificacion de proteinas vacuolar 4 (S.
cerevisiae) (VPS4B), proteina de replicacion A1, 70 kDa (RPA1), factor 2 de iniciaciéon de la traduccion eucariota,
subunidad 1 alfa, 35 kDa (EIF2S1), factor 3 de iniciacion de la traduccion eucariota, subunidad J (EIF3J), supresor del
homologo Ty 6 (S. cerevisiae) (SUPT6H), proteina 1 de choque térmico de 105 kDa/110 kDa (HSPH1), exportina 5
(XPO5), factor A de alargamiento de la transcripcion (Sll), 1 (TCEA1), antigeno B del sindrome de Sjogren
(autoantigeno La) (SSB), proteina 1 de union a AE (AEBP1), LIM y dominios 1 ricos en cisteina (LMCD1), factor 3 de
union al potenciador de interleuquina, 90 kDa (ILF3), dominio 61 de repeticion de WD (WDR®61), N(alfa)-
acetiltransferasa 15, subunidad auxiliar NatA (NAA15), factor 4 de empalme rico en serina/arginina (SRSF4), proteina
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20 de dedo anular (RNF20), lactamasa, beta 2 (LACTBZ2), homologo de ribonucleoproteina NHP2 (levadura) (NHP2),
marco de lectura abierto 28 del cromosoma 17 (C170rf28), CTP sintasa Il (CTPS2), homdlogo 1 de fascina, proteina
de agrupamiento de actina (Strongylocentrotus purpuratus) (FSCN1), tARN nucleotidil transferasa, adicion de CCA, 1
(TRNT1), proteina 1 rica en glutamina/lisina reguladora de empalme (SREK1), antigeno 1 estromal (STAG1), proteina
de unién a oxisterol (OSBP), desoxiuridina trifosfatasa (DUT), dominio de hélice superenrollada que contiene 25
residuos (CCDC25), oncogén DEK (DEK), dominio de hélice superenrollada que contiene 72 residuos (CCDC72),
polipéptido E de polimerasa (ARN) Il (dirigido por ADN), 25 kDa (POLR2E), fosfoserina fosfatasa (PSPH),
mantenimiento estructural de los cromosomas 1A (SMC1A), polipéptido 23 de la caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
(DDX23), homologo de tARN metiltransferasa 11-2 (S. cerevisiae) (TRMT112), subunidad 2 homdloga fotomorfogénica
constitutiva de COP9 (Arabidopsis) (COPS2), muerte celular programada 5 (PDCD5), quinasa 2 dependiente de
ciclina (CDK2), subunidad 26S de proteasoma (prosoma, macropaina), sin ATPasa, 3 (PSMD3), proteina 2 de unién
a RAN (RANBP2), proteina 1 de union a ARNm SERPINE1 (SERBP1), N-acetilglucosamina transferasa (GIcNAc)
enlazada a O (UDP-N-acetilglucosamina: polipéptido-N-acetilglucosaminil transferasa) (OGT), complejo sin SMC
condensina |, subunidad D2 (NCAPD?2), regulador de cromatina dependiente de actina, relacionado con SWI/SNF,
asociado a la matriz, subfamilia ¢, miembro 2 (SMARCC2), homdélogo de ribonucleoproteina NOP10 (levadura)
(NOP10), inhibidor 5 de apoptosis (API5), trafico de vesiculas sensibles a LPS, que contiene beige y ancla (LRBA),
receptor de particulas de reconocimiento de sefial (proteina de acoplamiento) (SRPR), receptor de transferrina (p90,
CD71) (TFRC), cremallera basica de leucina y dominios 2 W2 (BZW2), ribonucleasa, familia 3 de RNasa A (RNASE3),
inhibidor de unién a diazepam (modulador del receptor GABA, proteina de union a acil-CoA) (DBI), proteina 4 de unién
a FK506, 59 kDa (FKBP4), marco 130 de lectura abierto del cromosoma 6 (C60rf130), cofactor de BRCA1 (COBRA1),
endonucleasa 1 especifica de la estructura de aleta (FEN1), glucano (1,4-alfa-), enzima ramificadora 1 (GBE1),
polipéptido B de ribonucleoproteina nuclear pequefia (SNRPB2), cofactor NSFL1 (p97) (p47) (NSFL1C), acil-CoA
tioesterasa 7 (ACOTY7), familia del dominio NOP2/Sun, miembro 2 (NSUN2), TCP1 que contiene chaperonina,
subunidad 4 (delta) (CCT4), peptidasa 6 relacionada con calicreina (KLK6), glutaminil-péptido ciclotransferasa (QPCT),
atandgeno 6 asociado a BCL2 (BAGB6), factor 3 de iniciacion de la traduccion eucariota, subunidad C (EIF3C/EIF3CL),
ATPasa, que transporta H*, lisosomal de 56/58 kDa, V1 subunidad B2 (ATP6V1B2), matriz de metalopeptidasa 8
(colagenasa de neutrdfilos) (MMP8), subunidad 26S del proteasoma (prosoma, macropaina), ATPasa, 5 (PSMC5),
regulador de retroalimentacion de GTP ciclohidrolasa | (GCHFR), poli(A) polimerasa alfa (PAPOLA), tipo hipocalcina
1 (HPCAL1), proteina 1 de unién a la proteina (dominio SH3) activadora de GTPasa (G3BP1), polipéptido A de
polimerasa (ARN) Il (dirigido por ADN), 155 kDa (POLR3A), actividad 2 viralicidica superasesina tipo 2 (S. cerevisiae)
(SKIV2L2), polipéptido A de polimerasa (ARN) Il (dirigido por ADN), 220 kDa (POLR2A), colageno, tipo |, alfa 2
(COL1A2), fibrilarina (FBL), glutamil-prolil-tARN sintetasa (EPRS), ELAV (embrionaria letal, vision anormal,
Drosophila) tipo 1 (antigeno Hu R) (ELAVL1), subunidad 2 de proteina de unioén a la caperuza nuclear, 20 kDa
(NCBP2), control general de GCN1 de la sintesis 1 de aminoacidos tipo 1 (levadura) (GCN1L1), histona
acetiltransferasa 1 (HAT1), antigeno estromal 2 (STAGZ2), sorbitol deshidrogenasa (SORD), REX2, homdlogo de ARN
exonucleasa 2 (S. cerevisiae) (REXO2), ribonucleoproteina F nuclear heterogénea (HNRNPF), timopoyetina (TMPO)
peptidasa 24 especifica de ubiquitina (USP24), KIAA1967 (KIAA1967), componente 1 del complemento,
subcomponente r (C1R), anexina A7 (ANXA7), tipo RuvB 2 (E. coli) (RUVBL2), acireductona dioxigenasa 1 (ADI1),
factor 4A3 de iniciacion de la traduccion eucariota (EIF4A3), ribonucleoproteina U nuclear heterogénea tipo 2
(HNRNPUL2), n-recognina 4 componente de la proteina ligasa E3 ubiquitina (UBR4), regulador de cromatina
dependiente de actina, asociado a la matriz, relacionado a SWI/SNF, subfamilia a, miembro 2 (SMARCAZ2), citocromo
b5 reductasa 2 (CYB5R?2), factor 3b de empalme, subunidad 3, 130 kDa (SF3B3), supresor 1 de la ruta de la proteina
G (GPS1), detencion mitotica deficiente MAD2 tipo 1 (levadura) (MAD2L1), fosfolipasa C, gamma 1 (PLCG1), factor
4H de iniciacién de la traduccion eucariota (EIF4H), factor 2 auxiliar de ARN nuclear pequefio U2 (U2AF2), proteina 1
de unién a tanquirasa 1, 182 kDa (TNKS1BP1), transglutaminasa 2 (polipéptido C, proteina-glutamina-gamma-
glutamiltransferasa) (TGM2), ribonucleoproteina L nuclear heterogénea (HNRNPL), inositol polifosfato-5-fosfatasa,
145 kDa (INPP5D), anexina A10 (ANXA10) homdlogo de BUD31 (S. cerevisiae) (BUD31),

proteina de transferencia de fosfatidilinositol, alfa (PITPNA), leuciltARN sintetasa (LARS), nicotinamida N-
metiltransferasa (NNMT), subunidad 26S de proteasoma (prosoma, macropaina), no ATPasa, 12 (PSMD12),
homologo del Oncogene CT10 del virus de sarcoma de v-crk (aviar) (CRK), proteoglicano 2, médula dsea (activador
de células asesinas naturales, proteina basica principal del granulo de eosindfilos) (PRG2), versicano (VCAN),
exportina, tARN (receptor de exportacion nuclear para los tARN) (XPOT), homdlogo de la proteina nucleolar EMG1
(S. cerevisiae) (EMG1), marco 73 de lectura abierto del cromosoma 11 (C110rf73), transportina 1 (TNPO1), proteina
2 de union beta del factor de crecimiento transformante latente (LTBP2), dominio de choque frio que contiene E1,
union a ARN (CSDE1),

sulfirredoxina 1 (SRXN1), componente 1 de paraspeckle (PSPC1), proteina S3A ribosémica (RPS3A), modificador tipo
ubiquitina 1ISG15 (ISG15), polipéptido B de polimerasa (ARN) Il (dirigido por ADN), 140 kDa (POLR2B), factor de
transcripcion general lli (GTF2l), proteina 2 de cromosoma sin histona NHP2 tipo 1 (S. cerevisiae) (NHP2L1),
subunidad 26S del proteasoma (prosoma, macropaina), sin ATPasa, 10 (PSMD10), transductor de sefial y activador
de la transcripcion 1, 91 kDa (STAT1), dominio de unién de GTP del factor de alargamiento Tu que contiene 1 residuo
(EFTUD1), subunidad 23 del complejo mediador (MED23), factor 2C de iniciacién de la traduccion eucariota, 2
(EIF2C2), proteina 4B del motivo de unién de ARN (RBM4B), KIAA0664 (KIAA0664) factor de union al nucleo,
subunidad beta (CBFB),

proteina de unién a poli(A), citoplasmatica 1 (PABPC1), nicotinamida fosforibosiltransferasa (NAMPT), proteina 2 de
union a acido retinoico celular (CRABP2), interactuador 12 del receptor de la hormona tiroidea (TRIP12), homdlogo
de DnaJ (Hsp40), subfamilia C, miembro 9 (DNAJC9), dominio de transferencia de lipidos relacionado con StAR
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(START) que contiene 10 residuos (STARD10), proteina 213 de dedo anular (RNF213), factor 2B de iniciacion de la
traduccion eucariota, subunidad 5 épsilon, 82 kDa (EIF2B5), homdlogo 2 de bolA (E. coli) (BOLA2/BOLA2B), antigeno
5 expresado en meningioma (hialuronidasa) (MGEAS5), Rab geranilgeraniltransferasa, subunidad alfa (RABGGTA),
dominio de descarboxilasa dependiente de piridoxal que contiene 1 residuo (PDXDC1), componente 8 del exoma
(EXOSCS8), fosfoserina aminotransferasa 1 (PSAT1), factor 6 de iniciacion de la traduccion eucariota (EIF6), marco 13
de lectura abierto del cromosoma 16 (C160rf13), transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (factor de
respuesta de fase aguda) (STAT3), proteina 1 de matriz extracelular similar a fibulina que contiene EGF (EFEMP1),
defensina, alfa 6, especifica de la célula de Paneth (DEFAB), pirofosfatasa (inorganica) 1 (PPA1), glutation peroxidasa
2 (gastrointestinal) (GPX2), homdlogo D de unc-13 (C. elegans) (UNC13D), proteina tirosina fosfatasa, sin receptor
tipo 6 (PTPNG6), miosina XVIIIA (MYO18A), fibulina 1 (FBLN1), proteina ribosémica L19 (RPL19), homdlogo diafano 1
(Drosophila) (DIAPH1), homdlogo de reparacion por escision del nucleétido MMS19 (S. cerevisiae) (MMS19), motivo
21 tipo nudix (fraccion X ligada a nucledsido difosfato) (NUDT21), factor 3b de empalme, subunidad 5, 10 kDa (SF3B5),
ribonucleoproteina que contiene el dominio SAP (SARNP), factor 2 de intercambio del nucleétido guanina del factor
de ribosilacion de ADP (inhibido por brefeldina A) (ARFGEF2), proteina 1 de union a guanilato, inducible por interferén
(GBP1), dominio HECT, UBA y WWE que contiene 1 residuo (HUWE1), procesamiento del precursor 7, subunidad de
ribonucleasa P/MRP (S. cerevisiae) (POP7), factor de iniciacion de la traduccién eucariota 2B, subunidad 3 gamma,
58 kDa (EIF2B3), N(alfa)-acetiltransferasa 10, subunidad catalitica NatA (NAA10), homdlogo de DnaJ (Hsp40),
subfamilia B, miembro 1 (DNAJB1), alfa quinasa 2 del factor 2 de iniciacion de la traduccion eucariota (EIF2AK2),
dominio de unién a GTP del factor Tu de alargamiento que contiene 2 residuos (EFTUD2), grancalcina, proteina de
union a calcio con mano EF (GCA), molécula de adhesion celular neuronal (NRCAM), polipéptido 16 de caja DEAH
(Asp-Glu-Ala-His) (DHX16), que contiene la pequefia repeticion del tetratricopéptido rico en glutamina (TPR), alfa
(SGTA), serinaltreonina quinasa 10 (STK10), supresor de smu-1 del homdélogo de mec-8 y unc-52 (C. elegans)
(SMU1), homdlogo del factor 4 de procesamiento de pre-ARNm PRP4 (levadura) (PRPF4), ribonucleoproteina nuclear
heterogénea D (proteina 1 de union a ARN del elemento rico en AU, 37 kDa) (HNRNPD), sintasa CTP (CTPS), factor
de estimulacion de escision, 3' pre-ARN, subunidad 3, 77 kDa (CSTF3), factor de estimulacion de escision, 3' pre-
ARN, subunidad 1, 50 kDa (CSTF1), ribonucleoproteina nuclear heterogénea 1 tipo U (HNRNPUL1), proteina
ribosémica S5 (RPS5), proteina tirosina fosfatasa, tipo 11 sin receptor (PTPN11), ladinina 1 (LAD1), componente del
complejo de Golgi oligomérico 2 (COG2), culina 2 (CUL2), proteina ribosémica S17 (RPS17/RPS17L), subunidad 26S
de proteasoma (prosoma, macropaina), sin ATPasa, 4 (PSMD4), anexina A1 (ANXA1), anexina A2 (ANXA2),
ribonucledtido formiltransferasa 5-aminoimidazol-4-carboxamida/IMP ciclohidrolasa (ATIC), azurocidina 1 (AZU1),
repeticion de IAP baculoviral que contiene 6 residuos (BIRC6), quitinasa 1 tipo 3 (glicoproteina 39 de cartilago)
(CHI3L1), carbamoil-fosfato sintasa 1, mitocondrial (CPS1), catepsina G (CTSG), defensina, alfa 1 (DEFA1 (incluye
otros)), eliminada en tumores malignos de cerebro 1 (DMBT1), elastasa, expresada en neutréfilos (ELANE), integrina,
alfa M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento) (ITGAM), lipocalina 2 (LCNZ2), lectina, proteina
de union a 3, soluble, que se une a galactésido (LGALS3BP), componente 2 del complejo de mantenimiento de
minicromosomas (MCM2), metalopeptidasa 9 de matriz (gelatinasa B, gelatinasa de 92 kDa, colagenasa tipo IV de
92 kDa) (MMP9), mieloperoxidasa (MPO), mucina 5AC, moco oligomérico/formador de gel (MUC5AC/MUC5B),
subunidad 1 de proteina de unién a la caperuza nuclear, 80 kDa (NCBP1), neurofibromina 1 (NF1), olfactomedina 4
(OLFM4), PDS5, regulador del mantenimiento de la cohesion, homdlogo A (S. cerevisiae) (PDS5A), proteina 1 de
reconocimiento de peptidoglucano (PGLYRP1), proteinasa 3 (PRTN3), quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1 (QSOX1),
regeneracion 1 alfa derivada de islotes (REG1A), proteina S100 de unién al calcio A9 (S100A9), inhibidor de la serpina
peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10 (SERPINB10), inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina),
miembro 5 (SERPINBS5), homdlogo A de unc-45 (C. elegans) (UNC45A).

En una realizacion, los métodos de la divulgacion detectan uno o mas biomarcadores, cuya presencia en una muestra
es indicativa de que el individuo esta en riesgo de sufrir o esta sufriendo de cancer colorrectal.

En una realizacion alternativa, los métodos de la divulgacion detectan uno o mas biomarcadores, cuya expresion
aumentada en una muestra en relacién con una muestra de control es indicativo de que el individuo esta en riesgo de
sufrir o esta sufriendo de cancer colorrectal.

En una realizacion preferida, los métodos de la divulgacion detectan uno o mas biomarcadores del grupo definido en
la Tabla 2. Los biomarcadores proporcionados en la Tabla 2 representan un subconjunto preferido de los definidos en
la Tabla 1, cuya expresion diferencial es relativa a las muestras de control se considera estadisticamente significativa.
Por lo tanto, este grupo de biomarcadores representa un panel de biomarcadores a partir del cual se puede seleccionar
cualquier numero de biomarcadores para la deteccion.

Por lo tanto, en una realizacion, los métodos de la divulgacién pueden detectar mas de un biomarcador del grupo
definido en la Tabla 2, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores del
grupo definido en la Tabla 2. En una realizacion alternativa, los métodos de la divulgacion detectan mas de diez de los
biomarcadores del grupo definido en la Tabla 2, por ejemplo, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete,
dieciocho, diecinueve, veinte, treinta, cuarenta, cincuenta, sesenta, setenta, ochenta, noventa, cien de los
biomarcadores del grupo definido en la Tabla 2. Por lo tanto, los métodos de la divulgacion detectan la presencia o
aumento de la expresion de uno o mas de: componente C4B del complemento (grupo sanguineo Chido) 2 (C4A/C4B);
glutamico-oxaloacético transaminasa 2, mitocondrial (aspartato aminotransferasa 2) (GOT2); glucosa-6-fosfato
isomerasa (GPI); transcetolasa (TKT); N-acilaminoacil-péptido hidrolasa (APEH); grupo de histonas 1, H4c (HIST4H4
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(incluye otros)); proteina 5 de unién a acidos grasos (asociada a psoriasis) (FABP5); hexosaminidasa B (polipéptido
beta) (HEXB); molécula de adhesion celular epitelial (EPCAM); nucledsido difosfato quinasa (NME1-NME2);
superoxido dismutasa 2, mitocondrial (SOD2); factor de alargamiento de traduccion Tu, mitocondrial (TUFM); glutation
sintetasa (GSS); anexina A2 (ANXA2); ATP sintasa, transporte de H*, complejo mitocondrial F1, polipéptido beta
(ATP5B); proteina de choque térmico de 10 kDa (chaperonina 10) (HSPE1); glioxalasa | (GLO1); grupo de histonas 2,
H2be (HIST2H2BE (incluye otros)); proteina S100 de unién a calcio A4 (S100A4); proteina S100 de unién a calcio A11
(S100A11); latexina (LXN); miembro 11 de deshidrogenasa/reductasa (familia SDR) (DHRS11); N-
acetilglucosaminidasa, alfa (NAGLU); translina (TSN); subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina) alfa tipo 4
(PSMA4); subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina) alfa tipo-6 (PSMAG); sustrato 1 de toxina botulinica C3
relacionada con ras (familia rho, proteina pequefia Rac1 de union a GTP) (RAC1); adenosilhomocisteinasa (AHCY);
fucosidasa, alfa-L-1, tejido (FUCA1); proteina S100 de unién a calcio P (S100P); subunidad de proteasoma (prosoma,
macropaina) beta tipo-2 (PSMB2); X-prolil aminopeptidasa (aminopeptidasa P) 1 (XPNPEP1); queratina 18 (KRT18);
subunidad 1 de la proteina de unién a la caperuza nuclear de 80 kDa (NCBP1); manosidasa, alfa, clase 2B, miembro
1 (MAN2B1); proteina S100 de unién a calcio A6 (S100A6); proteina que contiene valosina (VCP); quinolinato
fosforibosiltransferasa (QPRT); complejo mayor de histocompatibilidad, clase |, B (HLA-B); fosfoglicerato mutasa 1
(cerebro) (PGAM1); ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 3 (ENPP3); inhibidor de la serpina peptidasa, clado
B (ovoalbumina), miembro 10 (SERPINB10); mieloperoxidasa (MPOQO); creatina quinasa, mitocondrial 1B
(CKMT1A/CKMT1B); proteinasa 3 (PRTN3); elastasa, expresada en neutrdfilos (ELANE); dedo de zinc 1 tipo CW de
la familia MORC (MORCH1); ubiquitina B (UBB); fosfolipasa A2, grupo IlIA (plaquetas, liquido sinovial) (PLA2G2A);
anhidrasa carbodnica IV (CA4); factor de alargamiento G, mitocondrial 2 (GFM2); proteina S100 de unién a calcio A7
(S100A7); proteina que aumenta la permeabilidad bactericida (BPI); colageno, tipo VI, alfa 5 (COL6A5); homeobox 8
de LIM (LHX8); proteina 3 secretora rica en cisteina (CRISP3); azurocidina (AZU1); hemicentina 1, (HMCN1);
transglutaminasa 3 (polipéptido E, proteina-glutamina gamma-glutamiltransferasa) (TGM3); proteina quinasa alfa de
union a CDC42 (similar a DMPK) (CDC42BPA); catepsina G (CTSG); resistina (RETN); metiimalonil CoA mutasa
(MUT); que contiene repeticion armadillo, 4 ligado a X (ARMCX4); integrina alfa-M (ITGAM); canal de calcio,
dependiente del voltaje, subunidad alfa-1E tipo R (CACNA1E); invasion y metastasis 2 de linfoma de células T (TIAM2);
homologo A defectuoso en la regulacion del ciclo celular de histona HIR (S. cerevisiae) (HIRA); miembro 2 de la familia
dopey (DOPEY2); proteina 3 de union a integrina beta 1 (ITGB1BP3); canal de sodio, controlado por voltaje, tipo VII,
alfa (SCN7A); Rab3C, miembro de la familia de oncogenes RAS (RAB3C); marco de lectura abierta 79 del cromosoma
9 (C9orf79); factor nuclear de células T activadas, dependiente de calcineurina 4 (NFATC4); UDP-glucosa
glicoproteina glucosiltransferasa 2 (UGGT2); cornulina (CRNN); proteina similar a quielina/cordina (KCP); molécula
CD1E (CD1E); dominio de hélice superenrollada que contiene 18 residuos (CCDC18); leucotrieno A-4 hidrolasa
(LTA4H); albumina (ALB); alfa-2-macroglobulina (A2M); componente 3 del complemento (C3); hemoglobina, beta
(HBB); transferrina (TF); hemoglobina, alfa 1 (HBA1/HBA2); lactotransferrina (LTF); ceruloplasmina (ferroxidasa) (CP);
catalasa (CAT); componente especifico del grupo (proteina de unién a la vitamina D) (GC); inhibidor de la serpina
peptidasa, clado C (antitrombina), miembro 1 (SERPINC1); cadena gamma de fibrinégeno (FGG); proteina S100 de
union a calcio A8 (S100A8); ferritina, polipéptido ligero (FTL); actina, beta (ACTB); fibronectina 1 (FN1); defensina,
alfa 1 (DEFA1 (incluye otros)); inhibidor de la serpina peptidasa, clado G (inhibidor de C1), miembro 1 (SERPING1);
proteina 4 de union a retinol, plasma (RBP4); peroxirredoxina 2 (PRDX2); cadena alfa de fibrindgeno (FGA); inhibidor
de la serpina peptidasa, clado F (antiplasmina alfa-2, factor derivado del epitelio pigmentario), miembro 2 (SERPINF2);
anhidrasa carbénica Il (CA2); orosomucoide 1 (ORM1/ORM2); lactato deshidrogenasa A (LDHA); vitronectina (VTN);
quinindégeno-1 (KNG1); actina, alfa, musculo cardiaco 1 (ACTC1); alfa-2-glicoproteina 1 rica en leucina (LRG1);
gamma-glutamil hidrolasa (conjugasa, folilpoligammaglutamil hidrolasa) (GGH); enolasa 1, (alfa) (ENO1); profilina 1
(PFN1); inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-1, antitripsina), miembro 7 (SERPINA?7); alfa-1-
microglobulina/precursor de bikunina (AMBP); lamina A/C (LMNA); apolipoproteina D (APOD); proteina de interaccion
con el receptor de la hormona tiroidea 11 (TRIP11); proteina de unién del componente 4 del complemento, alfa
(C4BPA); tropomiosina 4 (TPM4); filamina A, alfa (FLNA); haptoglobina (HP); hemopexina (HPX); hemoglobina, delta
(HBD); cadena beta de fibrinbgeno (FGB); proteina S100 de unién a calcio A9 (S100A9); componente 5 del
complemento (C5); familia 26 portadora de soluto, miembro 3 (SLC26A3); componente 9 del complemento (C9);
componente amiloide P, suero (APCS); glicoproteina alfa-1-B (A1BG); complemento tipo C3 (LOC100133511);
inhibidor H4 inter-alfa (globulina) (glicoproteina sensible a calicreina en plasma) (ITIH4); componente C8 del
complemento, polipéptido alfa (C8A); inhibidor inter-alfa (globulina) H1 (ITIH1).

En una realizacion, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores capaces de diagnosticar o predecir
CRC en un individuo que dio negativo en la prueba inmunoquimica fecal.

Por lo tanto, los métodos de la divulgacion pueden detectar uno o mas biomarcadores seleccionados del grupo definido
en la Tabla 3. Los biomarcadores proporcionados en la Tabla 3 representan un subconjunto preferido de los definidos
en la Tabla 1, que se ha encontrado que estan presentes en niveles significativamente mas altos en muestras de CRC
que resultaron negativas de la prueba inmunoquimica fecal. Por lo tanto, el grupo de la Tabla 3 representa un panel
de biomarcadores a partir del cual se puede seleccionar cualquier nimero de biomarcadores para la deteccion.

Por lo tanto, en una realizacion, los métodos de la divulgacién pueden detectar mas de un biomarcador del grupo
definido en la Tabla 3, por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores del
grupo definido en la Tabla 3. En una realizacion alternativa, los métodos de la divulgacion detectan mas de diez de los
biomarcadores del grupo definido en la Tabla 3, por ejemplo, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete,
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dieciocho, diecinueve, veinte, treinta, cuarenta, cincuenta, sesenta, setenta, ochenta, noventa, cien de los
biomarcadores del grupo definido en la Tabla 3. Por lo tanto, los métodos de divulgacion pueden detectar la presencia
o el aumento de expresion de uno o mas de: componente C4B del complemento (grupo sanguineo Chido) 2
(C4A/C4B); glutamico-oxaloacético transaminasa 2, mitocondrial (aspartato aminotransferasa 2) (GOT2); glucosa-6-
fosfato isomerasa (GPI); transcetolasa (TKT); N-acilaminoacil-péptido hidrolasa (APEH); hexosaminidasa B
(polipéptido beta) (HEXB); molécula de adhesion celular epitelial (EPCAM); lectura de NME1-NME2 (NME1-NME2);
factor de alargamiento de traduccion Tu, mitocondrial (TUFM); glutation sintetasa (GSS); glioxalasa | (GLO1); latexina
(LXN); subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina) alfa tipo 4 (PSMA4); fucosidasa, alfa-L-1, tejido (FUCA1);
queratina 18 (KRT18); subunidad 1 de la proteina de unién a la caperuza nuclear de 80 kDa (NCBP1); manosidasa,
alfa, clase 2B, miembro 1 (MAN2B1); proteina S100 de unién a calcio A6 (S100A6); complejo mayor de
histocompatibilidad, clase I, B (HLA-B); ectonucleoétido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 3 (ENPP3); inhibidor de la serpina
peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10 (SERPINB10); mieloperoxidasa (MPO); proteinasa 3 (PRTN3);
fosfolipasa A2, grupo IIA (plaquetas, liquido sinovial) (PLA2G2A); anhidrasa carbonica IV (CA4); factor de alargamiento
G, mitocondrial 2 (GFM2); proteina S100 de unién a calcio A7 (S100A7); proteina que aumenta la permeabilidad
bactericida (BPI); colageno, tipo VI, alfa 5 (COL6AS5); homeobox 8 de LIM (LHX8); azurocidina (AZU1); hemicentina 1
(HMCN1); metilmalonil CoA mutasa (MUT); que contiene repeticién armadillo, 4 ligado a X (ARMCX4); integrina alfa-
M (ITGAM); canal de calcio, dependiente del voltaje, subunidad alfa-1E tipo R (CACNA1E); invasién y metastasis 2 de
linfoma de células T (TIAM2); homologo A defectuoso en la regulacion del ciclo celular de histona HIR (S. cerevisiae)
(HIRA); miembro 2 de la familia dopey (DOPEY2); canal de sodio, controlado por voltaje, tipo VI, alfa (SCN7A); marco
de lectura abierta 79 del cromosoma 9 (C9orf79); UDP-glucosa glicoproteina glucosiltransferasa 2 (UGGT2); cornulina
(CRNN); dominio de hélice superenrollada que contiene 18 residuos (CCDC18); alfa-2-macroglobulina (A2M);
componente 3 del complemento (C3); hemoglobina, beta (HBB); transferrina (TF); hemoglobina, alfa 1 (HBA1/HBA2);
lactotransferrina (LTF); ceruloplasmina (ferroxidasa) (CP); catalasa (CAT); cadena gamma de fibrinégeno (FGG);
proteina S100 de union a calcio A8 (S100A8); ferritina, polipéptido ligero (FTL); fibronectina 1 (FN1); defensina, alfa 1
(DEFA1 (incluye otros)); inhibidor de la serpina peptidasa, clado G (inhibidor de C1), miembro 1 (SERPING1); proteina
4 de union a retinol, plasma (RBP4); peroxirredoxina 2 (PRDX2); inhibidor de la serpina peptidasa, clado F
(antiplasmina alfa-2, factor derivado del epitelio pigmentario), miembro 2 (SERPINF2); lactato deshidrogenasa (LDHA);
vitronectina (VTN); quinindgeno-1 (KNG1); alfa-2-glicoproteina 1 rica en leucina (LRG1); gamma-glutamil hidrolasa
(conjugasa, folilpoligammaglutamil hidrolasa) (GGH); inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-1,
antitripsina), miembro 7 (SERPINAY); alfa-1-microglobulina/precursor de bikunina (AMBP); interactuador 11 receptor
de la hormona tiroidea (TRIP11); proteina de unién al componente 4 del complemento, alfa (C4BPA); filamina A, alfa
(FLNA); hemopexina (HPX); proteina S100 de unién a calcio A9 (S100A9); componente 5 del complemento (C5);
familia 26 portadora de soluto, miembro 3 (SLC26A3); componente 9 del complemento (C9); componente amiloide P,
suero (APCS); complemento tipo C3 (LOC100133511); inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-
1, antitripsina), miembro 3 (SERPINA3); catepsina S (CTSS); citidina desaminasa (CDA); similar a shugoshina 2
(SGOL2); inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 3 (SERPINB3); dominio hect y RLD 2
(HERC?2); triosafosfato isomerasa 1 (TPI1); isoforma 1 de colageno, tipo IV, proteina de union alfa 3 (antigeno de
Goodpasture) (COL4A3BP); ribonucleasa T2 (RNASET2); glutation reductasa (GSR); homodlogo 3 de spinster
(Drosophila) (SPNS3); ADNc FLJ60317, muy similar a aminoacilasa-1 (ACY1); inhibidor de la serpina peptidasa, clado
B (ovoalbumina), miembro 8 (SERPINB8); aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada (BCAT2); acido
sialico acetilesterasa (SIAE); peptidasa D (PEPD); complejo mayor de histocompatibilidad, clase I, DR beta 5 (HLA-
DRB5); dominio SET que contiene 2 residuos (SETD2); dominio hect (homdlogo al terminal carboxilo E6-AP (UBE3A))
y el dominio 1 similar a RCC1 (CHC1) (RLD) (HERC1); isocitrato deshidrogenasa 1 (NADP+), soluble (IDH1); catepsina
C (CTSC); inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-1, antitripsina), miembro 1 (SERPINA1);
envoltura nuclear 1, que contiene repeticion de espectrina (SYNE1); proteina 35 que contiene dominio de repeticion
de anquirina (ANKRD35); quinasa 10 relacionada con NIMA (nunca en el gen a de mitosis) (NEK10); inhibidor H2
inter-alfa (globulina) (ITIH2); acil-CoA deshidrogenasa, cadena muy larga (ACADVL); nebulina (NEB); proteina 16 de
membrana de granulos de zimégeno (ZG16); vinculina (VCL); isoforma 2 del dedicador de la proteina 4 de citoquinesis
(DOCK4); proteina hipotética LOC643677 (C130rf40); proteina no caracterizada KIAA1797 (KIAA1797); repeticion de
IAP baculoviral que contiene 6 residuos (BIRCB); transaldolasa 1 (TALDO1); receptor del gusto tipo 2 miembro 42
(TAS2R42); quitinasa 1 (quitotriosidasa) (CHIT1); quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1 (QSOX1); antigeno 12 de células
estromales de médula 6sea (BST1); bleomicina hidrolasa (BLMH); lisozima C (LYZ).

En una realizacion, el método de la divulgacién detecta uno o mas biomarcadores que tienen un poder discriminatorio
mas alto que la hemoglobina. En otras palabras, el uno o mas biomarcadores tienen una sensibilidad y especificidad
mas altas que la hemoglobina para detectar la presencia de adenoma avanzado o adenocarcinoma en una muestra.

Por lo tanto, en una realizacion, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores, por ejemplo dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en: proteina
S100 de unidn al calcio A8 (S100A8), componente C4B del complemento (grupo sanguineo Chido) 2 (C4A/C4B),
transferrina (TF), alfa-2-macroglobulina (A2M), proteina S100 de unién al calcio A9 (S100A9), proteinasa 3 (PRTN3),
azurocidina (AZU1), lactotransferrina (LTF), hemopexina (HPX) y defensina, alfa 1 (DEFA1).

Por lo tanto, en una realizacion, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores, por ejemplo, dos, tres,

cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en: anexina
A2 (ANXA2), azurocidina 1 (AZU1), catepsina G (CTSG), defensina, alfa 1 (DEFA1 incluye otros)), elastasa, expresada
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en neutrofilos (ELANE), integrina, alfa M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento) (ITGAM),
mieloperoxidasa (MPO), subunidad 1 de la proteina de union a la caperuza nuclear de 80 kDa (NCBP1), proteinasa 3
(PRTN3), proteina S100 de union al calcio A9 (S100A9), inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina),
miembro 10 (SERPINB10) , anexina A1 (ANXA1), repeticion de IAP baculoviral que contiene 6 residuos (BIRC6),
componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas (MCM2), quiescina Q6 sulfhidriloxidasa 1 (QSOX1),
inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 5 (SERPINBS5).

En una realizacién, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores, cuya presencia en una muestra es
indicativa de que el individuo esta en riesgo de sufrir o esta sufriendo de cancer colorrectal.

Por lo tanto, en una realizacion, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores, por ejemplo dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores seleccionados del grupo definido en la Tabla 4. Los
biomarcadores proporcionados en la Tabla 4 representan un subconjunto preferido de los definidos en la Tabla 1, que
se ha encontrado que se expresan solo en muestras de CRC, no en muestras de control. Por lo tanto, el grupo de la
Tabla 4 representa un panel de biomarcadores a partir del cual se puede seleccionar cualquier nimero de
biomarcadores para la deteccion.

En una realizacién, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores, cuya presencia en una muestra es
indicativa de que el individuo esta en riesgo de sufrir o esta sufriendo de cancer colorrectal.

Por lo tanto, en una realizacién, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores, por ejemplo dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores seleccionados del grupo definido en la Tabla 5. Los
biomarcadores proporcionados en la Tabla 5 representan un subconjunto preferido de los definidos en la Tabla 1, que
se identificaron en un conjunto de verificacion independiente de muestras de heces.

Por lo tanto, en una realizacion adicional, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores, por ejemplo
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en:
glicoproteina alfa-1-B (A1BG), alfa-2-macroglobulina (A2M), actina, beta (ACTB), actina, alfa, masculo cardiaco 1
(ACTC1), albumina (ALB), componente amiloide P, suero (APCS), N-acilaminoacil-péptido hidrolasa (APEH),
apolipoproteina D (APOD), azurocidina 1 (AZU1), componente 3 del complemento (C3), componente 4B del
complemento (grupo sanguineo Chido) (C4A/C4B), componente 5 del complemento (C5), anhidrasa carbodnica |l
(CA2), anhidrasa carbodnica IV (CA4), catalasa (CAT), ceruloplasmina (ferroxidasa) (CP), catepsina G (CTSG),
defensina, alfa 1 (DEFA1 (incluye otros)), elastasa, expresada en neutréfilos (ELANE), enolasa 1, (alfa) (ENO1),
filamina A, alfa (FLNA), fibronectina 1 (FN1), ferritina, polipéptido ligero (FTL), fucosidasa, alfa-L-1, tejido (FUCA1),
gamma-glutamil hidrolasa (conjugasa, folilpoligammaglutamil hidrolasa) (GGH), glutamico-oxaloacético transaminasa
2, mitocondrial (aspartato aminotransferasa 2) (GOT2), glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI), glutation sintetasa (GSS),
hemoglobina, alfa 1 (HBA1/HBA2), hemoglobina, beta (HBB), hemoglobina, delta (HBD), hexosaminidasa B
(polipéptido beta) (HEXB), grupo de histonas 1, H4c (HIST4H4 (incluye otros)), complejo mayor de histocompatibilidad,
clase I, B (HLA-B), haptoglobina (HP), hemopexina (HPX), proteina 1 de choque térmico de 10kDa (chaperonina 10)
(HSPE1), lactato deshidrogenasa A (LDHA), complemento tipo C3 (LOC100133511), alfa-2-glicoproteina 1 rica en
leucina (LRG1), lactotransferrina (LTF), latexina (LXN), manosidasa, alfa, clase 2B, miembro 1 (MAN2B1),
mieloperoxidasa (MPO), N-acetilglucosaminidasa, alfa (NAGLU), orosomucoide 1 (ORM1/ORM2), profilina 1 (PFN1) ,
fosfolipasa A2, grupo llA (plaquetas, liquido sinovial) (PLA2G2A), proteinasa 3 (PRTN3), subunidad del proteasoma
(prosoma, macropaina), tipo alfa, 4 (PSMA4), subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo alfa, 6 (PSMAB),
subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 2 (PSMB2), proteina 4 de union a retinol, plasma (RBP4),
resistina (RETN), proteina S100 de unioén a calcio A8 (S100A8), proteina S100 de unién a calcio A9 (S100A9), inhibidor
de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10 (SERPINB10), inhibidor de la serpina peptidasa, clado C
(antitrombina), miembro 1 (SERPINC1), inhibidor de la serpina peptidasa, clado F (antiplasmina, alfa-2, factor derivado
del epitelio pigmentario), miembro 2 (SERPINF2), inhibidor de la serpina peptidasa, clado G (inhibidor de C1), miembro
1 (SERPINGH1), superoxido dismutasa 2, mitocondrial (SOD2), transferrina (TF), transcetolasa (TKT), ubiquitina B
(UBB), no mapeado por la invencién (IPI00884078), no mapeado por la invencion (proteina de 26 kDa, IP100942608),
alfa-2-macroglobulina tipo 1 (A2ML1), acil-CoA deshidrogenasa, cadena muy larga (ACADVL), no mapeado por la
invencion (ACY1), fosfatasa alcalina, higado/hueso/rifion (ALPL), bleomicina hidrolasa (BLMH), antigeno 1 de células
estromales de médula 6ésea (BST1), canal de calcio, dependiente del voltaje, tipo L, subunidad alfa 1D (CACNA1D),
creatina quinasa, mitocondrial 1B (CKMT1A/CKMT1B), catepsina S (CTSS), fumarilacetoacetato hidrolasa
(fumarilacetoacetasa) (FAH), guanina desaminasa (GDA) glutationa reductasa (GSR), ribonucleoproteina nuclear
heterogénea A2/B1 (HNRNPA2B1), proteina de choque térmico de 70 kDa (HSPA8), queratina 6C (KRT6C), queratina
6C (KRT6C), lipocalina 1 (prealbumina de lagrima) (LCN1), lisozima, (LYZ), componente 2 del complejo de
mantenimiento de minicromosomas (MCM2), peptidasa D (PEPD), dominio de fosfolipasa B que contiene 1 residuo
(PLBD1), subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo alfa, 2 (PSMA2), subunidad del proteasoma
(prosoma, macropaina), tipo beta , 1 (PSMB1), subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 6
(PSMB6), quiescina Q6 sulfhidriloxidasa 1 (QSOX1), ribonucleasa T2 (RNASET2), inhibidor de la serpina peptidasa,
clado A (antiproteinasa alfa-1, antitripsina), miembro 1 (SERPINA1), inhibidor de la serpina peptidasa, clado A
(antiproteinasa alfa-1, antitripsina), miembro 3 (SERPINAS3), inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina),
miembro 3 (SERPINB3), acido sialico acetilesterasa (SIAE), triosafosfato isomerasa 1 (TPI11), homdlogo de proteina
de granulos de zimogeno 16 (rata) (ZG16).
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En una realizacion, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores, cuya presencia en una muestra es
indicativa de que el individuo esta en riesgo de sufrir o esta sufriendo de cancer colorrectal, cuyos biomarcadores se
han seleccionado con base en la correlaciéon con secretomas de tejido tumoral de colon.

Por lo tanto, en una realizacion, el método de la divulgacion detecta uno o mas biomarcadores, por ejemplo dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores seleccionados del grupo definido en la Tabla 7. Los
biomarcadores proporcionados en la Tabla 7 representan un subconjunto preferido de aquellos definidos en la Tabla
6, que se ha encontrado que se expresan tanto en la emisién de tumores como en las muestras de heces. Por lo tanto,
el grupo de la Tabla 7 representa un panel de biomarcadores a partir del cual se puede seleccionar cualquier nUmero
de biomarcadores para la deteccion. Por lo tanto, en una realizacién adicional, el método de la divulgacion detecta uno
0 mas biomarcadores, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez de los biomarcadores
seleccionados del grupo que consiste en: anexina A2 (ANXA2), azurocidina 1 (AZU1), catepsina G (CTSG), defensina,
alfa 1 (DEFA1 (incluye otros)), elastasa, expresada en neutréfilos (ELANE), integrina, alfa M (subunidad del receptor
3 del componente 3 del complemento) (ITGAM), mieloperoxidasa (MPO), subunidad 1 de la proteina de unioén a la
caperuza nuclear de 80 kDa (NCBP1), proteinasa 3 (PRTN3), proteina S100 de union al calcio A9 (S100A9), inhibidor
de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10 (SERPINB10), anexina A1 (ANXA1), repeticion de |IAP
baculoviral que contiene 6 residuos (BIRC6), componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
(MCM2), quiescina Q6 sulfhidriloxidasa 1 (QSOX1), inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro
5 (SERPINBS).

Preferiblemente, el método de la divulgacion tiene una precision de al menos 75%, por ejemplo una precision del 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% o 100% . Preferiblemente, el método de la invencién tiene una sensibilidad de al menos
75%, por ejemplo una sensibilidad del 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% o 100%.

Preferiblemente, el método de la invencion tiene una especificidad de al menos 75%, por ejemplo una especificidad
del 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% o 100 %.

Por "precision" se entiende la proporcién de resultados correctos de un diagnéstico, por "sensibilidad" se entiende la
proporcion de todos los diagnosticos positivos que se clasifican correctamente como positivos, y por "especificidad"
se entiende la proporcion de todos los diagndsticos negativos que se clasifican correctamente como negativos. Los
métodos de la invencién pueden verificarse mediante colonoscopia posterior.

Métodos de deteccion

En una realizacion, la muestra bioldgica, por ejemplo una muestra de heces, puede detectarse mediante uno o mas
biomarcadores usando espectrometria de masas (dirigida).

El descubrimiento y la deteccién de marcadores de proteinas por LC-MS/MS y la deteccién de marcadores de
proteinas basados en hipotesis por SRM-MS se han aplicado antes en muestras de heces humanas y murinas,
respectivamente (Ang CS, Nice EC. J Proteome Res 2010; 9: 4346-55; Ang CS, et al., Electrophoresis 2011; 32: 1926-
38; Ang CS, et al., J Chromatogr A 2010; 1217: 3330-40).

A pesar de la complejidad del material de heces, la presente divulgacion ha detectado con éxito varias de estas
proteinas de heces humanas previamente informadas. Ademas, el nimero de muestras incluidas y las proteinas
identificadas correspondientes en el estudio actual supera el de estudios anteriores. Por lo tanto, los datos presentados
aqui son la vision general mas grande del proteoma de heces humano hasta la fecha.

Aunque se ha demostrado que la deteccidon de muestras mediante las técnicas de espectrometria de masas descritas
en el presente documento es eficaz, un método de deteccion preferido comprende un ensayo de deteccion basado en
anticuerpos. La prueba inmunoquimica fecal (FIT) comprende un ensayo de deteccion basado en anticuerpos y, por
lo tanto, un ensayo de deteccidon basado en anticuerpos para uno o mas de los biomarcadores identificados en la
presente solicitud proporciona una deteccion complementaria que puede incorporarse faciimente en el ensayo FIT
existente.

Por lo tanto, en una realizacion de los métodos de la divulgacion, la muestra biolégica se analiza para uno o mas
biomarcadores usando un agente de unién capaz de unirse a uno o mas biomarcadores.

Los agentes de unién (también denominados moléculas de unién) se pueden seleccionar de una biblioteca, en funcion
de su capacidad para unirse a un motivo dado, como se describe a continuacion.

En una realizacion, el primer agente de unién es un anticuerpo o un fragmento del mismo. Por lo tanto, un fragmento
puede contener uno o mas de los dominios pesados variables (V4) o ligeros variables (V). Por ejemplo, el término
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fragmento de anticuerpo incluye moléculas similares a Fab (Better et al., Science 1988; 240, 1041); moléculas Fv
(Skerra et al., Science 1988; 240, 1038); moléculas de Fv de cadena sencilla (ScFv) donde los dominios asociados Vu
y V. estan unidos a través de un oligopéptido flexible (Bird et al., Science 1988; 242,423; Huston et a., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1988; 85, 5879) y anticuerpos de un solo dominio (dAb) que comprenden dominios V aislados (Ward
et al., Nature 1989; 341,544).

El término "variante de anticuerpo" incluye cualquier anticuerpo sintético, anticuerpo recombinante o hibridos de
anticuerpo, tal como, pero sin limitacion, una molécula de anticuerpo de cadena sencilla producida por presentacion
en fagos de regiones variable y/o constante de cadena ligera y/o pesada de inmunoglobulina u otra molécula
inmunointeractiva capaz de unirse a un antigeno en un formato de inmunoensayo conocido por los expertos en la
técnica.

Se puede encontrar una revision general de las técnicas implicadas en la sintesis de fragmentos de anticuerpos que
retienen sus sitios de unioén especificos en Winter & Milstein Nature 1991; 349, 293-299.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento del mismo es un anticuerpo recombinante o fragmento del mismo (tal
como un scFv). Por "moléculas de ScFv" se entiende moléculas en las que los dominios asociados Vy y V. estan
unidos a través de un oligopéptido flexible.

Las ventajas de usar fragmentos de anticuerpos, en lugar de anticuerpos completos, son multiples. Se eliminan las
funciones efectoras de los anticuerpos completos, tales como la unién del complemento. Los fragmentos de
anticuerpos Fab, Fv, ScFv y dAb pueden expresarse todos y secretarse a partir de E. coli, lo que permite la produccion
facil de grandes cantidades de dichos fragmentos.

Los anticuerpos completos y los fragmentos F(ab'), son "bivalentes". Por "bivalente" se entiende que dichos
anticuerpos y los fragmentos F(ab'), tienen dos sitios de combinacion de antigeno. En contraste, los fragmentos Fab,
Fv, ScFv y dAb son monovalentes y tienen un solo sitio de combinacién de antigeno.

Los anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales. Los anticuerpos adecuados pueden prepararse mediante
técnicas conocidas y no necesitan discusion adicional.

Ademas o alternativamente, el agente de unién puede ser un aptamero. Los aptameros adecuados pueden prepararse
mediante técnicas conocidas y no necesitan mas discusion.

En una realizacion, los uno o mas biomarcadores en la muestra de prueba se marcan con una fraccién detectable. En
una realizacion, los uno o mas biomarcadores en la muestra de control se marcan con una fraccion detectable (que
puede ser la mismo o diferente de la fraccion detectable usada para marcar la muestra de prueba).

Una "fraccion detectable” es una que puede detectarse y determinarse la cantidad relativa y/o la ubicacion de la
fraccion (por ejemplo, la ubicaciéon en una matriz).

Las fracciones detectables son bien conocidas en la técnica. Una fraccion detectable puede ser una fraccion
fluorescente y/o luminiscente y/o quimioluminiscente que, cuando se expone a condiciones especificas, puede
detectarse. Por ejemplo, una fraccion fluorescente puede necesitar exponerse a radiacion (es decir, luz) a una longitud
de onda e intensidad especificas para provocar la excitacion de la fraccion fluorescente, lo que le permite emitir
fluorescencia detectable a una longitud de onda especifica que puede detectarse.

Como alternativa, la fraccion detectable puede ser una enzima que es capaz de convertir un sustrato (preferiblemente
indetectable) en un producto detectable que se puede visualizar y/o detectar. Los ejemplos de enzimas adecuadas se
analizan con mas detalle a continuacion en relacion con, por ejemplo, ensayos de ELISA.

Como alternativa, la fraccion detectable puede ser un marcador radiactivo, que puede incorporarse mediante métodos
bien conocidos en la técnica.

Matrices

En una realizacion, los métodos de la presente invenciéon pueden llevarse a cabo en una matriz.

Las matrices por si mismas ya son bien conocidas en la técnica. Tipicamente, estan formadas por una estructura lineal
o bidimensional que tiene regiones separadas (es decir, discretas) ("puntos"), cada una con un area finita, formada en
la superficie de un soporte solido. Una matriz también puede ser una estructura de perlas donde cada perla puede
identificarse mediante un cédigo molecular o cédigo de color o identificarse en un flujo continuo. El analisis también
se puede realizar secuencialmente cuando la muestra se pasa sobre una serie de puntos, cada uno de los cuales
adsorbe la clase de moléculas de la solucion.

El soporte sdélido es tipicamente vidrio o un polimero, siendo los polimeros usados mas comunmente celulosa,
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poliacrilamida, nylon, poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno. Los soportes solidos pueden estar en forma de
tubos, perlas, discos, chips de silicio, microplacas, membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF), membrana de
nitrocelulosa, membrana de nylon, otra membrana porosa, membrana no porosa (por ejemplo, plastico, polimero,
perspex, silicio, entre otros), una pluralidad de pernos poliméricos, o una pluralidad de pozos de microtitulacion, o
cualquier otra superficie adecuada para inmovilizar proteinas, anticuerpos y otras moléculas adecuadas y/o realizar
un inmunoensayo.

Los procesos de unién son bien conocidos en la técnica y generalmente consisten en unién covalente por
entrecruzamiento o adsorcion fisica de una molécula de proteina, anticuerpo o similar al soporte sélido. Mediante el
uso de técnicas bien conocidas, tales como la impresiéon por contacto o sin contacto, el enmascaramiento o la
fotolitografia, se puede definir la ubicacion de cada punto.

Una vez que se han identificado y aislado las moléculas de uniéon adecuadas (discutidas anteriormente), la persona
experta puede fabricar una matriz usando métodos bien conocidos en la técnica de la biologia molecular.

En una realizacion, la deteccién puede comprender el uso de un ensayo que comprende un segundo agente de union
capaz de unirse a uno o mas biomarcadores, teniendo el segundo agente de unién una fraccion detectable.

En una realizacion, el segundo agente de union es un anticuerpo o un fragmento del mismo (por ejemplo, como se
describio anteriormente en relacion con el primer agente de union).

Tipicamente, el ensayo es un ELISA (ensayo de inmunosorbente ligado a enzimas) que generalmente implica el uso
de enzimas que dan un producto de reaccion coloreado, generalmente en ensayos de fase sélida. Las enzimas como
la peroxidasa de rabano picante y la fosfatasa se han empleado ampliamente. Una forma de amplificar la reaccion de
fosfatasa es usar NADP como sustrato para generar NAD que ahora actia como una coenzima para un segundo
sistema enzimatico. La pirofosfatasa de Escherichia coli proporciona un buen conjugado porque la enzima no esta
presente en los tejidos, es estable y proporciona un buen color de reaccion. También se pueden utilizar sistemas
quimioluminiscentes basados en enzimas como la luciferasa.

La conjugacion con la vitamina biotina también se utiliza, ya que esto puede detectarse facilmente por su reaccion con
avidina o estreptavidina unida a enzimas a las que se une con gran especificidad y afinidad.

Los expertos en la materia apreciaran que existe un grado de fluidez en la composiciéon de biomarcadores de las firmas
de la invencién. Por lo tanto, diferentes combinaciones de los biomarcadores pueden ser igualmente Utiles en el
diagndstico, pronodstico y/o caracterizacion del cancer colorrectal. De esta manera, cada biomarcador (ya sea solo o
en combinacién con uno o mas de otros biomarcadores) contribuye a la firma.

Compuestos y métodos para tratar el CRC

La identificacion de los biomarcadores como se define en la Tabla 1 y/o la Tabla 6 permite no solo la deteccion de
adenomas de colon avanzados y adenocarcinomas de colon (cancer colorrectal), sino que también permite métodos
para tratar canceres colorrectales y también proporciona compuestos para su uso en métodos de tratamiento de
canceres colorrectales.

Aunque el diagnéstico precoz del cancer colorrectal a menudo permite la extirpacion quirargica curativa del tumor, el
diagndstico posterior puede dar lugar a un tratamiento (quimio)terapéutico. Los agentes terapéuticos utilizados para
tratar el cancer colorrectal incluyen anticuerpos monoclonales, inhibidores de moléculas pequefias y agentes
quimioterapéuticos.

Los anticuerpos monoclonales terapéuticos tipicos incluyen, pero sin limitacion, bevacizumab, cetuximab o
panitumumab. Los inhibidores tipicos de moléculas pequefias incluyen, entre otros, erlotinib, sorafenib o alisertib. Los
agentes quimioterapéuticos tipicos incluyen, pero sin limitacion, 5-FU, capecitabina, irinotecano oxaliplatino o
leucovorina o cualquier combinacion de los mismos. Se pueden usar terapias combinadas de, por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal terapéutico y un inhibidor de molécula pequefa. Por lo tanto, se contempla cualquier
combinacién de dos o mas de un anticuerpo monoclonal, un inhibidor de molécula pequefia y un agente
quimioterapéutico.

Kit para realizar el método

El kit para realizar el método de acuerdo con la invencion puede seleccionarse de cualquier ensayo y aparatos y
equipos de procesamiento de datos adecuados.

La seleccion adecuada estara dentro de la capacidad de los expertos en la materia, y en el presente documento no es
necesaria una descripcion adicional.

"Que comprende"

15



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2762403 T3

El término "que comprende" y los términos relacionados en este documento deben interpretarse como que abarca
"que consiste esencialmente en" y "que consiste en", estas dos expresiones son intercambiables con "que comprende”
en todas las definiciones y discusion en esta patente para especificar extensiones alternativas de exclusion de
elementos no especificados adicionales a los elementos mencionados.

El término "que comprende" y expresiones relacionadas significa "que incluye" y, por lo tanto, deja abierta la opcion
de incluir elementos no especificados, ya sean esenciales o no. El término "que consiste esencialmente en" y
expresiones relacionadas permite la presencia de elementos que no afectan materialmente las caracteristicas basicas
y novedosas o funcionales de esa realizacion de la invencion. El término "que consiste en" y expresiones relacionadas
significa "que consiste solamente en" y, por lo tanto, excluye cualquier elemento no mencionado en esa descripcion
de la realizacion.

Breve descripcion de las Figuras

La invencion se describira ahora adicionalmente mediante el siguiente ejemplo con referencia a las figuras adjuntas.
El ejemplo se proporciona solo a modo de ejemplo, sin ninguna limitacion prevista del alcance de la invencion.

La Figura 1A muestra el numero de proteinas humanas detectadas en muestras de heces de 12 pacientes con CRC
y de 10 pacientes de control. El diagrama de Venn muestra el nimero de proteinas detectadas en CRC o muestras
de heces de control y su superposicion;

La Figura 1B muestra la ubicacién subcelular de las proteinas humanas identificadas. El grafico circular muestra el
porcentaje de diferentes ubicaciones subcelulares de las 830 proteinas humanas que se identificaron en 22 muestras
de heces. Las proporciones fueron similares para pacientes con CRC y pacientes de control;

La Figura 2A muestra un diagrama de dispersion de cuantificaciones de proteinas de hemoglobina alfa medida por
LC-MS/MS en comparacion con la cuantificacion de hemoglobina por FIT de muestras individuales de heces;

La Figura 2B muestra un diagrama de dispersion de las cuantificaciones de proteinas de la hemoglobina beta medida
por LC-MS/MS en comparacion con la cuantificacion de hemoglobina por FIT de muestras individuales de heces;

La Figura 2C muestra un diagrama de dispersion de cuantificaciones de proteinas de hemoglobina alfa y beta medidas
por LC-MS/MS de muestras individuales de heces;

La Figura 2D muestra un diagrama de dispersion de cuantificaciones de proteinas de S100A8 y S100A9 medidas por
LC-MS/MS de muestras individuales de heces. Los circulos rellenos representan muestras de heces de sujetos con
CRC (n = 12), las cruces representan muestras de heces de sujetos sin neoplasia de colon (n = 10); y

La Figura 3 muestra un diagrama de dispersion de cuantificaciones de proteinas del componente 4B del complemento
medido por LC-MS/MS en relacién con los valores de FIT de muestras individuales de heces. La linea punteada
muestra el corte de 75 ng/mL para FIT. Un valor de FIT inferior a 75 ng/mL se considera un resultado negativo de la
prueba (Van Veen, NTG, 2009). Los circulos rellenos representan muestras de heces de sujetos con CRC (n = 12),
las cruces representan muestras de heces de sujetos sin neoplasia de colon (n = 10).

Las Figuras 4 y 5 muestran graficos de barras con la media de las areas bajo las curvas de todas las transiciones de
cada péptido en analisis por triplicado. Se representan de uno a cinco péptidos diferentes por proteina. Los péptidos
se midieron por triplicado en agrupaciones de muestras de heces de controles (N, n = 5), pacientes con adenoma no
avanzado (A, n = 5), pacientes con adenoma avanzado (AA, n = 5) y pacientes con CRC (CRC, n = 5). Las barras de
error representan desviaciones estandar.

Tablas

Las siguientes tablas enumeran los biomarcadores de acuerdo con la divulgacion, y pueden continuar durante varias
paginas.

Tabla 1: Biomarcadores indicativos de cancer colorrectal.

Numero de Simbolo del gen Nombre del gen
acceso
IP100892604 |C4A/C4B componente C4B del complemento (grupo sanguineo Chido)
IPI00018206 |GOT2 g#tiicr:::ﬂ(;%;)é?;izcglco transaminasa 2, mitocondrial (aspartato
IP100027497 |GPI glucosa-6-fosfato isomerasa
IPI00643920 [TKT transcetolasa
IPI00337741 |APEH N-acilaminoacil-péptido hidrolasa
IPI00453473 [HIST4H4 (incluye 1o 0 de histonas 1, Hac
otros)
IPI00007797 [FABP5 proteina 5 de union a acidos grasos (asociada a psoriasis)
IP100012585 HEXB hexosaminidasa B (beta polipéptido)
IP100296215 [EPCAM molécula de adhesioén a células epiteliales
IP100604590 |NME1-NME2 lectura de NME1-NME2
IP100022314 |SOD2 superéxido dismutasa 2, mitocondrial
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IP100027107 |TUFM factor de alargamiento de traduccion Tu, mitocondrial,

IPI00010706 |GSS glutation sintetasa

IP100418169 |ANXA2 anexina A2

IP100303476 |ATP5B ATP sintasa, transporte de H+, complejo F1 mitocondrial, polipéptido beta

IP100220362 |HSPE1 proteina de choque térmico de 10 kDa (chaperonina 10)

IP100220766 |GLO1 glioxalasa |

IPI00003935 gt'r%l)ZHZBE (incluye |00 de histonas 2, H2be

IPI00032313 [S100A4 proteina S100 de unién a calcio A4

IPI00013895 |S100A11 proteina S100 de unién a calcio A11

IP100106687 |LXN latexina

IP100034280 |DHRS11 miembro 11 de deshidrogenasa/reductasa (familia SDR)

IP100008787 |[NAGLU N-acetilglucosaminidasa, alfa

IP100018768 |TSN translina

IPI00299155 |PSMA4 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo alfa, 4

IP100029623 |PSMAG6 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo alfa, 6

IP100010271 |RAC1 sustrat~o 1 de toxina pgtulinica C3 relacionada con ras (familia rho, proteina
pequefia Rac1 de unién a GTP)

IP100012007 |AHCY adenosilhomocisteinasa

IP100385751 |FUCA1 fucosidasa, alfa-L-1, tejido

IPI00017526 [S100P proteina S100 de unién a calcio P

IPI00028006 |PSMB2 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo alfa, 2

IPI00793375 [ XPNPEP1 X-prolil aminopeptidasa (aminopeptidasa P) 1, soluble

IPI00554788 |KRT18 queratina 18

IPI00019380 |[NCBP1 subunidad 1 de proteina de unién a la caperuza nuclear, 80 kDa

IP100012989 |MAN2B1 manosidasa, alfa, clase 2B, miembro 1

IPI00027463 |[S100A6 proteina S100 de unién a calcio A6

IPI00022774 |VCP proteina que contiene valosina

IPI00300086 |QPRT quinolinato fosforibosiltransferasa

IP100472073 [HLA-B complejo mayor de histocompatibilidad, clase |, B

IP100453476 |PGAM1 fosfoglicerato mutasa 1 (cerebro)

IPI00020999 [ENPP3 ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 3

IPI00010304 |SERPINB10 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10

IPI00007244 MPO mieloperoxidasa

IPI00877726 |CKMT1A/ CKMT1B |creatina quinasa, mitocondrial 1B

IP100027409 |[PRTN3 proteinasa 3

IP100027769 |ELANE elastasa, expresada en neutréfilos

IPI00004362 |MORCH1 dedo de zinc 1 tipo CW de la familia MORC

IP100719280 |UBB ubiquitina B

IPI00026962 |PLA2G2A fosfolipasa A2, grupo IIA (plaquetas, liquido sinovial)

IP100027466 |CA4 anhidrasa carbénica IV

IP100071703 |GFM2 factor de alargamiento G, mitocondrial 2

IPI00219806 [S100A7 proteina S100 de unién a calcio A7

IP100827847 BPI proteina bactericida/que aumenta la permeabilidad

IP100176125 |COL6GA5 colageno, tipo VI, alfa 5

IP100470355 |LHX8 homeobox 8 de LIM

IPI00942117 |CRISP3 proteina 3 secretora rica en cisteina

IP100022246 |AZU1 azurocidina 1

IP100045512 HMCN1 hemicentina 1

IPI00300376 |TGM3 transglytaminasa 3 (polipéptido E, proteina-glutamina-gamma-
glutamiltransferasa)

IP100640468 |CDC42BPA proteina quinasa alfa de unién a CDC42 (similar a DMPK)

IP100028064 |CTSG catepsina G

IPI00006988 |RETN resistina

IP100024934 MUT metilmalonil CoA mutasa
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IPI00552983 |ARMCX4 que contiene repeticion armadillo, 4 ligado a X

IP100217987 ITGAM integrina alfa M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento)

IP100165045 |CACNA1E canal de calcio, dependiente del voltaje, tipo R, subunidad alfa 1E

IP100018363 |TIAM2 invasion y metastasis 2 de linfoma de células T

IP100217560 IHIRA homc')'lo'go A defectuoso en la regulacion del ciclo celular de histona HIR (S.
cerevisiae)

IP100294653 [DOPEY2 miembro 2 de la familia dopey

IP100004401 |ITGB1BP3 proteina 3 de union a integrina beta 1

IP100300117 |SCN7A canal de sodio, controlado por voltaje, tipo VII, alfa

IP100061114 |RAB3C RAB3C, miembro de la familia de oncogenes RAS

IP100168442 |C9orf79 marco de lectura abierto 79 del cromosoma 9

IP100385215 |[NFATC4 factor nuclear de células T activadas, dependiente de calcineurina 4

IP100024467 UGGT2 UDP-glucosa glicoproteina glucosiltransferasa 2

IP100297056 |CRNN cornulina

IPI00914663 |[KCP proteina similar a quielina/cordina

IP100418592 |CD1E molécula CD1e

IPI00642206 |[CCDC18 dominio de hélice superenrollada que contiene 18 residuos

IP100514090 |LTA4H leucotrieno A4 hidrolasa

IP100745872 |ALB albumina

IPI00478003 |[A2M alfa-2-macroglobulina

IPI00783987 |C3 componente 3 del complemento

IP100654755 [HBB hemoglobina, beta

IP100022463 [TF transferrina

IP100410714 HBA1/HBA2 hemoglobina alfa 1

IP100298860 |LTF lactotransferrina

IP100017601 |CP ceruloplasmina (ferroxidasa)

IP100465436 |CAT catalasa

IPI00555812 |GC componente especifico del grupo (proteina de unién a la vitamina D)

IPI00032179 |SERPINC1 inhibidor de la serpina peptidasa, clado C (antitrombina), miembro 1

IP100219713 |FGG cadena gamma de fibrindgeno

IPI00007047 |S100A8 proteina S100 de unién a calcio A8

IPI00375676 |FTL ferritina, polipéptido ligero

IP100021439 |ACTB actina, beta

IP100022418 |FN1 fibronectina 1

IPI00005721 |DEFA1(incluye otros) |defensina, alfa 1

IP100291866 |SERPING1 inhibidor de la serpina peptidasa, clado G (inhibidor de C1), miembro 1

IP100022420 RBP4 proteina 4 de unioén a retinol, plasma

IP100027350 |[PRDX2 peroxirredoxina 2

IP100021885 [FGA cadena alfa de fibrinégeno
inhibidor de la serpina peptidasa, clado F (antiplasmina alfa-2, factor derivado

IPI00029563 SERPINF2 del epitelio pigmer?tarior;, Fniembr,o 2 (antp ,

IP100218414 |CA2 anhidrasa carbonica

IP100020091 |ORM1/ORM2 orosomucoide 1

IP100217966 |LDHA lactato deshidrogenasa A

IP100298971 VTN vitronectina

IP100215894 |[KNG1 quinindgeno 1

IP100023006 |ACTC1 actina, alfa, musculo cardiaco 1

IP100022417 |LRG1 alfa-2-glicoproteina 1 rica en leucina

IP100023728 |GGH gamma-glutamil hidrolasa (conjugasa, folilpoligammaglutamil hidrolasa)

IP100465248 [ENO1 enolasa 1, (alfa)

IP100216691 |PFN1 profilina 1

IPI00292946 |SERPINA7 inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-1, antitripsina),
miembro 7

IP100022426 \AMBP precursor de alfa-1-microglobulina/bikunina

IP100021405 |LMNA lamina A/C
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IPI00006662 |APOD apolipoproteina D

IPI00003515 [TRIP11 interactuador 11 del receptor de la hormona tiroidea

IPI00021727 |C4BPA proteina de unién al componente 4 del complemento, alfa

IP100010779 [TPM4 tropomiosina 4

IP100302592 [FLNA filamina A, alfa

IP100641737 HP haptoglobina

IP100022488 |HPX hemopexina

IP100473011 |HBD hemoglobina, delta

IP100298497 |FGB cadena beta de fibrindgeno

IPI00027462 |[S100A9 proteina S100 de unién a calcio A9

IPI00032291 |C5 componente 5 del complemento

IP100031036 |SLC26A3 familia 26 portadora de soluto, miembro 3

IP100022395 |C9 componente 9 del complemento

IP100022391 |APCS componente amiloide P, suero

IP100022895 |A1BG glicoproteina alfa-1-B

IPI00887739 |[LOC100133511 complemento tipo C3

IP100218192 |ITIH4 inhibidor H4 inter-alfa (globulina) (glicoproteina sensible a calicreina en plasma)

IPI00011252 |C8A componente 8 del complemento, polipéptido alfa

IP100292530 |(ITIH1 inhibidor H1 inter-alfa (globulina)

IP100937735 |ACADVL acil-CoA deshidrogenasa, cadena muy larga

IP100009268 |ACY1 ADNc FLJ60317, muy similar a aminoacilasa-1

IPI00166331 |[ANKRD35 proteina 35 que contiene el dominio de de repeticién de anquirina

IP100299635 |BIRC6 repeticion de IAP baculoviral que contiene 6 residuos

IP100219575 BLMH bleomicina hidrolasa

IP100026240 |BST1 antigeno 1 de célula estromal de médula 6sea

IP100929313 |C130rf40 proteina hipotética LOC643677

IP100027983 |CDA citidina desaminasa

IP100852865 |CHIT1 quitinasa 1 (quitotriosidasa)

IP100022810 |CTSC dipeptidil-peptidasa 1

IPI00299150 |CTSS catepsina S

IPI00006024 | DOCK4 isoforma 2 del dedicator de la proteina 4 de citoquinesis

IP100016862 |GSR glutationa reductasa
dominio hect (homdlogo al terminal carboxilo E6-AP (UBE3A)) y el dominio 1

IP100941901 HERCA ol (CHCT) (RLD) ( )Y

IP100005826 |HERC2 dominio hect y RLD 2

IP100746667 [HLA-DRB5 complejo mayor de histocompatibilidad, clase Il, DR beta 5

IP100027223 (IDH1 isocitrato deshidrogenasa 1 (NADP+), citoplasmica

IP100305461 |ITIH2 inhibidor H2 inter-alfa (globulina)

IPI00748360 KIAA1797 proteina no caracterizada KIAA1797

IPI00019038 |LYZ lisozima C

IPI00303335 |NEB nebulina

IP100065454 [NEK10 quinasa 10 relacionada con NIMA (nunca en el gen a de mitosis) (NEK10);

IP100257882 |PEPD peptidasa D

IPI00003590 |[QSOX1 quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1

IP100939604 [RNASET2 ribonucleasa T2

IPI00553177 |SERPINA1 inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina),
miembro 1

IPI00550991 |SERPINA3 inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina),
miembro 3

IP100022204 |[SERPINB3 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 3

IPI00307733 |[SETD2 dominio SET que contiene 2 residuos

IP100218013 [SGOL2 similar a shugoshina 2

IP100010949 [SIAE acido sialico acetilesterasa

IPI00386444 |[SYNE1 envoltura nuclear 1, que contiene repeticion de espectrina

IP100744692 [TALDO1 transaldolasa 1
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IPI00375371 [TAS2R42 receptor del gusto tipo 2 miembro 42

IP100465028 [TPI1 triosafosfato isomerasa 1

IP100291175 |VCL vinculina

IP100029647 |ZG16 proteina 16 de membrana de granulos de zimégeno

IPI00016255 |PLBD1 proteina hipotética LOC79887

IPI00477505 |ANKRD28 src:)ftc;rllr:: ;ecrii(ra];e;t;%bnlm;d%clétgiar%petlC|on de anquirina reguladora de la
IP100032293 |CST3 cistatina-C

IP100293867 |DDT D-dopacromo descarboxilasa

IPI00059242 |SYAP1 proteina 1 asociada a sinapsis

IP100219622 |PSMA2 subunidad alfa tipo-2 del proteasoma

IP100221222 |SUB1 homologo de SUB1 (S. cerevisiae)

IP100022791 |MFAP3 glicoproteina 3 asociada a microfibrillas

IPI00011229 |[CTSD catepsina D

IPI00025019 |PSMB1 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 1
IPI00479306 |PSMB5 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 5
IP100234793 [KCTD15 g_I?IB\I/%gLZJm 112, muy similar a la proteina KCTD15 que contiene el dominio
IPI00010796 |P4HB prolil-4-hidroxilasa, polipéptido beta

IP100927606 |GPX1 glutation peroxidasa 1

IPI00783625 |[SERPINB5 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 5
IP100024701 |COL4A3BP proteina de unién a colageno, tipo IV, alfa 3 (antigeno de Goodpasture)
IPI00000811 |PSMB6 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 6
IP100021298 |KRT20 queratina 20

IPI00025084 |CAPNS1 subunidad pequeia 1 de calpaina

IPI00024919 |PRDX3 peroxirredoxina 3

IP100059930 [NACC2 miembro 2 de la familia NACC, que contiene el dominio BEN y BTB (POZ)
IP100003817 |ARHGDIB inhibidor 2 de disociacién de Rho GDP

IP100293276 [MIF factor inhibidor de migracion de macrofagos

IPI00514622 |RANBP6 proteina 6 de unién a Ran

IP100333141 |[SPNS3 homologo 3 de spinster (Drosophila)

IP100922181 [MCM2 componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IPI00031708 |FAH fumarilacetoacetasa

IPI00003865 |[HSPA8 proteina 8 de choque térmico de 70 kDa

IP100299024 |BASP1 proteina 1 sefial, unida a membrana, abundante en el cerebro
IPI00181135 |BCAT2 aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada
IP100219365 |MSN moesina

IPI00032134 |[SERPINB8 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 8
IP100853547 |G6PD isoforma a de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

IPI00478758 |C100rf119 isoforma 1 de la proteina UPF0557 C100rf119

IPI00873020 |[PSAP prosaposina

IPI00000875 [EEF1G factor 1 gamma de alargamiento de traduccion eucariota
IP100014398 |FHL1 cuatro y medio dominios 1 de LIM

IPI00301395 |CPVL carboxipeptidasa, tipo vitelogénica

IP100790262 [TTLL3 familia tipo tirosina ligasa de tubulina, miembro 3

IP100942608 |proteina de 26 kDa  |IPI:IPI00942608.1 |ENSEMBL:ENSP0000

IPI00023038 |PRB1/PRB2 subfamilia 2 de la proteina BstNI rica en prolina
IPI00001895 |PCDH8 protocadherina 8

IPI00419215 |A2MLA1 proteina 1 tipo alfa-2-macroglobulina
IP100644409 |GDA guanina desaminasa

IP100009650 |LCN1 lipocalina 1

IP100217467 HIST1H1E histona H1.4

IP100937064 |ZAN IP1:IP100937064.1|REFSEQ:XP_002342720
IP100396378 |HNRNPA2B1 ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/B1
IPI00465261 |ERAP2 aminopeptidasa 2 del reticulo endoplasmatico
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IP100021263 |YWHAZ 14-3-3 proteina zeta/delta

IPI00011241 |GPR39 receptor 39 acoplado a proteina G

IPI00786880 KIAA1783 similar a proteina KIAA1783

IPI00168479 |APOA1 BP proteina de unién a apolipoproteina A-I

IPI00031084 |PSD2 dominio de pleckstrina y Sec7 que contiene 2 residuos
IPI00001593 |PRCP prolilcarboxipeptidasa (angiotensinasa C)

IP100218343 [TUBA1C cadena alfa-1C de tubulina

IPI00021536 |CALML5 proteina 5 similar a calmodulina

IP100028091 |ACTR3 homologo de proteina 3 relacionada con actina ARP3 (levadura)
IP100796366 [MYL6 miosina, cadena ligera 6, alcali, musculo liso y no muscular
IPI00301058 [VASP fosfoproteina estimulada por vasodilatador

IP100470573 |ACTR2 homologo de proteina 2 relacionada con actina ARP2 (levadura)
IP100884078 |RF-IP18 factor reumatoide RF-IP18

IP100169383 |PGK1 fosfoglicerato quinasa 1

IP100299619 |SLC35F1 miembro F1 de la familia 35 portadora de soluto

IP100419916 |ALPL fosfatasa alcalina, higado/hueso/rifion

IP100218319 [TPM3 tropomiosina 3

IPI00005118 |HK3 hexoquinasa 3

IP100418471 |VIM vimentina

IP100218918 |ANXA1 anexina A1

IP100930073 |[KRT6C IPI:1P1I00930073.1 |TREMBL:B2R853

IPI00299145 |KRT6C queratina, citoesquelética 6C tipo

IP100007858 MYH13 miosina, cadena pesada 13, musculo esquelético

IP100297235 |CCPGH1 progresion del ciclo celular 1

IP100927726 |H-INV proteina hipotética

IP100009008 |[CACNA1D canal de calcio, dependiente del voltaje, tipo L, subunidad alfa 1D
IP100304554 (LYPDS dominio LY6/PLAUR que contiene 5 residuos

IPI00815807 |ADCK2 dominio aarF que contiene quinasa 2

IPI00743335 MYO1C miosina-lc

IP100007393 |APPBP2 Eﬁgt;g:mZéﬁsaL;mon a la proteina precursora de amiloide beta (cola
IP100295976 |ITGA2B i(r;tDe%ri)na, alfa 2b (glicoproteina plaquetaria llb del complejo lIb/llla, antigeno
IP100641706 (TUBB6 tubulina, beta 6

IPI00060201 |SYTL4 tipo sinaptotagmina 4

IPI00908634 |AQP4 aquaporina 4

IPI00016786 |CDC42 ciclo 42 de division celular (proteina de unién a GTP, 25 kDa)
IP100033494 |MYL12B miosina, cadena ligera 12B, reguladora

IPI00409756 |LOC100293553 proteina tipo L-Myc-2

IP100015148 |RAP1B RAP1B, miembro de la familia de oncogenes RAS

IP100027502 |GP9 glicoproteina IX (plaqueta)

IP100473014 |DSTN dextrina

IP100022394 |C1QC componente 1 del complemento, subcomponente g, cadena C
IPI00290337 |[EPS8 sustrato 8 de la via del receptor del factor de crecimiento epidérmico
IPI00018671 |DUSP3 fosfatasa 3 de doble especificidad

IP100478231 |RHOA familia de genes homologos de ras, miembro A

IP100220278 [MYL9 miosina, cadena ligera 9, reguladora

IPI00419585 |PPIA peptidilprolil isomerasa A (ciclofilina A)

IP100012011 |CFL1 cofilina 1
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Tabla 3 - Un subconjunto de biomarcadores de la Tabla 1 que se expresan diferencialmente en muestras CRC
negativas para FIT en relacion con una muestra de control

Numero de acceso|

Simbolo del gen

Nombre del gen

IP100022426 AMBP precursor de alfa-1-microglobulina/bikunina
IP100022246 AZU1 azurocidina 1
IP100827847 BPI proteina que aumenta la permeabilidad bactericida
IP100892604 C4A/C4B componente C4B del complemento (grupo sanguineo Chido)
IPI00021727 C4BPA proteina de unién al componente 4 del complemento, alfa
IP100168442 C9orf79 marco de lectura abierto 79 del cromosoma 9
IP100165045 CACNA1E canal de calcio, dependiente del voltaje, tipo R, subunidad alfa 1E
IP100642206 CCDC18 dominio de hélice superenrollada que contiene 18 residuos
IP100297056 CRNN cornulina
IP100296215 EPCAM molécula de adhesion celular epitelial
IP100219713 FGG cadena gamma de fibrindgeno
IP100302592 FLNA filamina A, alfa
IP100220766 GLO1 glioxalasa |
IP100018206 GOT?2 g#tﬁg:ﬂgﬂ;)é&rlgzcglco transaminasa 2, mitocondrial (aspartato
IP100010706 GSS glutation sintetasa
IP100217560 HIRA I;gg\c/)ilgigc;)A defectuoso en la regulacion del ciclo celular de histona HIR (S.
IP100472073 HLA-B complejo mayor de histocompatibilidad, clase |, B
IP100022488 HPX hemopexina
IP100217987 ITGAM integrina alfa M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento)
IP100215894 KNG1 quinindgeno 1
IPI00554788 KRT18 queratina 18
IP100217966 LDHA lactato deshidrogenasa A
IP100470355 LHX8 homeobox 8 de LIM
IPI00887739 LOC100133511 complemento tipo C3
IPI00019380 NCBP1 subunidad 1 de la proteina de unién a la caperuza nuclear, 80 kDa
IP100604590 NME1-NME2 lectura de NME1-NME2
IP100299155 PSMA4 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo alfa, 4
IP100300117 SCN7A canal de sodio, controlado por voltaje, tipo VII, alfa
IP100292946 SERPINA7 inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-1, antitripsina),
miembro 7
IP100291866 SERPING1 inhibidor de la serpina peptidasa, clado G (inhibidor de C1), miembro 1
IP100024467 UGGT2 UDP-glucosa glicoproteina glucosiltransferasa 2
IP100298971 VTN vitronectina
IPI00478003 A2M alfa-2-macroglobulina
IP100022391 APCS componente amiloide P, suero
IPI00337741 APEH N-acilaminoacil-péptido hidrolasa
IP100552983 ARMCX4 que contiene repeticion armadillo, 4 ligado a X
IP100783987 C3 componente 3 del complemento
IP100032291 C5 componente 5 del complemento
IP100022395 C9 componente 9 del complemento
IP100027466 CA4 anhidrasa carbonica IV
IPI00465436 CAT catalasa
IP100176125 COLG6A5 colageno, tipo VI, alfa 5
IP100017601 CP ceruloplasmina (ferroxidasa)
IPI00005721 DEFAT(incluye o fensina, alfa 1
otros)
IP100294653 DOPEY2 miembro 2 de la familia dopey
IP100020999 ENPP3 ectonucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 3
IP100022418 FN1 fibronectina 1
IPI00375676 FTL ferritina, polipéptido ligero
IP100385751 FUCA1 fucosidasa, alfa-L- 1, tejido
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IP100071703 GFM2 factor de alargamiento G, mitocondrial 2
IP100023728 GGH gamma-glutamil hidrolasa (conjugasa, folilpoligammaglutamil hidrolasa)
IP100027497 GPI glucosa-6-fosfato isomerasa
IP100410714 HBA1/HBA2 hemoglobina alfa 1
IP100654755 HBB hemoglobina, beta
IPI00012585 HEXB hexosaminidasa B (polipéptido beta)
IP100045512 HMCN1 hemicentina 1
IP100022417 LRG1 alfa-2-glicoproteina 1 rica en leucina
IP100298860 LTF lactotransferrina
IP100106687 LXN latexina
IP100012989 MANZ2B1 manosidasa, alfa, clase 2B, miembro 1
IP100007244 MPO mieloperoxidasa
IP100024934 MUT metilmalonil CoA mutasa
IP100026962 PLA2G2A fosfolipasa A2, grupo IIA (plaquetas, liquido sinovial)
IP100027350 PRDX2 peroxirredoxina 2
IP100027409 PRTN3 proteinasa 3
IP100022420 RBP4 proteina 4 de unioén a retinol, plasma
IP100027463 S100A6 proteina S100 de unién a calcio A6
IP100219806 S100A7 proteina S100 de unién a calcio A7
IPI00007047 S100A8 proteina S100 de unién a calcio A8
IPI00027462 S100A9 proteina S100 de unién a calcio A9
IPI00010304 SERPINB10 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10
IP100029863 SERPINF2 inhibidpr Fie Ig serpine) pept!dasa, clado F (antiplasmina alfa-2, factor derivado
del epitelio pigmentario), miembro 2
IP100031036 SLC26A3 familia 26 portadora de soluto, miembro 3
IP100022463 TF transferrina
IP100018363 TIAM2 Invasion y metastasis de linfoma de células T 2
IP100643920 TKT transcetolasa
IPI00003515 TRIP11 interactuador 11 del receptor de la hormona tiroidea
IP100027107 TUFM factor de alargamiento de traduccién Tu, mitocondrial
IP100181135 BCAT2 aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada
IP100024701 COL4A3BP proteina de unidén a colageno, tipo IV, alfa 3 (antigeno de Goodpasture)
IPI00032134 SERPINB8 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 8
IP100333141 SPNS3 homologo 3 de spinster (Drosophila)
IP100937735 ACADVL acil-CoA deshidrogenasa, cadena muy larga
IPI00009268 ACY1 no mapeado por la invencién
IPI00166331 ANKRD35 Dominio 35 de repeticion de anquirina
IP100299635 BIRC6 repeticion de IAP baculoviral que contiene 6 residuos
IP100219575 BLMH bleomicina hidrolasa
IP100026240 BST1 antigeno 1 de célula estromal de médula 6sea
IP100929313 C130rf40 marco de lectura abierto 40 del cromosoma 13
IPI00027983 CDA citidina desaminasa
IP100852865 CHIT1 quitinasa 1 (quitotriosidasa)
IP100022810 CTSC catepsina C
IP100299150 CTSS catepsina S
IPI00006024 DOCK4 dedicador de citoquinesis 4
IP100016862 GSR glutationa reductasa
dominio hect (homdlogo al terminal carboxilo E6-AP (UBE3A)) y el dominio 1
IP100941901 HERCH el (CHCT) (RLD) ( )Y
IP100005826 HERC2 dominio hecty RLD 2
IP100746667 HLA-DRB5 complejo mayor de histocompatibilidad, clase Il, DR beta 5
IP100027223 IDH1 isocitrato deshidrogenasa 1 (NADP+), soluble
IP100305461 ITIH2 inhibidor H2 inter-alfa (globulina)
IP100748360 KIAA1797 KIAA1797
IP1I00019038 LYz lisozima
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IPI00303335 NEB nebulina

IP100065454 NEK10 quinasa 10 relacionada con NIMA (nunca en el gen a de mitosis)

IP100257882 PEPD peptidasa D

IP100003590 QSOX1 quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1 1

IPI00939604 RNASET2 ribonucleasa T2

IPI00553177 SERPINA1 ::T;?T:%cr)cr) c}le la serpina peptidasa, clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina),

IP100550991 SERPINA3 inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina),
miembro 3

IP100022204 SERPINB3 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 3

IPI00307733 SETD2 dominio SET que contiene 2 residuos

IP100218013 SGOL2 similar a shugoshina 2

IPI00010949 SIAE acido sialico acetilesterasa

IPI00386444 SYNE1 envoltura nuclear 1, que contiene repeticion de espectrina

IP100744692 TALDO1 transaldolasa 1

IPI00375371 TAS2R42 receptor del gusto tipo 2 miembro 42

IP100465028 TP triosafosfato isomerasa 1

IP100291175 \VCL vinculina

IP100029647 ZG16 proteina 16 de granulos de zimégeno

Tabla 4 - Un subconjunto de biomarcadores de la Tabla 1 que se encontré que se expresan solamente en muestras
de CRC y no en muestras de control

Numero de Simbolo del gen Nombre del gen

acceso

IP100892604 |C4A/C4B componente C4B del complemento (grupo sanguineo Chido)

IPI00018206 |GOT2 g#tiicr:::ﬂ(;%;)é?;c;e;cglco transaminasa 2, mitocondrial (aspartato

IPI00007797 |FABP5 proteina 5 de union a acidos grasos (asociada a psoriasis)

IP100296215 |[EPCAM molécula de adhesion celular epitelial

IPI00604590 |NME1-NME2 lectura de NME1-NME2

IP100022314 |SOD2 superéxido dismutasa 2, mitocondrial

IPI00010706 |GSS glutationa sintetasa

IPI00418169 |ANXA2 anexina A2

IP100220362 |HSPE1 proteina de choque térmico de 10 kDa (chaperonina 10)

IP100220766 |GLO1 glioxalasa |

IPI00032313 [S100A4 proteina S100 de unién a calcio A4

IPI00013895 |S100A11 proteina S100 de unién a calcio A11

IPI00018768 |TSN translina

IPI00299155 |PSMA4 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo alfa, 4

IPI00029623 |PSMAG6 subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina) alfa tipo-6

IPI00010271  IRACH sustrat~o 1 de toxina pgtulinica C3 relacionada con ras (familia rho, proteina

pequefa Rac1 de unién a GTP)

IPI00012007 |AHCY adenosilhomocisteinasa

IPI00017526 |S100P proteina S100 de unién a calcio P

IPI00028006 |(PSMB2 subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina) beta tipo-2

IPI00793375 |XPNPEP1 X-prolil aminopeptidasa (aminopeptidasa P) 1, soluble

IPI00554788 |KRT18 queratina 18

IPI00019380 [NCBP1 subunidad 1 de la proteina de unién a la caperuza nuclear, 80 kDa

IPI00022774 |VCP proteina que contiene valosina

IPI00300086 |QPRT quinolinato fosforibosiltransferasa

IPI00472073 |HLA-B complejo mayor de histocompatibilidad, clase |, B

IP100453476 |PGAM1 fosfoglicerato mutasa 1 (cerebro)

IP100827847 |BPI proteina que aumenta la permeabilidad bactericida

IPI00470355 |LHX8 homeobox 8 de LIM

IPI00942117 |CRISP3 proteina 3 secretora rica en cisteina

IP100022246 |AZU1 azurocidina 1
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transglutaminasa 3 (polipéptido E, proteina-glutamina-gamma-

IPI00300376 |[TGM3 .
glutamiltransferasa)
IPI00028064 |CTSG catepsina G
IPI00006988 |RETN resistina
IP100217987 |ITGAM integrina alfa M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento)
IP100165045 |CACNA1E canal de calcio, dependiente del voltaje, tipo R, subunidad alfa 1E
IP100217560 |HIRA I;gg\c/)ilgigc;)A defectuoso en la regulacion del ciclo celular de histona HIR (S.
IP1I00004401 |ITGB1 BP3 proteina 3 de union a integrina beta 1
IP100300117 |SCN7A canal de sodio, controlado por voltaje, tipo VI, alfa
IP100061114 |RAB3C RAB3C, miembro de la familia de oncogenes RAS
IP100168442 |C9orf79 marco de lectura abierto 79 del cromosoma 9
IP100385215 |NFATC4 factor nuclear de células T activadas, dependiente de calcineurina 4
IP100024467 |UGGT2 UDP-glucosa glicoproteina glucosiltransferasa 2
IP100297056 |CRNN cornulina
IPI00914663 |KCP proteina similar a quielina/cordina
IP100418592 |CD1E molécula CD1e
IPI00642206 |CCDC18 dominio de hélice superenrollada que contiene 18 residuos
IPI00514090 |LTA4H leucotrieno A4 hidrolasa
IPI00555812 |GC componente especifico del grupo (proteina de unién a la vitamina D)
IP100219713 |[FGG cadena gamma de fibrinégeno
IPI00291866 |SERPING1 inhibidor de la serpina peptidasa, clado G (inhibidor de C1), miembro 1
IP100217966 |LDHA lactato deshidrogenasa A
IP100298971 VTN vitronectina
IP100215894 [KNG1 quinindgeno 1
IP100216691 |PFN1 profilina 1
IPI00292946 |SERPINA7 ::T;?T:%cr)g c;e la serpina peptidasa, clado A (antiproteinasa alfa-1, antitripsina),
IP100022426 |AMBP precursor de alfa-1-microglobulina/bikunina
IP100021405 |LMNA lamina A/C
IPI00021727 |C4BPA proteina de unién al componente 4 del complemento, alfa
IP100010779 |TPM4 tropomiosina 4
IP100302592 [FLNA filamina A, alfa
IP100022488 |HPX hemopexina
IP100473011 |HBD hemoglobina, delta
IP100298497 |FGB cadena beta de fibrindgeno
IP100022895 |A1BG glicoproteina alfa-1-B
IPI00887739 |LOC100133511 complemento tipo C3
IPI00218192 I TIH4 g}g;brlrig)r H4 inter-alfa (globulina) (glicoproteina sensible a calicreina en
IPI00011252 |C8A componente 8 del complemento, polipéptido alfa
IP100292530 (ITIH1 inhibidor H1 inter-alfa (globulina)
IPI00016255 |PLBD1 proteina hipotética LOC79887
isoforma 1 de la subunidad A de repeticion de anquirina reguladora de la
IP100477505  |ANKRD28 proteina serina/treonina fosfatasa 6p K ?
IPI00032293 |CST3 cistatina-C
IP100293867 |DDT D-dopacromo descarboxilasa
IPI00059242 |SYAP1 proteina 1 asociada a sinapsis
IPI00219622 |PSMA2 subunidad alfa tipo-2 del proteasoma
IP100221222 |SUB1 homologo de SUB1 (S. cerevisiae)
IP100022791 |[MFAP3 glicoproteina 3 asociada a microfibrillas
IPI00011229 |CTSD catepsina D
IPI00025019 |PSMB1 Subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 1
IPI00479306 |PSMB5 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 5
IPI00234793 |KCTD15 ADNc FLJ61112, muy similar a la proteina que contiene el dominio BTB/POZ

KCTD15
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IPI00010796 |P4HB prolil-4-hidroxilasa, polipéptido beta

IP100927606 |GPX1 glutationa peroxidasa 1

IPI00783625 |SERPINB5 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 5
IP100024701 |COL4A3BP proteina de unién a colageno, tipo IV, alfa 3 (antigeno de Goodpasture)
IPI00000811 |PSMB6 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 6
IP100021298 |KRT20 queratina 20

IPI00025084 |CAPNSH1 subunidad pequena 1 de calpaina

IPI00024919 |PRDX3 peroxirredoxina 3

IPI00059930 |NACC2 miembro 2 de la familia NACC, que contiene el dominio BEN y BTB (POZ)
IPI00003817 |ARHGDIB inhibidor 2 de disociacién de Rho GDP

IP100293276 |MIF factor inhibidor de migracion de macrofagos

IPI00514622 |RANBP6 proteina 6 de unién a Ran

IPI00333141 |SPNS3 isoforma 1 del homologo 3 de la proteina spinster

IPI00922181 |MCM2 componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IPI00031708 |FAH fumarilacetoacetasa

IPI00003865 |HSPAS8 proteina 8 de choque térmico de 70 kDa

IP100299024 |BASP1 proteina 1 sefial, unida a membrana, abundante en el cerebro
IPI00181135 |BCAT2 aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada
IP100219365 |[MSN moesina

IPI00032134 |SERPINB8 serpina B8

IP100853547 |G6PD glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

IPI00478758 |C100rf119 isoforma 1 de la proteina UPF0557 C100rf119

IPI00873020 |PSAP prosaposina

IPI00000875 |EEF1G factor 1 gamma de alargamiento de traduccion eucariota
IPI00014398 |FHL1 cuatro y medio dominios 1 de LIM

IPI00301395 |CPVL carboxipeptidasa, tipo vitelogénica

IPI00790262 |TTLL3 familia tipo tirosina ligasa de tubulina, miembro 3

IP100942608 |proteina de 26 kDa |IPI:IPI00942608.1|[ENSEMBL:ENSP0000

IPI00023038 |PRB1/PRB2 subfamilia 2 de la proteina BstNI rica en prolina

IPI00001895 |PCDHS8 protocadherina 8

IPI00419215 |A2MLA1 proteina 1 tipo alfa-2-macroglobulina

IP100644409 |GDA guanina desaminasa

IPI00009650 |LCN1 lipocalina 1

IP100217467 |HIST1H1E histona H1.4

IPI00937064 |ZAN IPI:1PI00937064.1|REFSEQ:XP_002342720

IP100396378 |HNRNPA2B1 ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/B1

IPI00465261 |ERAP2 aminopeptidasa 2 del reticulo endoplasmatico

IPI00021263 |YWHAZ 14-3-3 proteina zeta/delta

IPI00011241 |GPR39 receptor 39 acoplado a proteina G

IPI00786880 |KIAA1783 similar a proteina KIAA1783

IPI00168479 |APOA1 BP proteina de unién a apolipoproteina A-I

IPI00031084 |PSD2 dominio de pleckstrina y Sec7 que contiene 2 residuos
IPI00001593 |PRCP prolilcarboxipeptidasa (angiotensinasa C)

IP100218343 |TUBA1C cadena alfa-1C de tubulina

IPI00021536 |CALML5 proteina 5 similar a calmodulina

IP100028091 |ACTR3 homologo de proteina 3 relacionada con actina ARP3 (levadura)
IPI00796366 |MYL6 miosina, cadena ligera 6, alcali, musculo liso y no muscular
IPI00003817 |ARHGDIB inhibidor 2 de disociacién de Rho GDP

IP100293276 |MIF factor inhibidor de migracion de macrofagos

IPI00514622 |RANBP6 proteina 6 de unién a Ran

IPI00333141 |SPNS3 isoforma 1 del homologo 3 de la proteina spinster

IPI00922181 |MCM2 componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IPI00031708 |FAH fumarilacetoacetasa

IPI00003865 |HSPAS8 proteina 8 de choque térmico de 70 kDa

IP100299024 |BASP1 proteina 1 sefial, unida a membrana, abundante en el cerebro
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IPI00181135 |BCAT2 aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada
IP100219365 |[MSN moesina

IPI00032134 |SERPINB8 serpina B8

IP100853547 |G6PD glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

IPI00478758 |C100rf119 isoforma 1 de la proteina UPF0557 C100rf119
IPI00873020 |PSAP prosaposina

IPI00000875 |EEF1G factor 1 gamma de alargamiento de traduccion eucariota
IPI00014398 |FHL1 cuatro y medio dominios 1 de LIM

IPI00301395 |CPVL carboxipeptidasa, tipo vitelogénica

IPI00790262 |TTLL3 familia tipo tirosina ligasa de tubulina, miembro 3
IP100942608 |proteina de 26 kDa |IPI:IPI00942608.1|[ENSEMBL:ENSP0000

IPI00023038 |PRB1/PRB2 subfamilia 2 de la proteina BstNI rica en prolina
IPI00001895 |PCDHS8 protocadherina 8

IPI00419215 |A2MLA1 proteina 1 tipo alfa-2-macroglobulina

IP100644409 |GDA guanina desaminasa

IPI00009650 |LCN1 lipocalina 1

IP100217467 |HIST1H1E histona H1.4

IPI00937064 |ZAN IPI:1PI00937064.1|REFSEQ:XP_002342720

IP100396378 |HNRNPA2B1 ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/B1
IPI00465261 |ERAP2 aminopeptidasa 2 del reticulo endoplasmatico

IPI00021263 |YWHAZ 14-3-3 proteina zeta/delta

IPI00011241 |GPR39 receptor 39 acoplado a proteina G

IPI00786880 |KIAA1783 similar a proteina KIAA1783

IPI00168479 |APOA1 BP proteina de unién a apolipoproteina A-I

IPI00031084 |PSD2 dominio de pleckstrina y Sec7 que contiene 2 residuos
IPI00001593 |PRCP prolilcarboxipeptidasa (angiotensinasa C)

IP100218343 |TUBA1C cadena alfa-1C de tubulina

IPI00021536 |CALML5 proteina 5 similar a calmodulina

IP100028091 |ACTR3 homologo de proteina 3 relacionada con actina ARP3 (levadura)
IPI00796366 |MYL6 miosina, cadena ligera 6, alcali, musculo liso y no muscular
IPI00301058 |VASP fosfoproteina estimulada por vasodilatador

IPI00470573 |ACTR2 homologo de proteina 2 relacionada con actina ARP2 (levadura)
IPI00884078 |RF-IP18 factor reumatoide RF-IP18

IPI00169383 |PGK1 fosfoglicerato quinasa 1

IPI00299619 |SLC35F1 miembro F1 de la familia 35 portadora de soluto
IP100419916 |ALPL fosfatasa alcalina, higado/hueso/rifion

IPI00218319 |TPM3 tropomiosina 3

IPI00005118 |HK3 hexoquinasa 3

IP100418471 |VIM vimentina

IP100218918 |ANXA1 anexina A1

IPI00930073 |KRT6C IPI:1PI00930073.1|TREMBL:B2R853

IPI00299145 |KRT6C queratina, citoesquelética 6C tipo

IP100007858 |MYH13 miosina, cadena pesada 13, musculo esquelético
IP100297235 |CCPG1 progresion del ciclo celular 1

IPI00927726 |H-INV proteina hipotética

IPI00009008 |CACNA1D canal de calcio, dependiente del voltaje, tipo L, subunidad alfa 1D
IP100304554 |LYPDS dominio LY6/PLAUR que contiene 5 residuos

IPI00815807 |ADCK2 dominio aarF que contiene quinasa 2

IPI00743335 [MY01C miosina-Ic

IP100007393 |APPBP2 Eﬁgt;g:mZéﬁsaL;nlon a la proteina precursora de amiloide beta (cola
IPI00295976 ITGA2B i(r;tDe%ri)na, alfa 2b (glicoproteina plaquetaria llb del complejo lIb/llla, antigeno
IPI00641706 |[TUBB6 tubulina, beta 6

IPI00060201 [SYTL4 tipo sinaptotagmina 4
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IPI00908634 |AQP4 aquaporina 4

IPI00016786 |CDC42 ciclo 42 de division celular (proteina de unién a GTP, 25 kDa)
IP100033494 |MYL12B miosina, cadena ligera 12B, reguladora

IPI00409756 |LOC100293553 proteina tipo L-Myc-2

IP100015148 |RAP1B RAP1B, miembro de la familia de oncogenes RAS
IP100027502 |GP9 glicoproteina IX (plaqueta)

IPI00473014 |DSTN dextrina

IPI00022394 |C1QC componente 1 del complemento, subcomponente g, cadena C
IPI00290337 |EPS8 sustrato 8 de la via del receptor del factor de crecimiento epidérmico
IPI00018671 |DUSP3 fosfatasa 3 de doble especificidad

IPI00478231 |RHOA familia de genes homologos de ras, miembro A

IP100220278 |MYL9 miosina, cadena ligera 9, reguladora

IPI00419585 |PPIA peptidilprolil isomerasa A (ciclofilina A)

IP100012011  |CFL1 cofilina 1

Tabla 5: Un subconjunto de biomarcadores de la tabla 1 que se identificaron en un conjunto independiente

(verificacion) de muestras de heces

Numero de Simbolo del gen Nombre del gen
acceso
IP100022895/A1BG glicoproteina alfa-1-B
IPI00478003|A2M alfa-2-macroglobulina
IP100021439/ACTB actina, beta
IP100023006/ACTCA1 actina, alfa, musculo cardiaco 1
IPI00745872/ALB albumina
IP100022391|APCS componente amiloide P, suero
IPI00337741/APEH N-acilaminoacil-péptido hidrolasa
IPI00006662/APOD apolipoproteina D
IP100022246|AZU1 azurocidina 1
IPI00783987|C3 componente 3 del complemento
IP100892604|C4A/C4B componente C4B del complemento (grupo sanguineo Chido)
IPI00032291|C5 componente 5 del complemento
IP100218414|CA2 anhidrasa carbonica Il
IP100027466|CA4 anhidrasa carbénica IV
IP100465436|CAT catalasa
IP100017601|CP ceruloplasmina (ferroxidasa)
IPI00028064|CTSG catepsina G
IPI00005721|DEFA1 (incluye otros) |defensina, alfa 1
IP100027769|ELANE elastasa, expresada en neutréfilos
IP100465248 ENO1 enolasa 1, (alfa)
IP100302592|FLNA filamina A, alfa
IP100022418|FN1 fibronectina 1
IPI00375676|FTL ferritina, polipéptido ligero
IP100385751|FUCA1 fucosidasa, alfa-L- 1, tejido
IP100023728/GGH gamma-glutamil hidrolasa (conjugasa, folilpoligammaglutamil hidrolasa)
IP100018206/GOT2 glut.émico-oxaloacético transaminasa 2, mitocondrial (aspartato
aminotransferasa 2)
IP100027497|GPI glucosa-6-fosfato isomerasa
IPI00010706/GSS glutation sintetasa
IP100410714|{HBA1/HBA2 hemoglobina alfa 1
IP100654755HBB hemoglobina, beta
IP100473011|HBD hemoglobina, delta
IPI00012585|HEXB hexosaminidasa B (polipéptido beta)
IPI004534731IST4H4 (incluye 1 1 e histonas 1, Hac
otros)
IP100472073|HLA-B complejo mayor de histocompatibilidad, clase |, B
IP100641737|HP haptoglobina

35




ES 2762403 T3

IP100022488|HPX hemopexina

IPI00220362|HSPE1 proteina de choque térmico de 10 kDa (chaperonina 10)

IP100217966|LDHA lactato deshidrogenasa A

IPI00887739ILOC100133511 complemento tipo C3

IP100022417|LRG1 alfa-2-glicoproteina 1 rica en leucina

IPI00298860|LTF lactotransferrina

IP100106687|LXN latexina

IP100012989MAN2B1 manosidasa, alfa, clase 2B, miembro 1

IPI00007244|MPO mieloperoxidasa

IP100008787|NAGLU N-acetilglucosaminidasa, alfa

IP100020091|ORM1/ORM2 orosomucoide 1

IP100216691|PFN1 profilina 1

IPI00026962|PLA2G2A fosfolipasa A2, grupo IIA (plaquetas, liquido sinovial)

IP100027409/PRTN3 proteinasa 3

IPI00299155|PSMA4 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo alfa, 4

IPI00029623|PSMAG subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina) alfa tipo-6

IP100028006|PSMB2 subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina) beta tipo-2

IPI00022420|RBP4 proteina 4 de unioén a retinol, plasma

IPIO0006988RETN resistina

IPI00007047|S100A8 proteina S100 de unién a calcio A8

IPI00027462|S100A9 proteina S100 de unién a calcio A9

IPI00010304/SERPINB10 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10

IPI00032179|SERPINC1 inhibidor de la serpina peptidasa, clado C (antitrombina), miembro 1

IP100029863|SERPINF2 inhibidpr Fie Ig serpina) pept!dasa, clado F (antiplasmina alfa-2, factor derivado
del epitelio pigmentario), miembro 2

IPI00291866/SERPING1 inhibidor de la serpina peptidasa, clado G (inhibidor de C1), miembro 1

IP100022314/|SOD2 superéxido dismutasa 2, mitocondrial

IPI00022463|TF transferrina

IPI00643920|TKT transcetolasa

IP100719280UBB ubiquitina B

IP100884078 no mapeado por la invencién

IP100942608|proteina de 26 kDa no mapeado por la invencién

IP100419215/A2MLA1 alfa-2-macroglobulina tipo 1

IP100937735/ACADVL acil-CoA deshidrogenasa, cadena muy larga
IPI00009268/ACY1 no mapeado por la invencién

IP100419916|ALPL fosfatasa alcalina, higado/hueso/rifion

IP100219575BLMH bleomicina hidrolasa

IP100026240BST1 antigeno 1 de célula estromal de médula 6sea
IPI00009008/CACNA1D canal de calcio, dependiente del voltaje, tipo L, subunidad alfa 1D
IPI00877726|CKMT1A/ CKMT1 B  |creatina quinasa, mitocondrial 1B

IPI00299150|CTSS catepsina S

IPI00031708/FAH fumarilacetoacetato hidrolasa (fumarilacetoacetasa)
IP100644409 GDA guanina desaminasa

IPI00016862/GSR glutationa reductasa

IP100396378HNRNPA2B1 ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/B1
IPI00003865HSPA8 proteina 8 de choque térmico de 70 kDa

IPI00299145KRT6C queratina 6C

IPI00930073KRT6C queratina 6C

IPI00009650|LCN1 lipocalina 1 (prealbumina de lagrima)

IPI00019038|LYZ lisozima

IP100922181|MCM2 componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IP100257882PEPD peptidasa D

IPI00016255|PLBD1 dominio de fosfolipasa B que contiene 1 residuo
IPI00219622|PSMA2 subunidad del proteasoma (prosome, macropaina), tipo alfa, 2
IPI00025019|PSMB1 subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 1
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IPI00000811|PSMB6 subunidad del proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 6

IPI00003590|QS0OX1 quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1 1

IPI00939604|RNASET2 ribonucleasa T2

IP100553177|SERPINA1 ::T;?T:%cr)g qle la serpina peptidasa, clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina),

IP100550991|SERPINA3 inhibidor de la serpina peptidasa, clado A (alfa-1 antiproteinasa, antitripsina),
miembro 3

IPI00022204/SERPINB3 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 3

IPI00010949|SIAE acido sialico acetilesterasa

IP100465028|TPI1 triosafosfato isomerasa 1

IP100029647|2G16 homologo de proteina 16 de granulos de zimégeno (rata)

Tabla 6: Proteinas que son significativamente mas abundantes en secretomos de tumor de colon en comparacion

con secretomos de colon normal

Numero de Simbolo del gen Nombre del gen
acceso

IP100903112 LTF lactotransferrina

IP100329573 COL12A1 colageno, tipo XlI, alfa 1

IP100374563 AGRN agrina

IP100005024 MYBBP1A proteina de unién a MYB (P160) 1a

IP100925034 TRRAP proteina asociada al dominio de transformacioén/transcripcion
IP100221226 ANXA6 anexina A6

IP100028275 CKAP5 proteina 5 asociada al citoesqueleto

IPI00018350 MCM5 componente 5 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IP100156374 IPO4 importina 4

IP100894235 NBEAL2 tipo neurobeachina 2

IPI00795318 MCM4 componente 4 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IP100002405 OAS3 2'-5'-oligoadenilato sintetasa 3, 100 kDa

IPI00013214 MCM3 componente 3 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IPI00018968 NAE1 subunidad 1 de la enzima E1 activadora de NEDD8
IP100438229 TRIM28 Motivo tripartita que contiene 28 residuos
IP100221354 FUS fusionado en sarcoma

IP100031820 FARSA fenilalanil-tARN sintetasa, subunidad alfa
IPI00013163 MNDA antigeno de diferenciacion nuclear de células mieloides
IP100026970 SUPT16H supresor del homologo Ty 16 (S. cerevisiae)
IPI00017617 DDX5 polipéptido 5 de la caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
IP100031008 TNC tenascina C

IPI00007175 NIP7 homologo 7 de importacion nuclear (S. cerevisiae)
IPI00000846 CHD4 proteina 4 de unién a ADN helicasa del cromodominio
IP100465044 RCC2 regulador de la condensacion cromosomica 2
IPI00031519 DNMT1 ADN (citosina-5-)-metiltransferasa 1

IP100028357 XPO4 exportina 4
IP100010720 CCT5 TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 5 (epsilon)
IP100012340 SRSF9 factor 9 de empalme rico en serina/arginina
IP100012645 SPTBN2 espectrina, beta, no eritrocitica 2

IP100032292 TIMP1 inhibidor 1 de la metalopeptidasa TIMP

IP100026944 NID1 nidégeno 1

IP100013871 RRMA1 ribonucleétido reductasa M1

IP100386533 EIF4G1 factor 4 gamma de iniciacion de la traduccién eucariota, 1
IP100149849 COG4 componente del complejo 4 oligomérico de Golgi
IP100002894 POLD1 polimerasa (dirigida al ADN), delta 1, subunidad catalitica de 125 kDa
IP100221106 SF3B2 factor 3b de empalme, subunidad 2, 145 kDa
IPI00015905 EXOSC2 componente 2 exosdmico

IPI00031517 MCM6 componente 6 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IP100216694 PLS3 plastina 3

IP100218407 ALDOB aldolasa B, fructosa-bisfosfato
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homologo de SMG1, fosfatidilinositol 3-quinasa relacionada con la quinasa (C.

IP100556369 SMG1

elegans)
IP100909083 GSPT1 transicion 1 de fase G1a S
IPI00479786 KHSRP proteina reguladora de empalme tipo KH
IPI00015953 DDX21 polipéptido 21 de la caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
IP100334907 PITPNB proteina de transferencia de fosfatidilinositol, beta
IP100297572 AQR homélogo de acuario (ratén)
IPI00011274 HNRPDL ribonucleoproteina nuclear heterogénea tipo D
IP100024095 ANXA3 anexina A3
IP100293331 POP1 procesamiento del precursor 1, subunidad de ribonucleasa P/MRP (S. cerevisiae)
IPI00007927 SMC2 mantenimiento estructural de los cromosomas 2
IP100011592 DYNC1LI2 dineina, citoplasmatica 1, cadena intermedia ligera 2
IP100003927 PPID peptidilprolil isomerasa D
IP100002926 VPS37B clasificacion de proteinas vacuolares 37 homdlogo B (S. cerevisiae)
IP100012497 ADRBK1 adrenérgico, beta, receptor quinasa 1
IP100746351 DIS3 homologo de control mitético DIS3 (S. cerevisiae)
IPI00031960 POLR1A polipéptido A de polimerasa | (ARN), 194 kDa
IP100290566 TCP1 complejo t 1
IP100026952 PKP3 placofilina 3
IP100856120 LARP1B familia del dominio de ribonucleoproteina La, miembro 1B
IP100449049 PARP1 poli (ADP-ribosa) polimerasa 1
IPI00012035 CD46 molécula CD46, proteina reguladora del complemento
IPI00419979 PAK2 quinasa 2 activada por proteina p21 (Cdc42/Rac)
IP100303207 ABCE1 casete de union a ATP, subfamilia E (OABP), miembro 1
IP100872664 USP14 peptidasa 14 especifica de ubiquitina (tARN-guanina transglucosilasa)
IP100290770 CCT3 CP1 que contiene chaperonina, subunidad 3 (gamma)
IP100294879 RANGAP1 proteina 1 activadora de Ran GTPasa
IP100013862 DTYMK desoxitimidilato quinasa (timidilato quinasa)
IP100329692 NMT1 N-miristoiltransferasa 1
IP100037283 DNM1L dinamina tipo 1
IP100008922 IFITM2 proteina 2 transmembrana inducida por interferon (1-8D)
IP100304754 FERMT1 miembro 1 de la familia de fermitina
IP100396203 TBCD cofactor D de plegado de tubulina
IP100009071 [LOC100505793/SRSF10 factor 10 de empalme rico en serina/arginina
IP100022827 SLK quinasa tipo STE20
IP100918002 MUCS5AC/MUC5B mucina 5AC, moco oligomérico/formador de gel
IPI00008240 MARS metionil-tARN sintetasa
IP100217013 SMEKA1 homologo SMEK 1, supresor de mek1 (Dictyostelium)
IP100219097 HMGB2 caja 2 del grupo de alta movilidad
IP100304596 NONO dominio que no contiene POU, de unién a octamero
IP100018219 TGFBI factor de crecimiento transformante, inducido por beta, 68 kDa
IP100023824 FBLN2 fibulina 2
IP100022228 HDLBP proteina de union a lipoproteina de alta densidad
IP100306322 COL4A2 colaageno, tipo IV, alfa 2
IP100018452 CPNE1 copinal |
IP100018627 NAA50 N(alfa)-acetiltransferasa 50, subunidad catalitica NatE
IPI00007163 LSM7 homologo de LSM7, pequefio ARN nuclear U6 asociado (S. cerevisiae)
IPI00005154 SSRP1 proteina 1 de reconocimiento especifica de la estructura
IP100007401 IPO8 importina 8
IP100429538 YPEL5 yippee tipo 5 (Drosophila)
IPI00030116 PGM3 fosfoglucomutasa 3
IPI00162563 RNF40 proteina 40 de dedo anular
IP100219420 SMC3 mantenimiento estructural de cromosomas 3
IP100012501 REG4 familia derivada de islotes de regeneracion, miembro 4
IP100029764 SF3A3 factor 3a de empalme, subunidad 3, 60 kDa
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IP100296099 THBS1 trombospondina 1

IP100027626 CCT6A TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 6A (zeta 1)

IP100007928 PRPF8 homologo del factor 8 de procesamiento previo al ARNm PRPS8 (S. cerevisiae)

IP100023344 SYMPK simplequina

IP100375441 FUBP1 proteina 1 de union al elemento alejado secuencia arriba (FUSE)

IPI00005613 U2AF1 factor 1 auxiliar de ARN nuclear pequefio U2

IP100002335 HTT huntingtina

IP100299254 EIF5B factor 5B de iniciacion de la traduccion eucariota

IPI00179953 NASP proteina de esperma autoantigénica nuclear (unién a histona)

IP100514561 HNRNPK ribonucleoproteina K nuclear heterogénea

IP100031812 YBX1 proteina 1 de union a la caja’ Y

IP100414320 ANXA11 anexina A11

IP100178431 RECQL tipo proteina RecQ (ADN helicasa tipo Q1)

IP100029601 CTTN cortactina

IP100013683 TUBB3 tubulina, beta 3

IPI00646105 PYCRL tipo pirrolina-5-carboxilato reductasa

IP100298057 PPL periplaquina

IP100173346 PGM2L1 fosfoglucomutasa 1 tipo 2

IP100373869 C170rf49 marco 49 de lectura abierto del cromosoma 17

IP100106491 MRTOA4 homologo 4 de cambio de ARNm (S. cerevisiae)

IP100290184 METTLA1 metiltransferasa tipo 1

IP100006025 SART3 antigeno de carcinoma de células escamosas reconocido por las células T 3

IPI00016179 S100A13 proteina S100 de unién a calcio A13

IPI00100292 NPEPL1 tipo aminopeptidasa 1

IP100026689 CDK1 quinasa 1 dependiente de ciclina

IP100217405 UBR1 componente n-recognina 1 de proteina ligasa ubiquitina E3

IP100296353 ARHGAP18 proteina 18 activadora de Rho GTPasa

IP100293434 SRP14 particula de reconocimiento ﬂe selﬁal de 14 kDa (proteina de unién al ARN
omodloga de Alu)

IP100292532 CAMP péptido antimicrobiano catelicidina

IPI00010740 SFPQ factor de empalme rico en prolina/glutamina

IP100026262 RASA1 activador de proteina RAS p21 (proteina activadora de GTPasa) 1

IP100409601 RALGAPB proteina activadora de Ral GTPasa, subunidad beta (no catalitica)

IPI00013976 LAMB1 laminina, beta 1

IP100554590 RAB3GAP2 subunidad 2 de proteina activadora de GTPasa RAB3 (no catalitica)

IP100302925 CCT8 TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 8 (theta)

IPI00103247 HNRPLL ribonucleoproteina nuclear heterogénea tipo L

IP100414127 RANBP1 proteina 1 de unién a RAN

IP100001458 KNTC1 cinetocoro asociado 1

IP100221394 DKCA1 disqueratosis congénita 1, disquerina

IPI00016613 CSNK2A1 caseina quinasa 2, polipéptido alfa 1

IPI00013455 CLIP1 dominio CAP-GLY que contiene la proteina enlazadora 1

IP100297779 CCT2 TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 2 (beta)

IP100029048 TTLL12 familia tipo tirosina ligasa de tubulina, miembro 12

IP100298306 ATM ataxia telangiectasia mutada

IP100017451 SF3A1 factor de empalme 3a, subunidad 1, 120 kDa

IPI00012493 RPS20 proteina S20 ribosémica

IPI00783378 UBE20 enzima conjugadora de ubiquitina E20

IP100742682 TPR region promotora translocada (para el oncogén MET activado)

IP100002203 BCCIP BRCAZ2 y proteina de interaccion con CDKN1A

IP100291783 GEMINS proteina 5 asociada a gem (organulo nuclear)

IPI00019196 RPP30 subunidad ribonucleasa P/MRP de 30 kDa

IP100056386 LOH12CR1 pérdida de heterocigosidad, 12, regién 1 cromosémica

IPI00019971 STXBP2 proteina 2 de union a sintaxina

IPI00020965 UBE2H enzima E2H que se conjuga con ubiquitina
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IP100465045 DIP2B homologo B de la proteina 2 que interactiia con disco DIP2 (Drosophila)
IP100607591 RAP1GDS1 RAP1, estimulador 1 de disociacion de GTP-GDP
IPI00171903 HNRNPM ribonucleoproteina M nuclear heterogénea

IP100291802 LMO7 dominio 7 de LIM

IP100004273 RBM25 proteina 25 del motivo de uniéon a ARN

IP100221234 ALDH7A1 familia de la aldehido deshidrogenasa 7, miembro A1
IP100026219 CPSF1 factor 1 especifico de escision y poliadenilacion, 160 kDa
IPI00015262 CNN2 calponina 2

IP100018465 CCT7 TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 7 (eta)
IP100014238 KARS lisil-tARN sintetasa

IPI00000684 UAP1 UDP-N-acteilglucosamina pirofosforilasa 1

IP100295485 HSPA4L proteina de choque térmico 70 kDa tipo 4

IP100926528 proteina 138 kDa proteina 138 kDa

IPI00549189 THOP1 thimet oligopeptidasa 1

IPI00008552 GLRX3 glutarredoxina 3

IP100011200 PHGDH fosfoglicerato deshidrogenasa

IP100014197 CDV3 homologo de CDV3 (ratén)

IP100411559 SMC4 mantenimiento estructural de cromosomas 4
IP100024320 RBM3 proteina 3 del motivo de unién a ARN (RNP1, RRM)
IPI00020956 HDGF factor de crecimiento derivado de hepatoma
IP100479217 HNRNPU ribonucleoproteina nuclear heterogénea U (factor A de union a Scaffold)
IPI00604756 NRBP1 proteina 1 de unién al receptor nuclear

IP100418797 POLR1B polipéptido B, de polimerasa (ARN) I, de 128 kDa
IP100019812 PPP5C proteina fosfatasa 5, subunidad catalitica

IP100216008 G6PD glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

IP100291560 ARG1 arginasa, higado

IP100008475 HMGCS1 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 1 (soluble)
IP100023234 UBA2 Enzima 2 que activa al modificador tipo ubiquitina
IP100298991 KIAA1033 KIAA1033

IP100793199 ANXA4 anexina A4

IPI00889541 DDX17 polipéptido 17 de la caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
IP100165393 ANP32E familia de fosfoproteina 32 nuclear acida (rica en leucina), miembro E
IP100896504 GNE glucosamina (UDP-N-acetil)-2-epimerasa/N-acetiimannosamina quinasa
IP100157790 KIAA0368 KIAA0368

IP100182728 VPS4B homologo B de clasificacion de proteinas vacuolar 4 (S. cerevisiae)
IP100020127 RPA1 proteina de replicacién A1, 70 kDa

IP100219678 EIF2S1 factor 2 de iniciacion de la traduccion eucariota, subunidad 1 alfa, 35 kDa
IP100290461 EIF3J factor 3 de iniciacion de la traduccién eucariota, subunidad J
IP100784161 SUPT6EH supressor del homélogo de Ty 6 (S. cerevisiae)
IP100218993 HSPH1 proteina 1 de choque térmico de 105 kDa/110 kDa
IP100640703 XPO5 exportina 5

IP100333215 TCEA1 factor A de alargamiento de la transcripcion (Sll), 1
IP100009032 SSB antigeno B del sindrome de Sjogren (autoantigeno La)
IPI00745313 AEBP1 proteina 1 de unién a AE

IP100303258 LMCD1 LIM y dominios 1 ricos en cisteina

IP100219330 ILF3 factor 3 de unién al potenciador de interleuquina, 90 kDa
IPI00019269 WDRG61 dominio 61 de repeticiéon de WD

IP100386189 NAA15 N(alfa)-acetiltransferasa 15, subunidad auxiliar NatA
IPI00000015 SRSF4 factor 4 de empalme rico en serina/arginina
IP100251559 RNF20 proteina 20 de dedo anular

IPI00006952 LACTB2 lactamasa, beta 2

IP100041325 NHP2 homologo de ribonucleoproteina NHP2 (levadura)
IP100607714 C170rf28 marco de lectura abierto 28 del cromosoma 17
IP100645702 CTPS2 CTP sintasa Il

IP100163187 FSCN1 homologo 1 de fascina, proteina de agrupamiento de actina (Strongylocentrotus
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purpuratus)
IP100289807 TRNT1 tARN nucleotidil transferasa, adiciéon de CCA, 1
IP100375462 SREKA1 proteina 1 rica en glutamina/lisina reguladora de empalme
IP100025158 STAG1 antigeno 1 estromal
IP100024971 OSBP proteina de union a oxisterol
IPI00375015 DUT desoxiuridina trifosfatasa
IPI00396174 CCDC25 dominio de hélice superenrollada que contiene 25 residuos
IP100020021 DEK oncogén DEK
IPI00006378 CCDC72 dominio de hélice superenrollada que contiene 72 residuos
IP100291093 POLR2E polipéptido E de polimerasa (ARN) II (dirigido por ADN), 25 kDa
IPI00019178 PSPH fosfoserina fosfatasa
IP100291939 SMC1A mantenimiento estructural de los cromosomas 1A
IPI00006725 DDX23 polipéptido 23 de la caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
IP100009010 TRMT112 homologo de tARN metiltransferasa 11-2 (S. cerevisiae)
IP100018813 COPS2 subunidad 2 homologa fotomorfogénica constitutiva de COP9 (Arabidopsis)
IP100023640 PDCD5 muerte celular programada 5
IPI00031681 CDK2 quinasa 2 dependiente de ciclina
IP100011603 PSMD3 subunidad 26S de proteasoma (prosoma, macropaina), sin ATPasa, 3
IP100221325 RANBP2 proteina 2 de unién a RAN
IPI00410693 SERBP1 proteina 1 de unién a ARNm SERPINE1
IP100005780 oGT N-acgtilglucosar.nin.a trqns’fe'rasa (GICNAC) enlaza.dg a O (UDP-N-
acetilglucosamina: polipéptido-N-acetilglucosaminil transferasa)
IP100299524 NCAPD2 complejo sin SMC condensina |, subunidad D2
IPI00150057 SMARCC?2 regulador de cromgtina dependignte de act!na, reIapionado con SWI/SNF,
asociado a la matriz, subfamilia ¢, miembro 2
IP100032853 NOP10 homologo de ribonucleoproteina NOP10 (levadura)
IP100002255 LRBA trafico de vesiculas sensibles a LPS, que contiene beige y ancla
IP100554742 API5 inhibidor 5 de apoptosis
IPI00385267 SRPR receptor de particulas de reconocimiento de sefial (proteina de acoplamiento)
IP100022462 TFRC receptor de transferrina (p90, CD71)
IP100022305 BZW?2 cremallera basica de leucina y dominios 2 W2
IP100025427 RNASE3 ribonucleasa, familia 3 de RNasa A
IP100010182 DBI inhibidor de unién a diazepam (modulqdor del receptor GABA, proteina de union
a acil-CoA)
IP100219005 FKBP4 proteina 4 de unién a FK506, 59 kDa
IP100184871 C60orf130 marco 130 de lectura abierto del cromosoma 6
IP100103483 COBRA1 cofactor de BRCA1
IP100026215 FEN1 endonucleasa 1 especifica de la estructura de aleta
IP100296635 GBE1 glucano (1,4-alfa-), enzima ramificadora 1
IP100029267 SNRPB2 polipéptido B de ribonucleoproteina nuclear pequefia
IPI00100197 NSFL1C cofactor NSFL1 (p97) (p47)
IP100010415 ACOT7 acil-CoA tioesterasa 7
IP100306369 NSUN2 familia del dominio NOP2/Sun, miembro 2
IP100302927 CCT4 TCP1 que contiene chaperonina, subunidad 4 (delta)
IP100023845 KLK6 peptidasa 6 relacionada con calicrein
IPI00003919 QPCT glutaminil-péptido ciclotransferasa
IP100465128 BAG6 atandgeno 6 asociado a BCL2
IP100016910 EIF3C/EIF3CL factor 3 de iniciacion de la traduccién eucariota, subunidad C
IP100007812 ATP6V1B2 ATPasa, que transporta H*, lisosomal de 56/58 kDa, V1 subunidad B2
IP100027846 MMP8 matriz de metalopeptidasa 8 (colagenasa de neutrdfilos)
IP100023919 PSMC5 subunidad 26S del proteasoma (prosoma, macropaina), ATPasa, 5
IP100217253 GCHFR regulador de retroalimentacion de GTP ciclohidrolasa |
IP100384028 PAPOLA poli(A) polimerasa alfa
IP100219344 HPCAL1 tipo hipocalcina 1
IP100012442 G3BP1 proteina 1 de union a la proteina (dominio SH3) activadora de GTPasa
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IP100024163 POLR3A polipéptido A de polimerasa (ARN) Il (dirigido por ADN), 155 kDa

IP100647217 SKIV2L2 actividad 2 viralicidica superasesina tipo 2 (S. cerevisiae)

IP100031627 POLR2A polipéptido A de polimerasa (ARN) Il (dirigido por ADN), 220 kDa

IP100873137 COL1A2 colageno, tipo 1, alfa 2

IP100025039 FBL fibrilarina

IP100923606 EPRS glutamil-prolil-tARN sintetasa

IP100301936 ELAVL1 ELAV (embrionaria letal, vision anormal, Drosophila) tipo 1 (antigeno Hu R)

IPI00183500 NCBP2 subunidad 2 de proteina de unién a la caperuza nuclear, 20 kDa

IPI00001159 GCN1L1 control general de GCN1 de la sintesis 1 de aminoacidos tipo 1 (levadura)

IP100024719 HAT1 histona acetiltransferasa 1

IP100470883 STAG2 antigeno estromal 2

IP100216057 SORD sorbitol deshidrogenasa

IP100032830 REXO2 REX2, homdlogo de ARN exonucleasa 2 (S. cerevisiae)

IP100003881 HNRNPF ribonucleoproteina F nuclear heterogénea

IP100216230 TMPO timopoyetina

IP100902614 USP24 peptidasa 24 especifica de ubiquitina

IP100182757 KIAA1967 KIAA1967

IP100296165 C1R componente 1 del complemento, subcomponente r

IP100002460 ANXA7 anexina A7

IP100009104 RUVBL2 tipo RuvB 2 (E. coli)

IP100651738 ADI1 acireductona dioxigenasa 1

IP100009328 EIF4A3 factor 4A3 de iniciacion de la traduccion eucariota

IP100456887 HNRNPUL2 ribonucleoproteina U nuclear heterogénea tipo 2

IP100646605 UBR4 n-recognina 4 componente de la proteina ligasa E3 ubiquitina

regulador de cromatina dependiente de actina, asociado a la matriz, relacionado

IP100386718 SMARCAZ2 ? a SV\F/)I/SNF, subfamilia a, miembro 2

IPI00008234 CYB5R2 citocromo b5 reductasa 2

IP100300371 SF3B3 factor 3b de empalme, subunidad 3, 130 kDa

IPI00156282 GPS1 supresor 1 de la ruta de la proteina G

IPI00012369 MAD2L1 detencion mitética deficiente MAD2 tipo 1

IP100016736 PLCG1 fosfolipasa C, gamma 1

IP100014263 EIF4H factor 4H de iniciacion de la traduccion eucariota

IPI00031556 U2AF2 factor 2 auxiliar de ARN nuclear pequefio U2

IPI00304589 TNKS1BP1 proteina 1 de unién a tanquirasa 1, 182 kDa

IP100294578 TGM2 transglutaminasa 2 (polipépt'ido C, proteina-glutamina-gamma-
glutamiltransferasa)

IPI00027834 HNRNPL ribonucleoproteina L nuclear heterogénea

IP100329213 INPP5D inositol polifosfato-5-fosfatasa, 145 kDa

IP100296528 ANXA10 anexina A10

IP100013180 BUD31 homologo de BUD31 (S. cerevisiae)

IP100216048 PITPNA proteina de transferencia de fosfatidilinositol, alfa

IP100103994 LARS leucil-tARN sintetasa

IP100027681 NNMT nicotinamida N-metiltransferasa

IP100185374 PSMD12 subunidad 26S de proteasoma (prosoma, macropaina), no ATPasa, 12

IP100004838 CRK homologo del Oncogene CT10 del virus de sarcoma de v-crk (aviar)

IP100847535 PRG2 proteoglicano 2, méc?u!a ésga (activador <,:ie células ageslirjas naturales, proteina

basica principal del granulo de eosinofilos)

IPI00009802 VCAN versicano

IP100306290 XPOT exportina, tARN (receptor de exportacion nuclear para los tARN)

IP100025347 EMG1 homologo de la proteina nucleolar EMG1 (S. cerevisiae)

IP100410091 C11orf73 marco 73 de lectura abierto del cromosoma 11

IP100024364 TNPO1 transportina 1

IP100292150 LTBP2 proteina 2 de unién beta del factor de crecimiento transformante latente

IPI00470891 CSDE1 dominio de choque frio que contiene E1, unién a ARN

IP100168554 SRXN1 sulfirredoxina 1
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IPI00103525 PSPC1 componente 1 de paraspeckle

IP100419880 RPS3A proteina S3A ribosémica

IPI00375631 ISG15 ISG15 modificador tipo ubiquitina

IP100027808 POLR2B polipéptido B de polimerasa (ARN) Il (dirigido por ADN), 140 kDa

IP100054042 GTF21 factor de transcripcion general lli

IP100026167 NHP2L1 proteina 2 de cromosoma sin histona NHP2 tipo 1 (S. cerevisiae)

IP100003565 PSMD10 subunidad 26S del proteasoma (prosoma, macropaina), sin ATPasa, 10

IP100030781 STAT1 transductor de sefial y activador de la transcripcion 1, 91 kDa

IP100293026 EFTUD1 dominio de union de GTP del factor de alargamiento Tu que contiene 1 residuo

IPI00646226 MED23 subunidad 23 del complejo mediador

IP100745433 EIF2C2 factor 2C de iniciacion de la traduccion eucariota, 2

IP100027838 RBM4B proteina 4B del motivo de unién de ARN

IP100024425 KIAA0664 KIAA0664

IP100024871 CBFB factor de unién al nucleo, subunidad beta

IPI00008524 PABPC1 proteina de unién a poli(A), citoplasmatica 1

IP100018873 NAMPT nicotinamida fosforibosiltransferasa

IP100216088 CRABP2 proteina 2 de unién a acido retinoico celular

IP100032342 TRIP12 interactuador 12 receptor de la hormona tiroidea

IP100154975 DNAJC9 homologo de DnaJ (Hsp40), subfamilia C, miembro 9

IPI00186008 STARD10 dominio de transferencia de I|p|dos1 (r)erlzg;gzggo con StAR (START) que contiene

IP100828098 RNF213 proteina 213 de dedo anular

IP100011898 EIF2B5 factor 2B de iniciacién de la traduccioén eucariota, subunidad 5 épsilon, 82 kDa

IP100301434 BOLA2/BOLA2B homologo 2 de bolA (E. coli)

IP100181391 MGEA5 antigeno 5 expresado en meningioma (hialuronidasa)

IP100022664 RABGGTA Rab geranilgeraniltransferasa, subunidad alfa

IPI00384689 PDXDC1 dominio de descarboxilasa dependiente de piridoxal que contiene 1

IP100552920 EXOSC8 componente 8 del exoma

IPI00001734 PSAT1 fosfoserina aminotransferasa 1

IPI00010105 EIF6 factor 6 de iniciacion de la traduccion eucariota

IP100745105 C160rf13 marco 13 de lectura abierto del cromosoma 16

IP100306436 STAT3 transductor de sefial y activador de Iaatgr]ir&sé(;ripcién 3 (factor de respuesta de fase

IP100220815 EFEMP1 proteina 1 de matriz extracelular similar a fibulina que contiene EGF

IP100008301 DEFA6 defensina, alfa 6, especifica de la célula de Paneth

IP100015018 PPA1 pirofosfatasa (inorganica) 1

IP100298176 GPX2 glutation peroxidasa 2 (gastrointestinal)

IP100456635 UNC13D homologo D de unc-13 (C. elegans)

IP100218604 PTPN6 proteina tirosina fosfatasa, sin receptor tipo 6

IP100760846 MYO18A miosina XVIIIA

IP100296534 FBLN1 fibulina 1

IP100025329 RPL19 proteina ribosémica L19

IP100030876 DIAPH1 homologo diafano 1 (Drosophila)

IP100154451 MMS19 homologo de reparacion por escision del nucledtido MMS19 (S. cerevisiae)

IP100646917 NUDT21 motivo 21 tipo nudix (fraccion X ligada a nucledsido difosfato)

IP100010404 SF3B5 factor 3b de empalme, subunidad 5, 10 kDa

IPI00014938 SARNP ribonucleoproteina que contiene el dominio SAP

IPI00002186 ARFGEF2 factor 2 de intercambio del n.uc!e'étido guanina .del factor de ribosilacion de ADP
(inhibido por brefeldina A)

IP100028564 GBP1 proteina 1 de union a guanilato, inducible por interferén

IP100179298 HUWEA1 dominio HECT, UBA y WWE que contiene 1 residuo

IP100027142 POP7 procesamiento del precursor 7, subunidad de ribonucleasa P/MRP (S. cerevisiae)

IPI00006504 EIF2B3 factor de iniciacion de la traduccion eucariota 2B, subunidad 3 gamma, 58 kDa

IP100013184 NAA10 N(alfa)-acetiltransferasa 10, subunidad catalitica NatA

IP100015947 DNAJB1 homologo de DnaJ (Hsp40), subfamilia B, miembro 1
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IPI00019463 EIF2AK2 alfa quinasa 2 del factor 2 de iniciacion de la traduccion eucariota
IP100003519 EFTUD2 dominio de unién a GTP del factor Tu de alargamiento que contiene 2 residuos
IP100004524 GCA grancalcina, proteina de unién a calcio con mano EF
IPI00333776 NRCAM molécula de adhesidn celular neuronal

IP100552073 DHX16 polipéptido 16 de caja DEAH (Asp-Glu-Ala-His)
IPI00013949 SGTA que contiene la pequefia repeticion de;tltl?;ratricopéptido rico en glutamina (TPR),
IPI00304742 STK10 serina/treonina quinasa 10

IPI00305833 SMU1 supresor de smu-1 del homélogo de mec-8 y unc-52 (C. elegans)
IP100150269 PRPF4 homologo del factor 4 de procesamiento de pre-ARNm PRP4 (levadura)
IP100028888 HNRNPD ribonucleoproteina nuﬂ:zarggsttgrrci)g:r;aA%f%r;)’fér;a)\ 1 de unién a ARN del
IP100290142 CTPS CTP sintasa

IP100015195 CSTF3 factor de estimulacion de escision, 3' pre-ARN, subunidad 3, 77 kDa
IP100011528 CSTF1 factor de estimulacion de escision, 3' pre-ARN, subunidad 1, 50 kDa
IP100013070 HNRNPUL1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1
IPI00008433 RPS5 proteina ribosémica S5

IP100298347 PTPN11 proteina tirosina fosfatasa, tipo 11 sin receptor

IP100514234 LAD1 ladinina 1

IPI00000057 COG2 componente del complejo de Golgi oligomérico 2
IP100014311 cuL2 culina 2

IP100221093 RPS17/RPS17L proteina ribosémica S17

IP100022694 PSMD4 subunidad 26S de proteasoma (prosoma, macropaina), sin ATPasa, 4
IP100218918 ANXA1 anexina A1

IP100418169 ANXA2 anexina A2

IP100289499 ATIC ribonucledtido form|Itransfergifoﬁi-grrgllgso;mldazol-4-carboxam|da/IMP
IP100022246 AZU1 azurocidina 1

IP100299635 BIRC6 repeticion de IAP baculoviral que contiene 6 residuos
IP100002147 CHI3L1 quitinasa 1 tipo 3 (glicoproteina 39 de cartilago)
IP100011062 CPS1 carbamoil-fosfato sintasa 1, mitocondrial

IP100028064 CTSG catepsina G

IP100005721 | DEFA1 (incluidos otros) defensina, alfa 1

IP100099110 DMBT1 eliminada en tumores malignos de cerebro 1

IP100027769 ELANE elastasa, expresada en neutréfilos

IP100217987 ITGAM integrina alfa M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento)
IP100299547 LCN2 lipocalina 2

IP100023673 LGALS3BP lectina, proteina de unién a 3, soluble, que se une a galactosido
IP100922181 MCM2 componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IP100027509 MMP9 metalopeptidasa 9 de matriz (gelawzséaglz, I(glse;‘a)tlnasa de 92 kDa, colagenasa tipo
IP100007244 MPO mieloperoxidasa

IP100103397 MUCS5AC/MUC5B mucina 5AC, moco oligomérico/formador de gel
IPI00019380 NCBP1 subunidad 1 de la proteina de unién a la caperuza nuclear, 80 kDa
IP100299512 NF1 neurofibromina 1

IP100022255 OLFM4 olfactomedina 4

IP100303063 PDS5A PDS5, regulador del mantenimiento de la cohesién, homdlogo A (S. cerevisiae)
IP100021085 PGLYRP1 proteina 1 de reconocimiento de peptidoglucano
IP100027409 PRTN3 proteinasa 3

IP100003590 QSOX1 quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1 1

IP100009027 REG1A regeneracion 1 alfa derivada de islotes

IPI00027462 S100A9 proteina S100 de unién a calcio A9

IPI00010304 SERPINB10 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10
IPI00783625 SERPINB5 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 5
IP100072534 UNC45A homologo A de unc-45 (C. elegans)
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Tabla 7: Un subconjunto de biomarcadores de la Tabla 1 que también fueron significativamente mas secretados por
las muestras de tumor de colon que por el colon normal (Tabla 6).

Acceso Simbolo del gen Nombre del gen
IP100418169 ANXA2 anexina A2
IP100022246 AZU1 azurocidina 1
IP100028064 CTSG catepsina G
IPI00005721 |DEFAA1 (incluye otros) defensina, alfa 1
IP100027769 ELANE elastasa, expresada en neutréfilos
IP100217987 ITGAM integrina alfa M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento)
IP100007244 MPO mieloperoxidasa
IPI00019380 NCBP1 subunidad 1 de la proteina de unién a la caperuza nuclear, 80 kDa
IP100027409 PRTN3 proteinasa 3
IPI00027462 S100A9 proteina S100 de unién a calcio A9
IPI00010304 SERPINB10 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10
IP100218918 ANXA1 anexina A1
IP100299635 BIRC6 repeticion de IAP baculoviral que contiene 6 residuos
IP100922181 MCM2 componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
IPI00003590 QSOX1 quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1 1
IPI00783625 SERPINB5 inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 5

La invencioén se describe adicionalmente mediante los siguientes ejemplos ilustrativos. Estos no estan destinados a
limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo 1
Materiales y métodos
Muestras de heces y extraccién de proteinas.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los sujetos que proporcionaron muestras de heces y este
estudio fue aprobado por el Comité de Etica Médica del VU University Medical Center, Los Paises Bajos.

Se recogieron muestras parciales de heces de sujetos de referencia que se sometieron a una colonoscopia entre
noviembre de 2003 y junio de 2006 en el VU University Medical Center en Amsterdam, Los Paises Bajos. Se recogieron
muestras parciales de heces antes de la colonoscopia o después del diagndstico en la colonoscopia y antes de la
reseccion quirtrgica de sus tumores (Véase la Tabla 8 para las caracteristicas del paciente).

Conjunto independiente (verificacion) de muestras de heces

Se recogieron muestras de heces enteras homogeneizadas de sujetos remitidos y sometidos a colonoscopia entre
julio de 2009 y abril de 2011 en el VU University Medical Center en Amsterdam, Los Paises Bajos. Se recogieron
muestras de heces enteras antes de la colonoscopia (Véase la Tabla 1 para las caracteristicas del paciente). Los
participantes del estudio agregaron inmediatamente tampdn de estabilizacion a las muestras de heces después de la
defecacion, las muestras se procesaron en el laboratorio con una proporcién final de heces: tampén p/v de 1:7 en 72
horas, y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Los extractos de proteinas se prepararon como se describio
anteriormente usando una muestra de heces homogeneizada de 2 mL como material de partida. Se mezclaron
cantidades iguales de extractos de proteinas y se trataron adicionalmente como una muestra Unica. Se compusieron
cuatro grupos de diferentes categorias, es decir, controles (n = 5) e individuos con adenomas no avanzados (n = 5),
adenomas avanzados (n = 5) y CRC (n = 5) (Véase la Tabla 8 para las caracteristicas del paciente) .

Tabla 8. Caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes

A. Conjunto de descubrimiento
Numero del | Edad | Género | Categoria | Tamafo del Estadio Localizacion del tumor FIT?
paciente’ tumor (mm) | de Dukes positivo
1 74 f CRC 40 C ciego +
2 85 m CRC 35 A lado derecho -
3 86 m CRC 30 A Descendiente/sigmoideo -
4 82 f CRC 59 B lado derecho -
5 60 m CRC 15 B rectosigmoideo +
6 85 m CRC 60 B lado derecho +
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7 83 m CRC 70 B flexura hepatica -
8 71 f CRC 35 A sigmoideo +
9 63 f CRC 50 C rectosigmoideo +
10 59 m CRC 52 C ciego +
11 84 f CRC 50 C ileocecal +
12 86 m CRC 68 C ascendente +
13 69 m control na na na -
14 75 m control na na na -
15 68 f control na na na -
16 73 f control na na na -
17 75 f control na na na -
18 67 f control na na na -
19 62 m control na na na -
20 60 f control na na na -
21 60 m control na na na -
22 58 m control na na na -

B. Conjunto de verificacion

Numero del | Edad | Género | Categoria Tamaiio de Estadio Localizacion del tumor FIT?

paciente’ tumor (mm) | de Dukes positivo
23 43 f control na na na -
24 59 f control na na na -
25 44 f control na na na -
26 48 m control na na na -
27 78 m control na na na -
28 78 m A 2 na sigmoideo -
29 68 m A 3 na ascendente NA
30 55 f A 2 na sigmoideo NA
31 72 m A 8 na sigmoideo -
32 66 f A 7 na sigmoideo +
33 84 f AA 8 na sigmoideo NA
34 78 f AA 10 na sigmoideo -
35 87 m AA 2 na descendente -
36 78 f AA 10 na ascendente +
37 78 m AA 4 na sigmoideo +
38 89 f CRC 30 C rectosigmoideo NA
39 58 m CRC 50 B recto NA
40 71 m CRC 35 C ascendente/flexura +
hepatica

41 72 m CRC 40 A sigmoideo -
42 70 f CRC 15 C ascendente -

a Esta columna representa un cédigo numeérico de anonimizacion
b Segun la clasificacién modificada de Astler Coller (Compton y Greene, CA Cancer J Clin 2004)
¢ corte > 75 ng/pL (van Veen, Ned tijdschriftGeneeskd, 2009)

En la recoleccion, las muestras de heces se almacenaron inmediatamente a 4 °C y se transfirieron a -20 °C en 36
horas. Las muestras de heces se descongelaron y después de realizar FIT (prueba inmunoquimica fecal; FIT), se tomé
aproximadamente 1 g de muestra de cada muestra de heces para la extraccion de proteinas. Para este estudio, se
seleccionaron muestras de heces de 10 sujetos sin neoplasia de colon y 4 muestras de heces de pacientes con CRC
con una puntuacion FIT negativa junto a 8 muestras de heces de pacientes con CRC con una puntuacion FIT positiva.

Las proteinas de las heces se extrajeron como se describio anteriormente (Ang CS, Nice EC. Targeted in-gel MRM: a
hypothesis driven approach for colorectal cancer biomarker discovery in human feces. J Proteome Res 2010; 9: 4346-
55) con pocas adaptaciones. En resumen, las muestras se homogeneizaron en un exceso de volumen de PBS de dos
veces mediante agitacion tipo vortice y se centrifugaron a 4 °C durante 15 minutos a 16.000 g. Los sobrenadantes se
centrifugaron una vez mas a 4 °C durante 10 minutos a velocidad maxima. Después del ultimo ciclo de centrifugado,
los sobrenadantes se limpiaron de las particulas restantes mediante filtracién a través de un filtro de PVDF de 0,22
pm (Millipore, Billerica, MA, EE. UU.). Finalmente, las muestras se concentraron hasta aproximadamente 200 uL
usando un filtro de corte de 3 kDa (Amicon Ultra, Millipore Corporation, Billerica, MA, EE. UU.).

Electroforesis en gel 1D-SDS y procesamiento de muestras para analisis proteémico

Se cargaron cantidades iguales de proteina aproximadamente 30 pg) y se separaron en geles de gradiente
prefabricados al 4-12% (Invitrogen, Carlsbad, EE. UU.), Se fijaron en etanol al 50% que contenia acido fosforico al 3%
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lavado y tefiido durante una noche con Coomassie R-250. Después de la tincion, los geles se lavaron en agua MilliQ
y se almacenaron a 4 °C hasta el procesamiento para la digestion en gel. Cada carril se corté en 10 bandas individuales
iguales y cada banda se proceso6 adicionalmente en péptidos tripticos como se describié anteriormente (Albrethsen J,
et al., Mol Cell Proteomics 2010; 9: 988-1005; Piersma SR, et al., J Proteome Res 2010; 9: 1913-22).

Para muestras de una coleccion de heces independiente (experimento de verificacion), se cargaron cantidades iguales
de las muestras (20 yL) en un gel SDS-PAGE al 12,5% y se corrieron en el gel hasta que las proteinas entraron en el
gel de operacion. Luego el gel se fijo y se tifid como se describié anteriormente. Las muestras se cortaron del gel como
una banda unica y se procesaron adicionalmente en péptidos tripticos como se describié anteriormente (Albrethsen J,
et al., Mol Cell Proteomics 2010; 9: 988-1005; Piersma SR, et al., J Proteome Res 2010; 9: 1913-22). Los péptidos se
extrajeron y el volumen de las fracciones peptidicas desaladas se redujo a 50 uL en una centrifuga de vacio.

Analisis proteémico por nanoLC-MS/MS

Los péptidos se separaron mediante un sistema de nanoLC Ultimate 3000 (Dionex LC-Packings, Amsterdam, Los
Paises Bajos) equipado con una columna de silice fundida de 20 cm x 75 ym de diametro interno empaquetada a
medida con 3 um de 120 A ReproSil Pur C18 aqua (Dr Maisch GMBH, Ammerbuch-Entringen, Alemania) como se
describié anteriormente (Piersma SR, et al., J Proteome Res 2010; 9: 1913-22). Los péptidos fueron atrapados en un
cartucho Pepmap C18 de 5 mm x 300 um de diametro interno (Dionex LC-Packings, Amsterdam, Paises Bajos) y se
separaron a 300 nL/min en un gradiente de 60 min. Los espectros de masas de péptidos intactos y los espectros de
fragmentacion (5 principales) se adquirieron en un espectrometro de masas hibrido LTQ-FT (Thermo Fisher, Bremen,
Alemania). La exclusién dinamica se aplicod con un recuento repetido de 1 y un tiempo de exclusion de 30 segundos.
Los péptidos de las cuatro muestras agrupadas (experimento de verificacion) se separaron por triplicado en una
columna Reprosil C18 Aqua de 75 um x 50 cm empaquetada a medida (1,9 ym, 120 A) en un gradiente de 240 minutos
(acetonitrilo al 5-32% + acido acético al 0,5% a 300 nL/min) usando un nanoLC de alta presién U3000 RSLC (Dionex).
Los péptidos de elucién se midieron en linea mediante un espectrometro de masas Q Exactive (ThermoFisher
Scientific) que funciona en modo de adquisicion dependiente de datos. Los péptidos se ionizaron usando un emisor
de acero inoxidable a un potencial de +2 kV (ThermoScientific). Los iones peptidicos intactos se detectaron a una
resolucion de 35000 y los iones fragmentados a una resolucion de 17500; el rango de masa de MS fue de 350-1500
Da. La configuracion de AGC Target para MS fue 3E6 cargas y para MS/MS 2ES5 cargas. Los péptidos se seleccionaron
para la fragmentacién de HCD en una proporcion de relleno inferior del 1% y una ventana de aislamiento de cuadrupolo
de 1,5 Da, los péptidos se fragmentaron a una energia de colision normalizada de 30 eV.

Analisis de SRM

El analisis de LC-SRM se realiz6 en los cuatro grupos del conjunto de verificacion. La separacion cromatografica de
los péptidos se realizdé mediante un sistema Ultimate 3000 RSCL Nano LC (Dionex) equipado con columnas nano-LC
empaquetadas a medida que consisten en silice fundida de 20 cm x 75 ym de diametro interno empacada a medida
con ReproSil Pur C18 aqua de 3 ym 100 A (Dr Maisch GMBH, Ammerbuch-Entringen, Alemania) como se describio
anteriormente’®. Las muestras se analizaron por triplicado en un instrumento QTRAP 5500 (AB SCIEX, Foster City,
CA) operado en modo SRM positivo y equipado con una fuente de nano-electroaspersion con voltaje aplicado de 2,2
kV y una temperatura del calefactor capilar de 225 °C. El modo SRM programado comprendia los siguientes
parametros: ventana de deteccion de SRM de 900 segundos, tiempo de escaneo objetivo de 3,0 s, gas de cortina de
15, gas de fuente de iones 1 de 25, potencial de reduccion de 100, potencial de entrada de 10. Se fijo una resolucion
Q1 para la unidad y una resoluciéon Q3 para la unidad. La pausa entre intervalos de masa se establecié en 1 ms. Los
potenciales de salida de la celda de colision se establecieron en 36 para todas las transiciones.

Desarrollo del ensayo de SRM

Se desarrollé un ensayo de SRM para las proteinas objetivo utilizando el software MRMPilot™R version 2.1 (AB SCIEX,
Concord, ON, Canada). Para cada proteina incluida, se seleccionaron 5 péptidos y se adquirieron a través de JPT
Peptide Technologies (Berlin, Alemania) como 'SpikeTides' no purificados. Para cada proteina, se inyectd 1 yL de una
mezcla de los 5 péptidos seleccionados a una concentracion de aproximadamente 50 fmol por péptido. Para cada uno
de los péptidos, el software MRMPilotMR se configuré para generar hasta 20 transiciones de SRM tedricamente
posibles, cada una de las cuales consiste en el m/z calculado del ién precursor (en cualquier estado de carga predicho
por el software) en combinacion con los iones del fragmento predicho para cada precursor predicho. Se determinaron
los péptidos/transiciones de mayor respuesta a una energia de colisién 6ptima calculada teéricamente, asi como la
identidad del péptido a través de MS/MS activada por SRM. Cada analisis de verificacion se configuré para detectar
100 de todas las transiciones tedricamente predichas y su energia de colision 6ptima tedricamente predicha
correspondiente a los 5 péptidos evaluados para cada proteina candidata. La informacion combinada de cada
experimento de adquisicién dependiente de informacion de SRM se utilizé para realizar busquedas de Mascot contra
la base de datos de proteinas Swiss-prot humana y el software MultiQuant™R version 2.1 (AB SCIEX). El software
MultiQuantMR también se utilizo para generar archivos de métodos para la verificacion de péptidos y la optimizacion
de energia de colision e integrar los resultados de todos los ciclos de optimizacion. MRMPilot se usé para programar
tres transiciones en el tiempo de retencion 6ptimo encontrado experimentalmente y el encontrado experimentalmente
para cada péptido. El ensayo final contenia 114 transiciones programadas, 3 para cada péptido (1-5 péptidos para
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cada una de las proteinas candidatas) y 6 para 2 péptidos de control externo. Los analisis de SRM en cada grupo se
llevaron a cabo por triplicado.

Analisis de datos de SRM

El area bajo la curva (AUC) y el tiempo de retencion de cada transicion se determinaron usando el software Multiquant
(AB SCIEX). Las transiciones obtenidas fueron verificadas por dos caracteristicas; en primer lugar, se realizé6 una
verificacion del tiempo de retencion para revelar falsos positivos o falsos negativos en la asignacion de las transiciones.
Si el tiempo de retencion de tres transiciones pertenecientes a 1 péptido fue > 3 segundos, las tres transiciones se
inspeccionaron manualmente para evaluar la exactitud de la asignacion de las tres transiciones por el software
Multiquant. Si esto ocurrié en mas de una de las réplicas técnicas, entonces el péptido para esa muestra no se tuvo
en cuenta. En segundo lugar, se verifico la consistencia de la relacion entre dos areas bajo la curva de dos transiciones
(Transicion 1/ Transicién 2, Transicion 2/ Transicion 3 y Transicion 1/ Transicion 3) para cada péptido en el conjunto
de CRC. Se calculdé un porcentaje de desviacion estandar relativa (RSD) de estas relaciones en el analisis por
triplicado. Si la transicion causada por el porcentaje de RSD para dos relaciones era > 20%, las transiciones se
inspeccionaron manualmente y si solo una transicion parecia ser incorrecta, las dos transiciones que resultaron en <
20% de RSD sobre todos los andlisis se seleccionaron para un analisis posterior. Nuevamente, si las tres relaciones
de transicion tenian un porcentaje de RSD superior a 20, entonces el péptido para esa muestra no se tuvo en cuenta.

Busqueda de bases de datos y analisis estadistico

Se realizaron busquedas en los espectros de MS/MS contra la base de datos de IPl humana 3.62 (83.947 entradas)
usando Sequest (version 27, rev 12). Se uso Scaffold version 3.00 (Proteomesoftware, Portland, OR) para organizar
los datos y validar las identificaciones de péptidos usando PeptideProphet (probabilidad > 95%) y ProteinProphet
(probabilidad de > 99% con 2 péptidos o mas en una muestra) (Keller A, et al.,, Anal Chem 2002; 74: 5383-92;
Nesvizhskii Al, et al., Anal Chem 2003; 75: 4646-58). Los programas de software SecretomeP y SignalP se usaron
para la prediccién de la secrecion no clasica y la presencia de un péptido sefial (Bendtsen JD, et al., Protein Eng Des
Sel 2004; 17: 349-56; Bendtsen JD, et al., J Mol Biol 2004 ; 340: 783-95). Se buscaron los espectros de MS/MS de Q
Exactive contra la base de datos IPI humana 3.68 usando MaxQuant 1.2.2.5. La desviacién de masa maxima permitida
se establecidé en 20 ppm para MS y MS/MS. La metilacion de cisteina carboxamida se establecié como modificacion
fija y la oxidacion de metionina y la acetilacion de la proteina N-terminal se establecieron como modificaciones
variables. Las identificaciones se filtraron al 1% de FDR tanto a nivel de péptido como de proteina. Para cada proteina,
el nimero de espectros de MS/MS asignados se sumoé a las 10 fracciones y se exportd a Excel. Los recuentos
normalizados se calcularon dividiendo los recuentos por proteina por la suma de todos los recuentos por muestra y la
multiplicacién por la suma promedio en todas las muestras. El analisis diferencial de proteinas presentes en muestras
de heces de pacientes con CRC versus muestras de heces de controles sanos se realizd6 mediante la prueba beta-
binomial. La prueba beta-binomial toma en cuenta la variacion dentro de la muestra y la variaciéon entre muestras en
un solo modelo estadistico (Pham TV, et al., Bioinformatics 2010; 26: 363-9).

Analisis de prueba inmunoquimica fecal

Las muestras FIT (OC-sensor®, Eiken Chemical Co., Tokio, Japdn) se procesaron con el analizador de mesa OC
sensor MICRO (Eiken Chemical) y se analizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se usé un corte de
75 ng/mL para determinar un resultado positivo de la prueba (van Veen W, Mali WP. [Colorectal cancer screening:
advice from the Health Council of the Netherlands]. Ned Tijdschr Geneeskd 2009; 153:A1441).

Resultados
Identificacion de proteinas humanas en muestras de heces

En total, se identificaron 830 proteinas humanas en al menos una de las 22 muestras de heces. De estas, 624
proteinas se identificaron tanto en muestras de heces de CRC como de control, 164 proteinas se detectaron solo en
muestras de heces de CRC y 42 proteinas se detectaron solo en muestras de heces de control (véase la Figura 1A).
En promedio, el numero de proteinas identificadas fue consistente en todas las muestras y no difirié significativamente
entre muestras de CRC y de control (326 y 296 proteinas, respectivamente).

La anotacion primaria de la localizaciéon subcelular de las proteinas fue principalmente el citoplasma (35%) y el espacio
extracelular (16%) y no difirid entre muestras de CRC y de control (véase Figura 1B). Cuando se examinaron las
secuencias de proteinas para detectar sefiales de secrecion con las herramientas de software, signal P que indica los
péptidos sefal y el secretoma P que indica la secrecién no clasica, se predijo que el 38% de las proteinas tenian un
péptido sefial y se predijo que el 64% de la mayoria de las proteinas era una proteina secretada. Estos datos indican
que un alto porcentaje de proteinas humanas en muestras de heces consiste en proteinas secretadas, por ejemplo,
en comparacion con solo el 13% de las proteinas con un péptido sefial en un lisado de la linea celular (Piersma SR,
et al., J Proteome Res 2010; 9: 1913-22).

Verificacion de la cuantificacion de proteinas por LC-MS/MS
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La prueba inmunoquimica fecal (FIT) se usa en muchos paises como una prueba no invasiva para la deteccion
temprana de CRC, y se basa en la deteccion de hemoglobina. Para verificar los resultados obtenidos por LC-MS/MS,
los recuentos espectrales de hemoglobina se compararon con los valores de FIT (ng/mL) determinados en las mismas
muestras de heces. La proteina de hemoglobina adulta es un heterodimero que consta de dos cadenas a y dos
cadenas 3 (Schechter AN. Blood 2008; 112: 3927-38). Como se puede ver en las Figuras 2A y 2B, los datos de LC-
MS/MS en las cadenas de hemoglobina a y 3 se correlacionaron significativamente con los valores de FIT (ambos p
= 0,04). Ademas, se observé una correlacion muy fuerte entre los recuentos espectrales de la cadena ay 8 (véase la
Figura 2C; correlacion de Pearson de 0,98, p = 1,1* 10-14).

Otra proteina que se ha detectado con frecuencia en las heces y asociada al CRC es la calprotectina (Bosch LJ, et
al., Molecular tests for colorectal cancer screening. Clin Colorectal Cancer 2011; 10: 8-23). La calprotectina también
es un heterodimero, que consiste en las subunidades S100A8 y S100A9 (Yui S, et al., Biol Pharm Bull 2003; 26: 753-
60). Se observé una fuerte correlacion entre los recuentos espectrales de S100A8 y S100A9 (vease la Figura 2D;
correlacion de Pearson de 0,92, p = 1,2 * 10°?), validando aun mas los datos de LC-MS/MS obtenidos de las heces.

Estos resultados en hemoglobina y calprotectina muestran que LC-MS/MS en muestras de heces proporciona una
cuantificacion robusta de proteinas, y es un enfoque valido para el descubrimiento de marcadores de proteinas.

Origen de las proteinas de las heces humanas

Los mecanismos de cémo los biomarcadores derivados de tumores terminan en heces se pueden dividir ampliamente
en marcadores filtrados, marcadores secretados y marcadores exfoliados (Osborn NK, Ahlquist DA. Gastroenterology
2005; 128: 192-206). La hemoglobina es un ejemplo tipico de un marcador filirado de vasos sanguineos alterados en
una lesién neoplasica. Los marcadores secretados y exfoliados pueden derivarse de las células epiteliales que
recubren el lumen colorrectal, pero también pueden originarse en las células del estroma circundante, tal como las
células inmunes. Un analisis de superposicion con un conjunto de datos de proteinas plasmaticas obtenido
previamente (datos no publicados) junto con las bases de datos Human Proteome Organisation (HUPO), Human
Plasma Proteome Project (HPPP) publicamente disponibles (www.hupo.org/research/hppp; Omenn GS, et al.,
Proteomics 2005; 5: 3226-45; States DJ, et al., Nat Biotechnol 2006; 24: 333-8) (lista altamente confiable) reveld que
el 21,6% de las 830 proteinas identificadas posiblemente se originan en la sangre. Para estimar cuantas de las 830
proteinas humanas identificadas se originan a partir de células epiteliales, se realizé un analisis de superposicion con
proteinas detectadas en lineas celulares de CRC (datos no publicados). Casi la mitad de estas proteinas también se
identificaron en las lineas celulares de CRC que sugieren un origen epitelial.

Proteinas de heces que discriminan a los pacientes con CRC de los sujetos de control

El analisis de grupos jerarquicos no supervisados de proteinas humanas identificadas en todas las muestras de heces
de CRC y control revelaron dos grupos. El grupo uno agrupé nueve muestras de heces de CRC y el grupo dos agrup6
las diez muestras de heces de control y tres muestras de heces de CRC (datos no mostrados). Por lo tanto, las
muestras de heces de pacientes con CRC muestran un patrén especifico de expresion de proteinas en comparacion
con las heces de los sujetos de control. Por lo tanto, este patron de expresion de proteinas se puede aplicar para
discriminar la mayoria de las muestras de heces de CRC de las muestras de heces de control sin una seleccion
adicional de proteinas especificas. El conjunto completo de datos de proteinas de heces se analizé con estadisticas
beta binomiales para identificar posibles proteinas asociadas al cancer (Pham TV, et al., Bioinformatics 2010; 26: 363-
9). De las 830 proteinas de heces humanas, se detectaron de manera diferencial 221 proteinas, de las cuales los
niveles de 134 proteinas fueron significativamente mas altos en muestras de heces de CRC en comparacion con las
de control (p <0,05; Tabla 2), mientras que 87 proteinas fueron significativamente mas bajas en las muestras de heces
de control en comparacion con Ifias de CRC.

El analisis de agrupamiento basado en las 221 proteinas detectadas diferencialmente en muestras de heces de CRC
y de control revel6 también dos agrupamientos (datos no mostrados). Nuevamente, las nueve muestras de heces de
CRC agrupadas en un grupo, y las mismas tres muestras de heces de CRC mencionadas anteriormente agrupadas
junto con las muestras de heces de control en el segundo grupo.

Dentro del segundo grupo, las tres muestras de heces de CRC se agruparon con una muestra de control. El patron de
expresion de proteinas de estas tres muestras de heces de CRC contenia aspectos tanto de las muestras de heces
de control como de las otras nueve muestras de heces de CRC, lo que indica que una selecciéon de estas proteinas
podria discriminar estas muestras de CRC de los controles.

Ademas, tres de cada cuatro pacientes con CRC negativo para FIT se agruparon junto con pacientes con CRC positivo
para FIT. Por lo tanto, este grupo de proteinas contiene potenciales biomarcadores candidatos que complementan el
FIT.

Verificacion por nanoLC-MS/MS de semi-alto rendimiento
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Para verificar estos resultados iniciales, se crearon cuatro grupos a partir de un conjunto independiente de 20 muestras
de heces. Ademas de los casos de CRC vy los controles negativos, también se incluyeron muestras de pacientes con
adenomas. De hecho, dado que la mayoria de los adenomas no progresan a cancer, con el proposito de la deteccion
de CRC, solo la deteccion de adenomas con alto riesgo de progresion ademas del CRC es importante (Levin B et al.,
Gastroenterology 2008; 134: 1570-1595). Por lo tanto, se incluyeron grupos de muestras de heces de pacientes con
adenoma no avanzado, asi como adenomas avanzados (generalmente considerados de mayor riesgo de progresion).
En estas muestras de verificacion, se identificaron 414 proteinas humanas. De las 830 proteinas humanas
identificadas en el conjunto de descubrimiento, 331 (40%) también se detectaron en el conjunto de verificaciéon (Véase
la Tabla 5). De las 134 proteinas humanas significativamente enriquecidas en muestras de heces de CRC, 63 (47%)
también se detectaron en el grupo de verificacion. Las proteinas detectadas tanto en el grupo de descubrimiento como
en el de verificacion representaron proteinas con una abundancia significativamente mayor (recuento espectral
promedio de 15) en comparacion con las proteinas que no se encontraron en el grupo de verificacion (recuento
espectral promedio de 4) (p = 3,5 * 10?7).

Prueba del concepto de biomarcadores de proteina candidatos para la validacion mediante MS dirigida

De las 134 proteinas significativamente enriquecidas en muestras de heces de CRC, un subconjunto de proteinas con
un posible origen epitelial (es decir, detectadas en lineas celulares de CRC), que se enriquecieron significativamente
en pacientes con CRC negativo para FIT en comparacion con los controles, y se recuperaron en el grupo de
verificacion en los grupos de adenoma avanzado y/o CRC (n = 29) se seleccionaron para una validacion adicional.
Los primeros resultados para 13 de estas proteinas confirmaron los resultados obtenidos por LC-MS/MS en el grupo
de verificacion. Estos incluyeron 6 proteinas detectadas en grupos de CRC y/o de adenoma avanzado mientras no se
detectaron en controles o adenomas (por ejemplo, C4B y glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI) (Figura 4); y 7 proteinas
detectadas en niveles bajos en los controles y adenomas mientras estd mas presente en adenomas avanzados y
CRC, por ejemplo, PRTN3 y A2M (Figura 4).

Proteinas que complementan FIT para detectar CRC

Los nuevos biomarcadores para la deteccion temprana de CRC deberian funcionar significativamente mejor que FIT,
o deberian complementar FIT, para aumentar la precision del diagnostico. Como se esperaba de su correlacion con
FIT, la hemoglobina a y 3 estaban significativamente mas abundantemente presentes en muestras de heces de CRC
en comparacion con las de control. Los datos revelaron varias proteinas cuyos niveles fueron significativamente mas
altos en las muestras de heces de CRC en comparaciéon con las muestras de heces de control con un poder
discriminativo mas alto que la hemoglobina. Es interesante ver si estas proteinas detectan las mismas muestras de
CRC que la hemoglobina, o si detectan otras muestras de CRC. La Figura 3 muestra un ejemplo de una de estas
proteinas (C4A/C4B) que detecta a todos los pacientes con CRC negativo para FIT, sin detectar el sujeto de control,
alcanzando asi una sensibilidad y especificidad del 100% en este entorno. Sin embargo, no solo las proteinas con un
poder discriminativo mas alto que la hemoglobina tienen potencial para complementar FIT.

Por esta razon, se investigaron proteinas que mostraron niveles significativamente mas altos en las muestras de heces
de CRC negativas para FIT en comparacion con todos los controles. De hecho, de las 134 proteinas con niveles
significativamente mas altos en muestras de heces de CRC versus control, alrededor del 90% también mostro niveles
significativamente mas altos en las muestras de heces de CRC negativas para FIT. Esto indica que estos candidatos
tienen un alto potencial para ser de valor agregado a la deteccion actual de hemoglobina.

El presente estudio ha realizado un analisis proteémico en profundidad en muestras de heces humanas,
proporcionando una lista de 134 proteinas humanas que se han enriquecido significativamente en muestras de heces
de pacientes con CRC, de las cuales varias mostraron un poder discriminativo muy significativo. Por lo tanto, se han
identificado marcadores discriminativos para mejorar las pruebas FIT actuales.

Ejemplo 2

Generacion de un conjunto de datos de biomarcadores a partir de tejido de CRC vy tejido de colon normal emparejado
con el paciente, para la deteccién en biofluidos.

Material y métodos
Pacientes

Se incluyeron en este estudio un total de cuatro pacientes que se sometieron a reseccion quirirgica en el centro
médico de la Universidad VU (Amsterdam, Los Paises Bajos). La recopilacién, el almacenamiento y el uso de tejidos
y datos de pacientes se realizaron de acuerdo con el Cédigo para el uso secundario adecuado de tejidos humanos en
Los Paises Bajos (Societies DFOBS. Hitp://www.federa.org/). Un patdlogo inspeccioné todas las muestras para
obtener informacién sobre el tamafio del tumor, el tumor y el estadio ganglionar, el grado de diferenciacion, la
diferenciacion mucinica. Para una vision general de las caracteristicas clinicopatoldgicas, Véase la Tabla 1.
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Manejo de tejidos y coleccion de secretomas de tejidos

La recoleccion de secretoma tisular se realizd6 como se describié anteriormente (Celis JE. Et al., Mol. Cell Proteomics
2004; 3: 327-4). En resumen, después de la reseccion quirdrgica, la muestra se transfirid6 inmediatamente al
departamento de patologia, donde un patélogo extirpd una parte representativa del tumor y la mucosa del colon normal
adyacente (cerca de un margen de reseccion no afectado). Estas piezas de tejido se cortaron en cubos de
aproximadamente 1 mm? y se enjuagaron en PBS para eliminar la sangre y las particulas de heces. Posteriormente,
las particulas de tejido se incubaron en 100 yL de PBS durante 1 hora a 37 °C. Después de esta incubacion, las
muestras se centrifugaron brevemente (2000 rpm a 4 °C durante 2 minutos) y el sobrenadante se transfirié a un nuevo
tubo eppendorf. Los sobrenadantes se centrifugaron a la velocidad maxima (13.200 rpm a 4 °C durante 20 minutos)
para eliminar todas las células y residuos restantes. Ademas, las fracciones solubles, denominadas 'secretomas de
tejido’, se almacenaron a -80 °C hasta su uso posterior. Los tejidos se procesaron mediante fijacion estandar con
formalina y se incluyeron en parafina para evaluacion histologica (figura complementaria 4). El estado de inestabilidad
de microsatélites (MSI) se determiné utilizando el sistema de analisis MSI version 1.2 (Promega Corporation, Madison,
EE. UU.) como se describio anteriormente (de wit M. et al., Gut 2012; 61: 855-64).

Electroforesis en gel y preparacion de muestras para analisis de protedmica.

Las concentraciones de proteina se determinaron usando el ensayo de proteina BCA (Pierce, Thermo Fisher Scientific,
Rockford, EE. UU.). Veinte ug de proteinas se separaron por electroforesis en gel usando un gel SDS-PAGE con
gradiente 4-12% 1D prefabricado (Invitrogen, Carlsbad, EE. UU.). Para imagenes en gel, véase figura complementaria
2a-c. Los geles se fijaron en etanol al 50% que contenia acido fosforico al 3% y se tifieron con Coomassie R-250. Los
geles se lavaron en agua MilliQ y se almacenaron a 4 °C hasta el procesamiento para la digestion en gel. Cada carril
se cortd en 10 bandas de gel y se proceso adicionalmente en péptidos tripticos como se describid anteriormente
(Piersma SR, et al., J. Proteome Res. 2010; 9: 1913-22). El volumen de las fracciones peptidicas desaladas se redujo
a 50 pL en una centrifuga de vacio.

Anadlisis de proteédmica por nanoLC-MS/MS

Los péptidos se separaron mediante un sistema de nanoLC Ultimate 3000 (Dionex LC-Packings, Amsterdam, Los
Paises Bajos) equipado con una columna de silice fundida de 20 cm x 75 ym de diametro interno empaquetada a
medida con 3 ym de 120 A ReproSil Pur C18 aqua (Dr Maisch GMBH , Ammerbuch-Entringen, Alemania). Después
de la inyeccion, los péptidos se atraparon a razén de 6 yL/min en una columna trampa de 1 cm % 100 ym de diametro
interno con 5 um de 120 A ReproSil C18aqua al 2% de tampén B (tampén A: 0,05% de &cido formico en MQ; tampén
B: 80% acetonitrilo + 0,05% de acido formico en MQ) y se separé a razén de 300 nL/min en un gradiente de tampén
B al 10-40% en 60 min. Los péptidos de elucion se ionizaron a 1,7 kV en una fuente de nanoaspersion basada en Chip
Nanomate Triversa usando un acoplador LC Triversa (Advion, Ithaca, NJ). Los espectros de masas de péptidos
intactos y los espectros de fragmentacion se adquirieron en un espectrometro de masas hibrido LTQ-FT (Thermo
Fisher, Bremen, Alemania). Las masas intactas se midieron a una resolucion de 50.000 en la celda de ICR usando un
valor objetivo de 1 x 10° cargas. Paralelamente, después de un escaneo previo de FT, las 5 sefiales peptidicas
principales (estados de carga 2+ y superiores) se enviaron a MS/MS en la trampa de iones lineal (ancho de aislamiento
de 3 amu, 30 ms de activacion, 35% de energia de activacion normalizada, Valor Q de 0,25 y un umbral de 5000
recuentos). La exclusion dinamica se aplicé con un recuento repetido de 1 y un tiempo de exclusion de 30 segundos.

Busqueda en bases de datos

Para identificar proteinas de los datos adquiridos, los espectros MS/MS se buscaron en la base de datos IPl humana
v3.59 (80.128 entradas) usando Sequest (version 27, rev 12), que es parte del paquete de analisis de datos BioWorks
3.3 (Thermo Fisher, San José, CA). Tras la busqueda en la base de datos, los archivos DTA y OUT se importaron a
Scaffold Scaffold_2_06_01 (Proteome software, Portland, OR). Se us6 Scaffold para organizar los datos de la banda
de gel y para validar las identificaciones de péptidos usando el algoritmo de Peptide Prophet (Nesvizhskii Al, et al.,
Anal. Chem. 2003; 75: 4646-58). Solo se retuvieron las identificaciones con una probabilidad > 95%. Posteriormente,
se aplico el algoritmo Protein Prophet (Keller A, et al., Anal. Chem. 2002; 74: 5383-92) y se retuvieron las
identificaciones de proteinas con una probabilidad de > 99% con 2 péptidos o mas en al menos una de las muestras.
Se agruparon las proteinas que contenian péptidos similares y que no podian diferenciarse basandose unicamente en
el analisis MS/MS.

Mineria de datos y analisis estadistico

Para cada proteina identificada, el nimero de espectros asignados se exporté a Excel. El analisis diferencial de las
muestras se realizé6 mediante una prueba beta-binominal pareada como se describié anteriormente (Pham TV et al.,
Expert Rev. Mol. Diagn. 2012; 12: 343-59). (Szklarczyk D et al., Nucleic Acids Res. 2011; 39: D561-8). Esta
modificacion dio como resultado una prueba pareada, teniendo en cuenta el origen de estas muestras, por ejemplo,
comparando firmas de proteinas entre dos tejidos derivados del mismo paciente. Se recuperd informacién proteica
general adicional usando Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com). Las interacciones
proteina-proteina conocidas y predichas se investigaron utilizando STRING version 9.0 (www.string-db.org)
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(Szklarczyk D, et al., Nucleic Acids Res. 2011; 39: D561-8). Para los analisis de ontologia de grupos y genes se utilizd
la plataforma Cytoscape para el analisis de redes (www.cytoscape.org) (Smoot ME et al., Bioinformatics 2011; 27:
431-2), utilizando los complementos ClusterONE version 0.93 para la agrupacion y BINGO version 2.44 para el analisis
de procesos bioldgicos dentro de las redes obtenidas con base en GO annotations Maere S et al., Bioinformatics 2005;
21: 3448-9 y Nepusz T et al., Nat Meth 2012; 9: 471-2). Ademas, los dominios transmembrana y las secuencias de
péptidos sefial se investigaron usando el servidor secretomeP 2.0 (Bendtsen JD et al., Protein Eng. Des. Sel. 2004;
17: 349-56).

Resultados
Identificacion de proteinas secretadas en secretomas de tejido de CRC y normal

Se recogieron secretomas de tejido de cuatro CRC y se combinaron con tejido de colon normal adyacente como se
describié anteriormente por Celis et al., (Celis JE et al., Mol. Cell Proteomics 2004; 3: 327-44) y se procesaron para
espectrometria de masas. Se encontré que el tumor del paciente 4 era MSI y los tumores de los pacientes 1-3 eran
microsatélites estables (detalles del paciente en la tabla 8). Se identificaron un total de 2703 proteinas no redundantes
en las secreciones tumorales de los cuatro secretomos de tejido de CRC y sus contrapartes normales. En promedio,
se identificaron 1986 proteinas por muestra, que van desde 1264 a 2292 proteinas.

Del total de 2703 proteinas, 2366 se identificaron en los secretomos tumorales asi como en los secretomes de tejido
normal, 283 solo en los secretomes tumorales y 54 solo en los secretomes de tejido normal. El nimero de proteinas
identificadas fue significativamente mayor en los secretomas de CRC que en los secretomas de tejido normal (2198 y
1775 en promedio, respectivamente, p = 0,03), mientras que el nimero de identificaciones Unicas en las muestras no
difirio significativamente (figura complementaria 2b y ¢, P = 0,2). En total, se identificaron 961 de 2420 (40%) de
proteinas en los cuatro secretomas de tejido normal y 1627 de 2649 (61%) en los cuatro secretomas de cancer.

Proteinas enriquecidas en los secretomas de cancer

Para obtener una visién general del conjunto de datos, se realizé una agrupacion jerarquica no supervisada utilizando
los datos del recuento espectral normalizado de todas las 2703 proteinas identificadas. Se identificaron dos grupos
principales; uno que contiene la muestra de tejido normal del paciente 3 y el otro que contiene todas las demas
muestras, esto podria explicarse por la menor cantidad de proteinas identificadas en esta muestra en comparacion
con las otras (N = 1264). En el segundo grupo nuevamente se formaron dos subgrupos; uno que contiene las otras
tres muestras de tejido normal y el otro todas las muestras de cancer. Dentro del grupo de cancer, las muestras de los
pacientes 1-3 formaron un grupo separado de la muestra del paciente 4, lo que puede explicarse por los diferentes
antecedentes moleculares de esta muestra, es decir, este Ultimo tumor era MSI mientras que los tumores de los
pacientes 1-3 eran microsatélites estables (tabla 8). En general, el analisis de conglomerados no supervisado indico
que el patron de expresion de proteinas era mas similar entre las cuatro muestras de tumor que entre el tumor
emparejado y los tejidos normales del mismo paciente. Los biomarcadores potenciales deben enriquecerse en los
secretomas tumorales en comparacion con los secretomas de tejido normal. Para identificar tales proteinas, el conjunto
completo de datos de proteinas se analizé adicionalmente con una prueba estadistica para muestras emparejadas, es
decir, teniendo en cuenta la relacion entre muestras de tejido normal y cancerosas de pacientes individuales, para
identificar proteinas asociadas a CRC (Pham TV et al., Expert Rev. Mol. Diagn. 2012; 12: 343-59). De las 2703
proteinas, 522 proteinas estaban significativamente diferencialmente presentes (P <0,05), 409 de las cuales eran mas
abundantes en secretomas tumorales en comparacién con secretomas de tejido normal, lo que representa las
proteinas de mayor valor probable para la discriminacion entre pacientes con CRC y controles normales (Véase la
tabla 6).

Analisis de superposicion de proteinas enriquecidas en los secretomas de cancer y las proteinas de heces.

Los biomarcadores de proteinas que pueden detectarse en sangre o heces son de interés ya que podrian aplicarse
en un entorno clinico estandar junto con los marcadores usados habitualmente tales como CEA y CA19-9 o
hemoglobina. La medicién de moléculas directamente en la muestra biolégica que se utilizara para la deteccion, es
decir, las heces, puede producir biomarcadores que son estables y se pueden detectar de manera confiable en las
muestras de heces. Un analisis de superposicion con un conjunto de datos de proteinas de heces previamente
obtenido (datos no publicados) revelé que 383 de las 2703 proteinas identificadas son posiblemente detectables en
las heces. De las 409 proteinas significativamente mas abundantes en las secretomas de CRC en comparacion con
los secretomas normales, 16 proteinas de estas también se detectaron en las heces (Véase la tabla 7).

Aplicabilidad industrial
La presente descripcion proporciona asi un conjunto de biomarcadores para la deteccion del cancer colorrectal, o la
susceptibilidad al cancer colorrectal. Los biomarcadores permiten un diagnéstico precoz de manera que es posible la

extirpacion quirdrgica de un tumor en etapa temprana antes de la metastasis.

Lo anterior describe ampliamente la presente invencion sin limitacion a realizaciones particulares. Las variaciones y
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modificaciones seran facilmente evidentes para los expertos en la materia. El alcance de la invencién esta definido
por las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar la presencia de adenoma colorrectal avanzado, comprendiendo el método:

examinar una muestra de heces obtenida de un individuo para dos o mas biomarcadores que comprenden
mieloperoxidasa (MPO) y uno o mas biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en: azurocidina 1 (AZU1),
catepsina G (CTSG), defensina, alfa 1 (DEFA1), elastasa, expresada en neutréfilos (ELANE), integrina, alfa M
(subunidad del receptor 3 del componente 3 del complemento) (ITGAM), subunidad 1 de la proteina de union a la
caperuza nuclear 80 kDa (NCBP1), proteinasa 3 (PRTN3), proteina S100 de unién al calcio A9 (S100A9) , inhibidor
de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 10 (SERPINB10), anexina A1 (ANXA1), repeticion de |IAP
baculoviral que contiene 6 residuos (BIRC6), componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas
(MCM2), quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1 (QSOX1), anexina A2 (ANXA2), inhibidor de la serpina peptidasa, clado B
(ovoalbumina), miembro 5 (SERPINB5), en el que la presencia o aumento de la expresién de MPO y los uno o mas
biomarcadores, en relaciéon con una muestra de control, es indicativo de que el individuo esta en riesgo de sufrir o esta
sufriendo de adenoma colorrectal avanzado.

2. El método de la reivindicacién 1, que comprende la deteccién de dos o mas de los biomarcadores adicionales.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende la deteccién de cuatro o mas de los
biomarcadores adicionales.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende la deteccién de los dieciséis
biomarcadores.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra de heces se analiza para los
dos o mas biomarcadores usando espectrometria de masas dirigida.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra de heces se analiza para los dos o
mas biomarcadores usando agentes de unidn capaces de unirse a los dos o mas biomarcadores.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que los agentes de unién son anticuerpos o fragmentos de los mismos.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que los anticuerpos o fragmentos de los mismos se seleccionan del grupo
que consiste en scFv, Fab y un dominio de unién de una molécula de inmunoglobulina.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la deteccién se realiza usando una matriz,
opcionalmente en la que la matriz es una matriz basada en perlas o una matriz basada en una superficie.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra de control comprende una
muestra bioldgica de un individuo que se sabe que esta libre de adenoma colorrectal avanzado.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra biolégica también se analiza
mediante la prueba inmunoquimica fecal.

12. Uso de dos o mas biomarcadores que comprenden mieloperoxidasa (MPO), y uno o mas biomarcadores
seleccionados del grupo que consiste en: azurocidina 1 (AZU1), catepsina G (CTSG), defensina, alfa 1 (DEFA1),
elastasa, expresada en neutrdfilos (ELANE), integrina, alfa M (subunidad del receptor 3 del componente 3 del
complemento) (ITGAM), subunidad 1 de la proteina de unién a la caperuza nuclear 80 kDa (NCBP1), proteinasa 3
(PRTN3), proteina S100 de union al calcio A9 (S100A9), inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina),
miembro 10 (SERPINB10), anexina A1 (ANXA1), repeticion de IAP baculoviral que contiene 6 residuos (BIRCG),
componente 2 del complejo de mantenimiento de minicromosomas (MCM2), quiescina Q6 sulfhidril oxidasa 1
(QSOX1), anexina A2 (ANXA2), inhibidor de la serpina peptidasa, clado B (ovoalbumina), miembro 5 (SERPINB5)
como biomarcador en muestras de heces para diagnosticar o predecir la presencia de adenoma colorrectal avanzado
en un individuo.

13. Uso de una matriz para determinar si un individuo esta en riesgo de sufrir o esta sufriendo adenoma colorrectal
avanzado de acuerdo con el método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, comprendiendo la matriz uno o mas
agentes de unién como se define en cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8.

14. Uso de mieloperoxidasa (MPO) como biomarcador en muestras de heces para detectar la presencia de adenoma
colorrectal avanzado.
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Figura 1A
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Figura 1B

Nucleo
7%

55



ES 2762403 T3

Figura 2
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Figura 2 (continuacion)
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Figura 3

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ D
o jm
. O

* =

8

s - * o

& P

.

PO

b O
iiiiiiiiiiiiiiiiiiii -t —
L

R Lo

.

b

m.v +. x,n.......ﬂ“-.--
o - -— —
S _
2 — Q

(lesyoadsa oyuanoal)
ojuswa|dwo j9p g¢ uauodwon

Valor de FIT {(ng/mL)

58



Fig

Area bajo la curva

Area bajo |a curva

Area bajo la curva

Area bajo la curva

ES 2762403 T3

ura 4

Componente 4B del complemento
(C4B)

CRC

BYVIPNFEYE  RTTMNIOGINIIFESRE  ®ENMGITIUOGLE
Proteinasa 3 (PRTN3)

FAODOD

KQODa0

A0 -

IO

200 -

AN CRC
SHTORPTOOHFSVACNFENNYDARHE 8 UVNVVLGAHNVE W UAEYIMAR

S5100A9

S LGHPOTINGGERK @ NIETINTFROYSVE S DLONFE

Azurocidina (AZU1)

B GPOFFTR

Glucosa-6-fosfato isomerasa

{GPI)
T 111 S
m -
Z
a ":I(E‘Gr“:l ...........................
L]
L e+ BT UUUUUURUUUORIURTURTTOTNS NIRRT S
a
g it 8 RTINSO CNUUUUIR .
-4
B e R
N A AA CRC
WENTRPILVDGE
Alfa-2-macroglobulina {A2M)
TOOO0MHD - i A A LA VAR A AR L
2 sooo00
5 H
[+
m BO0000
2
B D000 eoees e
L]
g
of 004 .
o M
N AA CRC
SROGHNTWLTARYLE @ TEHPFTVEERVLPE mFEWOYTYRE (OYRAATFTR
$100A8
m
£
3
[+]
L
&
B
o
2
l{ A
AR
HOADVEF B ALNSIEYYHE
Ceruplasmina {CP)
L]
£
3
[+
L.
-
F]
L]
g
-l

B GAYPLSIEPIGYE S EYTDASTTMA

59



ES 2762403 T3

Complemento C3 {C3) Serotransferrina (TF)
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