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DESCRIPCION
Métodos de diagndstico de trastornos proliferativos
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a métodos de diagnodstico y/o prondstico de trastornos proliferativos,
especialmente canceres cerebrales, como los gliomas. La invencién también se refiere a los kits de diagndstico
pertinentes y a las herramientas analiticas asociadas (p. €j., bases de datos, programas informaticos, etc.).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Los trastornos proliferativos, como el cancer, son provocados por una proliferacion celular incontrolada y
no regulada. Dicha proliferacion celular puede conllevar la formacién de tumores en los sujetos pertinentes.

[0003] Normalmente, los tumores, como los tumores cerebrales, se identifican clinicamente al principio en un
sujeto por medio de diversas técnicas de imagenes de cribado previo conocidas, como la tomografia
computarizada (TC), las imagenes por resonancia magnética (IRM), los rayos X y la tomografia de emision de
positrones (TEP). Dichas técnicas de imagenes requieren, no obstante, una implantaciéon costosa debido al alto
coste tanto del equipo por si solo como del personal que se necesita para manejarlo. Algunas de dichas técnicas
de imagenes requieren un manejo complejo por parte de profesionales altamente cualificados, y algunas
requieren analisis que exigen mucho tiempo antes de que puedan sacarse conclusiones. Asimismo, dichas
técnicas rara vez, por no decir nunca, distinguen entre tumores benignos y malignos. Por lo tanto, siempre es
necesario realizar una biopsia final para confirmar si un tumor determinado es maligno o benigno.

[0004] Las biopsias requieren cirugia invasiva para extraer una muestra de tejido relevante. En el caso de los
tumores cerebrales, las biopsias generalmente requieren la perforacion del craneo del sujeto, lo que representa
una operacion muy peligrosa y que requiere unos conocimientos especializados. Normalmente, el sujeto que se
somete a una biopsia de este tipo suele permanecer hospitalizado entre dos y tres dias, lo que supone una carga
sanitaria no deseable. Una vez se ha realizado con éxito la biopsia, la determinacién de si el tumor pertinente es
maligno o benigno puede, de hecho, tardar un periodo de tiempo considerable.

[0005] Por lo tanto, es muy deseable proporcionar una herramienta de cribado previo que sea rentable, que
requiera para su manejo cuanto menos personal y conocimientos posibles, y que no conlleve analisis que exijan
mucho tiempo. Ademas, es deseable proporcionar una técnica de cribado previo que facilite determinar de
manera relativamente rapida si un tumor es maligno o benigno con un grado de precision razonablemente
elevado, y sin los inconvenientes inherentes a las biopsias.

[0006] Recientemente, diversos biomarcadores de la sangre han sido identificados como indicadores utiles de
enfermedades concretas. Por ejemplo, las citocinas, las quimiocinas y los factores de crecimiento son proteinas
de sefalizacion celular que interceden en un rango de respuestas fisiolégicas y se asocian con diversas
enfermedades. Dichas moléculas se detectan, en general, mediante ensayo biolégico o inmunoensayo, pudiendo
ambas exigir mucho tiempo, dado que normalmente solo pueden analizarse los analitos de uno en uno. Sin
embargo, mas recientemente, ha aumentado la disponibilidad de los ensayos multiples magnéticos basados en
perlas pensados para medir multiples citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento en diversas matrices,
como el suero, el plasma y sobrenadantes de cultivos tisulares, con kits como el Bio-Plex ProTM (véase el
manual de ensayos del Bio-Plex ProTM - http://www.bio-rad .com/webroot/web/pdf/lIsr/literature/10014905.pdf).
Sin embargo, las complejidades asociadas a la correlacion de biomarcadores concretos con enfermedades
concretas ha retrasado el desarrollo en el campo de los diagnosticos médicos, y tales correlaciones son
intrinsecamente impredecibles en la actualidad. Asimismo, dichos ensayos audn requieren un nivel de
conocimientos elevado, y dichos ensayos también destruyen la muestra en cuestion, de tal forma que no es
posible realizar ensayos repetidos en la misma muestra. Por lo tanto, la validacion de los resultados es mas
dificil.

[0007] Con respecto a otros avances en el campo de los diagnésticos médicos, un estudio reciente muestra el
potencial de la espectroscopia infrarroja (IR) en el analisis de suero para discriminar15 el infarto de miocardio de
otros dolores toracicos [Petrich W, Lewandrowski KB, Muhlestein JB, Hammond MED, Januzzi JL, Lewandrowski
EL, Pearson RR, Olenko B, Fruh J, Haass M, Hirschi MM, Kohler W, Mischler R, Mocks J, Ordonez-Llanos J,
Quarder 0, Somorjai R, Staib A, Sylven C, Werner G, Zerback R Analyst, 134(6), 2009; 1092-1098]. Los métodos
de diagnostico espectroscopicos como este podrian ser muy deseables tanto para los médicos como para los
pacientes si pudieran ser clinicamente viables, puesto que ofrecen potencialmente un diagnostico inmediato no
destructivo, rapido, rentable y sencillo de manejar de una enfermedad. Sin embargo, en la actualidad, parecer ser
que la aplicabilidad de dichas técnicas de diagndstico espectroscopicas presenta un alcance un tanto limitado,
debido a su cuestionable fiabilidad frente a la varianza de las muestras.
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[0008] El documento EP2299259 se refiere a un método para el analisis in vitro de células biolégicas mediante la
utilizacion de analisis ATR-FTIR.

[0009] Khanmohammadi et al (Cancer investigation vol 25, n.° 6, 1 de enero de 2007) se refiere a la utilizacion de
ATR-FTIR en el diagndstico del cancer mediante la utilizacion de muestras de sangre relativamente grandes.

[0010] Por lo tanto, un objeto de la presente invencion consiste en solucionar al menos uno de los problemas
asociados con el estado de la técnica. Otro objeto consiste en proporcionar un método de diagnéstico inmediato
sencillo, fiable y rentable que requiera la menor cantidad posible de conocimientos y personal para su manejo,
que no exija demasiado tiempo y que facilite la determinacion rapida de si un tumor es maligno o benigno con un
grado de precision razonablemente elevado.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0011] De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencidon, se proporciona un método para el
diagndstico de un cancer en un sujeto, comprendiendo el método realizar un andlisis espectroscépico en una
muestra de suero sanguineo de entre 0,1 - 10 ul del sujeto para producir una firma espectroscopica caracteristica
de la muestra de suero sanguineo; donde el analisis espectroscopico es reflexion total atenuada FTIR (ATR-
FTIR), en la que los "cristales de ATR" soportan la muestra de suero sanguineo durante el analisis de IR y donde
una pelicula de la muestra de suero sanguineo se aplica a la superficie del cristal de ATR antes del analisis FTIR
y se deja secar para producir una pelicula de muestra de suero sanguineo de un grosor adecuado.

[0012] De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se da a conocer un método de diagndstico
y/o prondstico de un trastorno proliferativo en un sujeto, comprendiendo el método la realizacién de un analisis
espectroscopico en una muestra de sangre (o un componente de la misma) del sujeto para producir una firma
espectroscopica caracteristica de la muestra de sangre (o de un componente de la misma).

[0013] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un método de deteccion de
células cancerosas en un sujeto, que comprende las etapas del método de diagndstico y/o prondstico de un
cancer cerebral o un trastorno proliferativo del primer o el segundo aspecto.

[0014] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un método de diagnéstico de si un
tumor (convenientemente, un tumor cerebral, como un glioma) es maligno o benigno, que comprende las etapas
del método de diagndstico y/o prondstico de un cancer cerebral o un trastorno proliferativo del primer o el
segundo aspecto.

[0015] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un método de monitorizacion de la
respuesta de un sujeto a un tratamiento quirdrgico o terapéutico de un trastorno proliferativo, que comprende las
etapas del método de diagndstico y/o prondstico de un cancer cerebral o un trastorno proliferativo del primer o el
segundo aspecto.

[0016] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un kit de diagndstico para el
diagnéstico y/o el prondstico de un cancer cerebral en un sujeto, que comprende un dispositivo configurado para
recibir una muestra de sangre (o un componente de la misma) del sujeto y analizar la muestra de sangre (o un
componente de la misma) con respecto a una o mas (convenientemente, previamente designadas/os) citocinas
y/o uno o mas factores de angiogénesis; y un dispositivo (opcionalmente, el mismo que se ha mencionado) para
correlacionar o facilitar la correlacion de las cantidades de la una o mas citocinas y/o el uno o mas factores de
angiogénesis en la muestra de sangre (o un componente de la misma) con un diagndstico y/o prondstico
favorable o desfavorable.

[0017] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer kit de diagndstico para el
diagndstico y/o el prondstico de un trastorno proliferativo en un sujeto, que comprende un dispositivo configurado
para recibir una muestra de sangre (o un componente de la misma) del sujeto y realizar un analisis
espectroscopico en la muestra de sangre (o un componente de la misma) del sujeto para producir una firma
espectroscopica caracteristica de la muestra de sangre (o un componente de la misma); y un dispositivo
(opcionalmente, el mismo que se ha mencionado anteriormente) para correlacionar o facilitar la correlacion de la
firma espectroscopica de la muestra de sangre (o un componente de la misma) con un un diagnoéstico y/o
prondstico favorable o desfavorable.

[0018] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un uso de datos de un ensayo de
una muestra de sangre (o un componente de la misma) de un sujeto con respecto a una o mas
(convenientemente, previamente designadas/os) citocinas y/o uno o mas factores de angiogénesis para
determinar un diagndstico y/o prondstico favorable o desfavorable de un cancer cerebral en el sujeto.
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[0019] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un uso de una firma
espectroscopica de una muestra de sangre (o un componente de la misma) de un sujeto para determinar un
diagndstico y/o prondstico favorable o desfavorable o un trastorno proliferativo en el sujeto.

[0020] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidon, se da a conocer una base de datos que
comprende una pluralidad de conjuntos de datos, concerniendo cada conjunto a las cantidades de una o mas
citocinas y/o angiogénesis en una muestra de sangre concreta (o un componente de la misma) de un sujeto
concreto, guardando cada conjunto relacion con un diagnéstico y/o pronostico favorable o desfavorable en
relacion con un cancer cerebral en dicho sujeto concreto.

[0021] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidon, se da a conocer una base de datos que
comprende una pluralidad de firmas espectroscopicas, concerniendo cada firma a una muestra de sangre
concreta (o un componente de la misma) de un sujeto concreto, guardando cada firma relacion con diagnostico
y/o pronéstico favorable o desfavorable en relacién con un trastorno proliferativo en dicho sujeto concreto.

[0022] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un medio legible por ordenador
(por ejemplo, un disco) que comprende una base de datos como se define en el presente documento.

[0023] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un ordenador que tiene instalado
un programa informatico de diagndstico configurado para que el ordenador realice un diagndstico y/o prondstico
predictivo en relacion con un trastorno proliferativo a partir de una firma espectroscépica de una muestra de
sangre de un sujeto.

[0024] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un medio legible por ordenador
que contiene un programa informatico de diagnéstico como se define en el presente documento.

[0025] EI trastorno proliferativo es un cancer, convenientemente un cancer humano, convenientemente un
cancer cerebral (y/o tumores relacionados).

[0026] Las caracteristicas, incluidas las caracteristicas opcionales, adecuadas y preferidas en relacion con un
aspecto de la invencion pueden ser también caracteristicas, incluidas las caracteristicas opcionales, adecuadas y
preferidas en relacion con cualquier otro aspecto de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0027] Los modos de realizacion de la invencion se describen con mas detalle a continuacion con referencia a
los dibujos adjuntos, en los que:

Las figuras 1 a 7 muestran representaciones graficas de la "media de control" (gris claro) y de la "media de
glioma" (gris oscuro), asi como barras de errores, en relacion con la IL-8, la angiopoyetina, la folistatina, el
HGF, la leptina, el PDGF-BB y la PECAM-1, respectivamente.

Las figuras 7A a 7F muestran representaciones graficas de la "media de control" (gris oscuro - izquierda), la
"media de glioma de bajo grado" (gris claro - centro) y la "media de glioma de alto grado" (gris medio -
derecha) y también barras de errores, en relacion con el FGF, el G-CSF, el sHER2neu, el slL-6Ralpha, la
prolactina y el sVEGFR1, respectivamente.

La figura 8 es un grafico de correlacion de diagrama de dispersion de PECAM-1 y PDGF-BB que muestra la
relacion entre niveles de PECAM-1y de PDGF-BB en los 50 pacientes con glioma y que muestra un grado de
linealidad y un coeficiente de correlacion de 0,45.

Las figuras 8A-8G muestran comparaciones inmunohistoquimicas fotograficas entre tejidos cerebrales con
glioma y no cancerosos, a saber: a) seccion de tumor de glioma con aumento x40 que muestra células
tumorales que se tifien positivamente y que no se tifien; b) seccion de tumor de glioma con aumento x40 que
muestra vasos sanguineos que se tifien negativamente; c) tejido cerebral no canceroso con aumento x40 que
muestra vaso sanguineo que se tifie negativamente; d) secciéon de tumor de glioma con aumento x40 que
muestra tincion intersticial; e) seccion de tumor de glioma con aumento x40 que muestra tincion intersticial, en
particular, de tractos axonales; f) tejido cerebral no canceroso con aumento x40 que muestra vaso sanguineo
que se tifie negativamente; g) tejido de plexo coroideo que muestra tincion citoplasmatica positiva.

La figura 9 muestra un perfil interferométrico de luz blanca de la pelicula de la muestra de suero 1 (suero
entero).

La figura 10 muestra un perfil interferométrico de luz blanca de la pelicula de la muestra de suero 3 (suero sin
componentes por encima de 10 kDa).

La figura 11 expone una muestra representativa de firmas espectrales de FTIR de cada uno de los tipos de
muestra de suero 1-4.

La figura 12 (tomada de Filik J, Frogley MD, et al. Analyst, 2012, 137, 853) muestra firmas espectrales de
FTIR superpuestas de muestras de albumina de suero bovino (ASB) con grosores medios de pelicula
diferentes en el cristal de ATR.
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La figura 13 (tomada de Goormaghtigh E, et al. Biochimica et Biophysica Acta, 1999, 1422, 105) es una
representacion grafica que muestra como las relaciones de area de a) dos amidas caracteristicas presentes
en muestras de suero; Amida | (1650 cm') y Amida Il (1550 cm') varian con el grosor de pelicula de ASB, y b)
Amida | (1650 cm-1) y estandar interno de TSPA (835 cm-1) varian con el grosor de pelicula de ASB.

La figura 14 muestra diversas firmas espectroscopicas superpuestas de suero humano entero secado a
temperatura ambiente durante 0, 2, 4, 6, 8, 16 y 32 minutos.

La figura 15 es un grafico que ilustra la precision del conjunto de entrenamiento del modelo predictivo de
suero entero cuando se evalla el "conjunto ciego" mediante la utilizacion del modelo predictivo.

La figura 16 es un grafico que ilustra la precision del conjunto de entrenamiento del modelo predictivo de
suero tipo 3 cuando se evalla el "conjunto ciego" pertinente frente al modelo predictivo.

La figura 17 muestra 0,5 ml de suero en un filtro centrifugo (izquierda) que se centrifuga de tal manera que el
filtro retiene todos los constituyentes de suero por encima del rango de kilodalton (100, 10 or 3 kDa),
permitiendo solamente el paso a través del suero de filtrado que contiene constituyentes por debajo del rango
maximo.

La figura 18 muestra diversas firmas espectroscopicas de ATR-FTIR superpuestas de suero humano entero
secado a temperatura ambiente durante 0, 2, 4, 6, 8, 16 y 32 minutos. Los espectros se han inclinado para
una visualizacion mas comoda.

Las figuras 19A-D muestran datos espectrales brutos y sin procesar de (A) espectro de suero entero (900-
3900 cm-1) y la (B) region de huella digital (900-1800 cm-1) en comparacion con los datos preprocesados
(reduccion de ruido [30 PCs] y normalizacion de vector) (C) espectro de suero entero preprocesado y (D)
region de huella digital preprocesada. La region de CO2 variable (2300-2400 cm-1) se ha eliminado.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

[0028] A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos utilizados en la memoria descriptiva y las
reivindicaciones tienen los siguientes significados establecidos a continuacion.

[0029] En el presente documento, "diagndstico” o "prondstico”, por lo general, incluye una determinacion de la
presencia, el grado, la gravedad y/o la agresividad de un cancer cerebral o trastorno proliferativo. Por definicién,
la determinacion de un diagndstico o prondstico favorable o desfavorable, por lo general, incluye una
determinacion de la presencia, el grado, la gravedad y/o la agresividad de un cancer cerebral o un trastorno
proliferativo. En un modo de realizacion concreto, un "diagndstico" o "prondstico” puede referirse a la mera
presencia de un cancer cerebral o trastorno proliferativo.

[0030] En el presente documento, las referencias a una "muestra de sangre" incluyen una muestra de sangre
entera o un componente de la misma (p. €j., suero o plasma sanguineo).

[0031] En el presente documento, "plasma" se refiere al componente liquido de color pajizo/amarillo palido de la
sangre que normalmente contiene los glébulos en sangre entera en suspension. Constituye aproximadamente el
55 % del volumen de sangre total. Es la parte de fluido intravascular del fluido extracelular (todo el fluido corporal
fuera de las células). Mayormente, es agua (93 % de volumen) y contiene proteinas disueltas (las proteinas
principales son fibrinégenos, globulinas y albuminas), glucosa, factores coagulantes, iones minerales (Na+, Ca",
Mg", HCO3 CI- etc.), hormonas y diéxido de carbono (siendo el plasma el medio principal para la transportacion
de producto de la excrecion). Cabe observar que, para las muestras de plasma, tanto el plasma de EDTA como
el plasma de citrato son adecuados, mientras que el plasma de heparina es menos preferible, puesto que este
puede absorber determinadas citocinas.

[0032] En el presente documento, "suero” se refiere al componente que no es ni un glébulo (el suero no contiene
glébulos blancos ni rojos) ni un factor coagulante; es el plasma sanguineo sin fibrinégenos.

[0033] Las "citocinas" son conocidas en la técnica como moléculas de proteinas de sefializacion celular que son
secretadas por numerosas células y son una categoria de moléculas de sefializacion utilizadas ampliamente en
la comunicacion intercelular. Las citocinas pueden clasificarse en proteinas, péptidos o glicoproteinas; el término
"citocina" abarca una familia amplia y diversa de reguladores producidos por todo el cuerpo por células de
diverso origen embrioldgico. Algunas "citocinas" también pueden considerarse "factores de angiogénesis" y
viceversa.

[0034] Los "factores de angiogénesis" son conocidos en la técnica como factores de crecimiento angiogénicos.
En el contexto de la presente invencion, las "citocinas", en general, se tienen en cuenta junto con los "factores de
angiogénesis" debido a su servicio combinado como biomarcadores para trastornos proliferativos, como se
muestra en los ejemplos y a lo largo de la memoria descriptiva.
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[0035] En el presente documento, las referencias a "ensayo" o "realizar un ensayo" incluyen cualquier forma de
analisis, incluidos ensayos bioldgicos estandar (p. €j., bioensayos, ensayos inmunolégicos, etc.) e incluso analisis
espectroscopicos. En modos de realizacion concretos, el ensayo no se refiere a andlisis espectroscopicos.

[0036] Tal y como se utiliza en el presente documento, "sujeto” se refiere a un animal, preferiblemente, un
mamifero. En modos de realizacion preferidos, el sujeto es un sujeto humano. En otros modos de realizacion, el
sujeto es un mamifero no humano, incluidos, pero sin caracter limitativo, perros, gatos, caballos, etc.

[0037] A lo largo de la descripcion y de las reivindicaciones de la presente memoria descriptiva, las palabras
"comprender" y "contener" y variaciones de las mismas significan "incluyendo, pero sin caracter limitativo" y no se
pretende con ellas excluir (y no excluyen) otras fracciones, aditivos, componentes, enteros o etapas. A lo largo
de la descripcion y las reivindicaciones de la presente memoria descriptiva, el singular abarca el plural, a menos
que el contexto lo requiera de otro modo. En concreto, cuando se utiliza el articulo indefinido, la memoria
descriptiva debe entenderse como que contempla el plural y el singular, a menos que el contexto lo requiera de
otro modo.

[0038] Las propiedades, los enteros, las caracteristicas, los compuestos, las unidades quimicas o los grupos
quimicos descritos junto con un aspecto, modo de realizacion o ejemplo concretos de la invencion deben
comprenderse como aplicables a cualquier otro aspecto, modo de realizaciéon o ejemplo descritos en el presente
documento, a menos que sean incompatibles con los mismos. Todas las propiedades expuestas en la presente
memoria descriptiva (incluyendo cualquier reivindicacion, resumen y dibujo adjuntos) y/o todas las etapas de
cualquier método o proceso expuestas pueden combinarse en cualquier combinacion, excepto en combinaciones
en las que al menos algunas de dichas propiedades y/o etapas son mutuamente exclusivas. La invencion no se
limita a la informaciéon de cualquier modo de realizaciéon anterior. La invencién se extiende a cualquier
caracteristica novedosa o a cualquier combinacién novedosa de las caracteristicas expuestas en la presente
memoria descriptiva (incluyendo cualquier reivindicacion, resumen y dibujo adjuntos) o a cualquier etapa
novedosa o a cualquier combinaciéon novedosa de las etapas de cualquier método o proceso expuestos. Se atrae
la atencién del lector a la totalidad de documentos presentados al mismo tiempo o antes de la presente memoria
descriptiva con respecto a la presente solicitud y que estan abiertos a la consulta publica con esta memoria
descriptiva.

[0039] Para que no haya lugar a dudas, se hace constar por la presente que la informacién expuesta
anteriormente en la presente memoria descriptiva con el encabezado "Antecedentes" es pertinente para la
invencion y se debe entender como parte de la exposicion de la invencion.

[0040] Tal y como se utiliza en el presente documento, "péptido" y "proteina" pueden utilizarse de manera
intercambiable y se refieren, al menos, a dos aminoacidos unidos covalentemente enlazados mediante un enlace
peptidil. El término proteina abarca productos naturales purificados o productos que pueden producirse parcial o
completamente mediante la utilizacion de técnicas recombinantes o sintéticas. Los términos péptido y proteina
pueden referirse a un agregado de una proteina, como un dimero u otro multimero, una proteina de fusion, una
variante de proteina o un derivado de los mismos. El término también incluye modificaciones de la proteina, por
ejemplo, proteina modificada por glicosilacion, acetilacion, fosforilacién, pegilacion, ubiquitinacion, etc.

[0041] Una proteina puede comprender aminoacidos no codificados por un codén de acido nucleico.

[0042] Por "modificacion de proteina" o "mutacion de proteina" se entiende sustitucion, insercion y/o delecién de
aminoacidos en una secuencia de polipéptidos o una alteraciéon de una unidad enlazada quimicamente a una
proteina. Por ejemplo, una modificacién puede ser un carbohidrato alterado o una estructura de PEG unida a una
proteina. Las proteinas de la invencion pueden incluir al menos una modificacién de proteina de este tipo.

[0043] Sustitucion moderada: Una o mas sustituciones de aminoacidos (por ejemplo, de 1, 2, 5 o 10 residuos)
para residuos de aminoacidos que presentan propiedades bioquimicas similares. Normalmente, las sustituciones
moderadas tienen poco o ningun impacto en la actividad de un polipéptido resultante. Por ejemplo, una
sustitucion moderada en un péptido inhibitorio de factor de fase de contacto puede ser una sustitucion de
aminoacidos que no afecta sustancialmente a la capacidad del péptido de inhibir un factor de fase de contacto o
su combinacion.

[0044] Las variantes de sustitucidon son aquellas en las que se ha eliminado al menos un residuo de la secuencia
de aminoacidos y se ha insertado un residuo diferente en su lugar. Ejemplos de aminoacidos que pueden
sustituirse por un aminoacido original en una proteina y que se contemplan como sustituciones moderadas
incluyen: Ser por Ala; Lys por Arg; GIn o His por Asn; Glu por Asp; Asn por GIn; Asp por Glu; Pro por Gly; Asn o
GIn por His; Leu o Val por llg; lle o Val por Leu; Arg o GIn por Lys; Leu o lle por Met; Met, Leu o Tyr por Phe; Thr
por Ser; Ser por Thr; Tyr por Trp; Trp o Phe por Tyr; e lle o Leu por Val.

[0045] En un modo de realizacion, las sustituciones son entre Ala, Val Leu e lle; entre Ser y Thr; entre Asp y Glu;
entre Asn y GIn; entre Lys y Arg; y/o entre Phe y Tyr.
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[0046] Entre otros, puede encontrarse mas informacion acerca de sustituciones moderadas en Ben-Bassat ef al.,
(J. Bacteriol. 169:751-7, 1987), O'Regan et al., (Gene 77:237-51, 1989), Sahin-Toth et al., (Protein Sci. 3:240-7,
1994), Hochuli et al., (Bio/Technology 6:1321-5, 1988), WO 00/67796 (Curd et al.) y en libros de texto estandar
sobre genética y biologia molecular.

[0047] El término "proteina modificada" o "proteina mutada" abarca proteinas que presentan al menos una
sustitucion, insercién y/o delecion de aminoacido. Una proteina modificada o mutada puede presentar 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8 9 o 10 o mas modificaciones de aminoacidos (seleccionados entre sustituciones, inserciones,
deleciones y sus combinaciones).

[0048] Equivalente funcionalmente: Que presenta una funciéon equivalente. En el contexto de un péptido
inhibitorio de factor de fase de contacto, las moléculas equivalentes funcionalmente incluyen diferentes
moléculas que retienen la funcién de inhibir el/los mismo/s factor/es de fase de contacto. Por ejemplo, los
equivalentes funcionales pueden ser proporcionados por alteraciones de secuencia en péptido inhibitorio de
factor de fase de contacto, donde el péptido con una o mas alteraciones de secuencia retiene la capacidad del
péptido sin alterar de inhibir uno o mas factores de fase de contacto.

[0049] Ejemplos de alteraciones de secuencia incluyen, pero sin caracter limitativo, deleciones, mutaciones,
inserciones y sustituciones moderadas. En un ejemplo, un polipéptido determinado se une a un activo, y un
equivalente funcional es un polipéptido que se une al mismo activo. Por lo tanto, un equivalente funcional incluye
péptidos que presentan la misma especificidad de unién que un polipéptido y que pueden utilizarse en lugar del
polipéptido. En un ejemplo, un equivalente funcional incluye un polipéptido donde la secuencia de unién es
discontinua, donde el activo se une a un epitopo lineal.

[0050] Purificado/a: El término purificado no requiere pureza absoluta; en su lugar, se pretende utilizar como un
término relativo. Por lo tanto, por ejemplo, una preparacion de péptido purificada es una preparacion en la que el
péptido o la proteina se enriquece mas que el péptido o la proteina en su entorno en una célula, de tal manera
que el péptido se separa sustancialmente de los componentes celulares (acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos
y otros polipéptidos) que pueden acompanarlo. En otro ejemplo, una preparaciéon de péptido purificada es una
preparacion en la que el péptido esta sustancialmente exento de contaminantes, como los que pueden estar
presentes después de la sintesis quimica del péptido.

[0051] La invencion se refiere a proteinas y péptidos (p. €j., citocinas y/o factores de angiogénesis) que
presentan una identidad de al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 % con una proteina o un péptido de la exposicion; por ejemplo, un 96 % o superior, un 97 % o
superior, un 98 % o superior, o un 99 % o superior; dichas proteinas pueden presentar la actividad de la proteina
o el péptido correspondiente de la exposicion.

[0052] Un experto en la materia observara que estos rangos de identidad de secuencia se proporcionan
solamente a titulo orientativo; es posible que puedan obtenerse homdlogos considerablemente significativos que
queden fuera de los rangos proporcionados. Una indicacion alternativa (y no necesariamente acumulativa) de
que dos secuencias de aminoacidos son sustancialmente idénticas es que el polipéptido de la primera secuencia
presenta una reactividad cruzada inmunoldgica con el polipéptido de la segunda secuencia.

[0053] Variantes, fragmentos o proteinas de fusion: Las proteinas expuestas incluyen variantes, fragmentos y
fusiones de las mismas.

Metodologia general

[0054] La presente invencion da a conocer un medio para detectar convenientemente tumores malignos,
especialmente tumores cerebrales cancerosos, simplemente mediante ensayos/analisis de sangre (en concreto,
suero sanguineo). Los inventores también han descubierto que, en los casos en los que se preparan las
muestras adecuadamente, el analisis espectroscopico de una muestra de suero de un sujeto puede producir una
firma que puede guardar relacion, con un grado elevado de precision, con la presencia, la extension, la gravedad
o la agresividad de canceres, especialmente de tumores malignos, en un sujeto.

[0055] Como se muestra en los ejemplos, los datos que se proporcionan en el presente documento apoyan la
idea de que las citocinas y/o los factores de angiogénesis de una muestra de sangre pueden ser indicativos de
canceres cerebrales en el sujeto del que se ha tomado una muestra de sangre, especialmente indicativos de
canceres cerebrales, como el glioma. Asimismo, los datos que se proporcionan en el presente documento
apoyan la idea de que las firmas espectroscopicas de una muestra de suero pueden utilizarse para ofrecer un
diagndstico y/o prondstico rapido de un cancer en el sujeto del que se ha tomado la muestra de sangre. Es ldgico
considerar que los métodos de diagndstico de la presente invencion se aplican ampliamente a una variedad de
canceres, especialmente una variedad de canceres cerebrales. Ademas, a partir de los descubrimientos
presentados en esta exposicion, pueden obtenerse facilmente métodos y kits de diagndstico, mediante la
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utilizacion de técnicas de taller comunes conocidas en la técnica, junto con cualquier herramienta de diagndéstico
relacionada (p. €j., software).

[0056] La presente invencion proporciona un método de diagndstico inmediato sencillo, fiable y rentable que
requiere la menor cantidad posible de conocimientos y personal para su manejo, que no exige demasiado tiempo
y que facilita la determinacion rapida de si un tumor es maligno o benigno con un grado de precision
razonablemente elevado. Por ejemplo, los métodos de diagndstico de ejemplo ATR-FTIR proporcionan
resultados de diagnostico en 10 minutos, mientras que los ensayos con citocina/factor de angiogénesis ofrecen
resultados de diagnostico en 5 horas. Esto constituye una contribucidon considerable al estado de la técnica. Se
contempla que los ensayos con citocina/angiogénesis puedan utilizarse junto con los analisis espectroscopicos
para proporcionar diagnosticos rapidos y fiables de canceres, especialmente canceres cerebrales, como el
glioma.

[0057] Los métodos de la invencion son utiles para permitir que un médico pueda tomar decisiones con respecto
a la mejor estrategia de tratamiento para un sujeto que sufre un cancer o que se sospecha que pueda desarrollar
un cancer. Se prefiere que el método de diagndstico se utilice para permitir que un médico decida cémo tratar a
un sujeto que sufre un cancer. Ademas, los métodos son Utiles para los médicos, ya que les permiten monitorizar
la eficacia de un supuesto tratamiento para el cancer. Por consiguiente, los kits de diagndstico de acuerdo con lo
anteriormente expuesto son Utiles para ofrecer informacion de prondstico con respecto al estado de un paciente
con cancer, de tal forma que el médico pueda llevar a cabo un tratamiento. El kit puede utilizarse también para
monitorizar la eficacia de un supuesto tratamiento de cancer. Por lo tanto, el método y el kit son muy utiles para
orientar un régimen de tratamiento de cancer para el médico, asi como para monitorizar la eficacia de dicho
régimen de tratamiento. Ventajosamente, los niveles de citocinas y/o de factores de angiogénesis en la sangre
pueden utilizarse como marcador de diagnostico y/o prondstico para una gran variedad de enfermedades de
cancer, pero especialmente los canceres cerebrales, como los gliomas. Los métodos de la invencion también
pueden aplicarse a afecciones precancerosas y canceres provocados por virus oncogénicos.

Trastorno proliferativo

[0058] El trastorno proliferativo es un cancer, convenientemente un cancer del cerebro o vertebral, mas
convenientemente un cancer cerebral (y/o tumores asociados). En un modo de realizacion concreto, el cancer
cerebral es el glioma.

[0059] Los ftres tipos principales de glioma maligno son los astrocitomas, los ependimomas y los
oligodendrogliomas. Los métodos de diagndstico de la invencién pueden aplicarse a estos tres tipos de glioma.
Un tumor con una mezcla de las caracteristicas histoldgicas presentes en los tres tipos principales se conoce
como glioma mixto; pudiendo la presente invencion servir también para diagnosticarlo. La tabla siguiente muestra
los subtipos de gliomas de alto grado y de bajo grado.

Grado de tumor general Grado OMS Subtipo de grado

Bajo grado I Astrocitoma pilocitico
I Oligodendroglioma

] Astrocitoma

Grado de tumor general Grado OMS Subtipo de grado

Alto grado Il Astrocitomas anaplasicos
11 Oligodendrogliomas

Y Glioblastoma multiforme

[0060] En un modo de realizacion concreto, el cancer cerebral es un glioma de bajo grado o de alto grado. En un
modo de realizacién concreto, el cancer cerebral es cualquiera de entre los subtipos de glioma como el
astrocitoma pilocitico, el oligodendroglioma, el astrocitoma, los astrocitomas anaplasicos, los oligodendrogliomas
y el glioblastoma multiforme.

[0061] En un modo de realizacidon concreto, el cancer cerebral es un glioma de grado Ill o de grado IV.
Sujetos (pacientes)

[0062] El sujeto es, de manera adecuada, un animal, preferiblemente, un mamifero. En modos de realizacion
preferidos, el sujeto es un sujeto humano. En otros modos de realizacion, el sujeto es un mamifero no humano,
incluidos, pero sin caracter limitativo, perros, gatos, caballos, etc.
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[0063] El sujeto, convenientemente, tiene o se sospecha que tiene un cancer cerebral o un trastorno proliferativo
como se define en el presente documento. En un modo de realizacién concreto, el sujeto tiene o se sospecha
que tiene un cancer cerebral (especialmente, un glioma).

[0064] El sujeto es, convenientemente, un paciente con glioblastoma o con gliosarcoma. En un modo de
realizacion concreto, el sujeto es un paciente con glioblastoma.

Muestra de sangre

[0065] Convenientemente, se obtiene una muestra de sangre mediante, en primer lugar, la extraccion de sangre
del sujeto pertinente. Preferiblemente, a continuacién, se procesa posteriormente la sangre para obtener suero
sanguineo.

[0066] En un modo de realizacidon concreto, el suero sanguineo es suero humano.

[0067] El suero sanguineo se obtiene, convenientemente, mediante métodos conocidos en la técnica, a partir de
una muestra de sangre del sujeto pertinente.

[0068] En un modo de realizacién concreto, el suero sanguineo utilizado es suero entero, mas preferiblemente,
suero humano entero. Puede utilizarse directamente suero entero en el ensayo pertinente, especialmente en
analisis espectroscopicos. Alternativamente, la muestra de suero puede diluirse de acuerdo con los requisitos del
espectroscopio (p. €j., sensibilidad) y la homogeneidad requerida de la muestra que se esta analizando.

[0069] En otro modo de realizacion, el suero sanguineo utilizado es suero filtrado centrifugamente que tiene
moléculas por encima de un determinado peso molecular eliminadas del mismo. Por ejemplo, el suero sanguineo
puede filtrarse de forma centrifuga para eliminar componentes que presentan un peso molecular por encima de
100 kDa (kilodaltons). En otro modo de realizacién, el suero sanguineo puede filtrarse de forma centrifuga para
eliminar componentes que presentan un peso molecular por encima de 100 kDa. En otro modo de realizacion, el
suero sanguineo puede filtrarse de forma centrifuga para eliminar componentes que presentan un peso
molecular por encima de 3 kDa. Cualquiera o la totalidad de los sueros filirados de forma centrifuga mencionados
anteriormente pueden utilizarse directamente en el ensayo pertinente, especialmente en analisis
espectroscopico. Alternativamente, la muestra de suero filtrada de forma centrifuga puede diluirse de acuerdo
con los requisitos del espectroscopio (p. €j., sensibilidad) y la homogeneidad requerida de la muestra que se esta
analizando.

[0070] En los casos en los que el suero sanguineo (convenientemente, suero entero) se va a utilizar en un
inmunoensayo y/o andlisis espectroscopico, la muestra de suero se prepara convenientemente al dejar, en
primer lugar, que una muestra de sangre extraida se coagule, convenientemente a temperatura ambiente,
convenientemente durante entre 25 minutos y 1 hora y 10 minutos. A continuacién, se centrifuga o se filtra el
suero convenientemente para limpiar la muestra de precipitado. El centrifugado se realiza convenientemente a
entre 9000 y 20 000 rpm, convenientemente entre 10 000 y 15000 rpm, convenientemente durante 5-20
minutos, convenientemente a 2-8 °C. El filtrado de muestras de suero convenientemente implica el filtrado a
través de un filtro dual de 0,8/0,22 pm para evitar la obstruccion del instrumento. El suero sanguineo deberia,
entonces, ser analizado inmediatamente o, de otro modo, se deberia separar en alicuotas y almacenar muestras
de suero en alicuotas de uso unico a -70 °C. Antes de realizar el analisis, la muestra de suero se diluye
convenientemente con un diluyente de muestra adecuado. Convenientemente, 1 volumen de muestra de suero
puede diluirse con 2-5 volimenes de diluyentes de muestra, convenientemente con 3 volimenes de diluyentes
de muestra. Dado que normalmente se encuentran niveles fisiolégicos de VCAM-1 e ICAM-1 en concentraciones
mucho mayores, frecuentemente se requieren diluciones de muestra de 1:100 para conseguir concentraciones
en el rango mesurable de la curva estandar. Por definicion, se puede diluir opcionalmente suero a 1:50 o 1:100
de la manera siguiente: 1) diluir suero 1:4 en diluyente de muestra, y 2) diluir adicionalmente 1:25 mediante la
utilizacion de diluyentes estandar.

Citocinas y factores angiogénicos

[0071] La presente exposicion puede suponer detectar convenientemente cantidades de (o la presencia de) una
0 mas citocinas y/o uno o mas factores de angiogénesis en una muestra de sangre (o un componente de la
misma). Por definicion, las citocinas y/o los factores de angiogénesis pueden servir de analitos en la muestra de
sangre. El descubrimiento sorprendente de los inventores de una correlacion entre los canceres cerebrales en
sujetos y las cantidades de citocinas y/o factores de angiogénesis en su sangre ahora permite el diagndstico y/o
prondstico de un ndmero de canceres cerebrales. El descubrimiento de que las citocinas y/o los factores de
angiogénesis sirven de biomarcadores en la sangre de un sujeto para canceres cerebrales (especialmente,
canceres cerebrales como el glioma) constituye un gran avance en el ambito del diagndstico médico, ya que
supone resolver muchos de los problemas asociados a métodos de diagndstico actuales y permite ofrecer
diagndsticos rapidos con respecto a tumores malignos, como los tumores cerebrales malignos.
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[0072] Convenientemente, los analitos (es decir, las citocinas y/o los factores de angiogénesis) se determinan de
antemano. En modos de realizacion preferidos, los analitos son citocinas humanas y/o factores de angiogénesis
humanos.

[0073] En un aspecto particular, los analitos de citocina y/o factor de angiogénesis incluyen citocinas y/o factores
de angiogénesis humanos seleccionados entre 1L-18, 1L-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12
(p70), IL-13, IL-15, IL-17, Exotaxina, FGF basico, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IP-10, (MCAF), MIP-1a, MIP-113,
PDGF-BB, RANTES, TNF-a, VEGF, IL-1a, IL-2Ra, IL-3, IL-12 (p40), IL-16, IL-18, CTACK,GRO-a, HGF, ICAM-1,
IFN-a2, LIF, MCP-3, M-CSF, MIF, MIG, 13-NGF, SCF, SCGF-13, SDF-1a, TNF-13, TRAIL, VCAM-1, o
seleccionados entre PDGF-AA, sHER2 neu, sIL-6R alpha, prolactina, sVEGFR1, IGFBP-1, IL-18, PAI-1, VEGF C;
o citocinas y/o factores de angiogénesis de ratones seleccionados entre IL-1a, IL-113, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-17, Exotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, KC, MCP-1 (MCAF), MIP-
1a, MIP-113, RANTES, TNF-a, IL-15, IL-18, FGF basico, LIF, M-CSF, MIG, MIP-2, PDGF-BB, VEGF.

[0074] En un aspecto particular, los analitos de citocina y/o factor de angiogénesis incluyen citocinas y/o factores
de angiogénesis humanos seleccionados entre 1L-18, 1L-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12
(p70), IL-13, IL-15, IL-17, Exotaxina, FGF basico, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IP-10, (MCAF), MIP-1a, MIP-113,
PDGF-BB, RANTES, TNF-a, VEGF, IL-1a, IL-2Ra, IL-3, IL-12 (p40), IL-16, IL-18, CTACK,GRO-a, HGF, ICAM-1,
IFN-a2, LIF, MCP-3, M-CSF, MIF, MIG, 13-NGF, SCF, SCGF-13, SDF-1a, TNF-13,25 TRAIL y VCAM-1; o
citocinas y/o factores de angiogénesis de ratones seleccionados entre IL-1a, IL- 113, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), 1L-13, 1L-17, Exotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, KC, MCP-1 (MCAF), MIP-
1a, MIP-113, RANTES, TNF-a, IL-15, IL-18, FGF basico, LIF, M-CSF, MIG, MIP-2, PDGF-BB, VEGF.

[0075] En un aspecto particular, los analitos de citocina y/o factor de angiogénesis incluyen citocinas y/o factores
de angiogénesis humanos seleccionados entre 1L-18, 1L-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12
(p70), IL-13, IL-15, IL-17, Exotaxina, FGF basico, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IP-10, (MCAF), MIP-1a, MIP-113,
PDGF-BB, RANTES, TNF-a, VEGF, IL-1a, IL-2Ra, IL-3, IL-12 (p40), IL-16, IL-18, CTACK,GRO-a, HGF, ICAM-1,
IFN-a2, LIF, MCP-3, M-CSF, MIF, MIG, 13-NGF, SCF, SCGF-13, SDF-1a, TNF-13, 35 TRAIL, VCAM-1, o
seleccionados entre PDGF-AA, sHER2 neu, sIL-6R alpha, prolactina, sVEGFR1, IGFBP-1, IL-18, PAI-1, VEGF C.

[0076] En un aspecto particular, los analitos de citocina y/o factor de angiogénesis incluyen citocinas y/o factores
de angiogénesis humanos seleccionados entre IL-16, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12
(p70), IL-13, IL-15, IL-17, Exotaxina, FGF basico, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IP-10, (MCAF), MIP-1a, MIP-16,
PDGF-BB, RANTES, TNF-a, VEGF, IL-1a, IL-2Ra, IL-3, IL-12 (p40), IL-16, IL-18, CTACK,GRO-a, HGF, ICAM-1,
IFN-a2, LIF, MCP-3, M-CSF, MIF, MIG, 6-NGF, SCF, SCGF-6, SDF-1a, TNF-6, TRAIL y VCAM-1.

[0077] En un aspecto particular, los analitos de citocina y/o factor de angiogénesis incluyen citocinas y/o factores
de angiogénesis humanos seleccionados entre IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, PDGF-BB,
TNF-a, VEGF, HGF.

[0078] En un aspecto particular, los analitos de citocina y/o factor de angiogénesis incluyen citocinas y/o factores
de angiogénesis humanos seleccionados entre IL-8, IL-10, IFN-y, PDGF-BB, HGF.

[0079] En un aspecto particular, los analitos de citocina y/o factor de angiogénesis incluyen citocinas y/o factores
de angiogénesis humanos seleccionados entre IL-8, IL-10, PDGF-BB, HGF.

[0080] En un modo de realizacién concreto de la presente invencion, los analitos de citocina y/o factor de
angiogénesis incluyen citocinas y/o factores de angiogénesis humanos seleccionados entre IL-8, PDGF-BB,
HGF.

[0081] En un aspecto particular, los analitos de citocina y/o factor de angiogénesis incluyen citocinas y/o factores
de angiogénesis humanos seleccionados entre IL-10 y PDGF-BB.

[0082] En un aspecto particular, los analitos de factor de angiogénesis incluyen factores de angiogénesis
(convenientemente, factores de angiogénesis humanos) seleccionados entre folistatina, angiopoyetina, leptina y
PECAM-1.

[0083] En un aspecto particular, los analitos de factor de angiogénesis incluyen factores de angiogénesis
(convenientemente, factores de angiogénesis humanos) seleccionados entre folistatina, angiopoyetina y leptina.

[0084] En un aspecto particular, los analitos de citocina y factor de angiogénesis se seleccionan entre IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-y, PDGF-BB, TNF-a, VEGF, HGF, folistatina, angiopoyetina, leptina, PECAM-1, o
se seleccionan entre PDGF-AA, sHER2 neu, slL-6R alpha, prolactina, sVEGFR1, IGFBP-1, IL-18, PAI-1, VEGF
C, G-CSF, FGF.
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[0085] En un aspecto particular, los analitos de citocina y/o factor de angiogénesis se seleccionan entre IL-2, IL-
4, IL-6, IL-8, IL-10, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, PDGF-BB, TNF-a, VEGF, HGF, folistatina, angiopoyetina, leptina y
PECAM-1.

[0086] En un aspecto particular, los analitos de citocina y factor de angiogénesis se seleccionan entre IL-8, 1L-10,
IFN-y, PDGF-BB, HGF, folistatina, angiopoyetina, leptina, PECAM-1, o se seleccionan entre PDGF-AA, sHER2
neu, slL-6R alpha, prolactina, sVEGFR1, G-CSF, FGF.

[0087] En un aspecto particular, los analitos de citocina y factor de angiogénesis se seleccionan entre IL-8, 1L-10,
IFN-y, PDGF-BB, HGF, folistatina, angiopoyetina, leptina y PECAM-1.

[0088] En un aspecto particular, los analitos de citocina y factor de angiogénesis se seleccionan entre IL-8, 1L-10,
PDGF-BB, HGF, folistatina, angiopoyetina, leptina, PECAM-1 o se seleccionan entre PDGF-AA, sHER2 neu, slL-
6R alpha, prolactina, sVEGFR1, G-CSF, FGF.

[0089] En un aspecto particular, los analitos de citocina y factor de angiogénesis se seleccionan entre IL-8, 1L-10,
PDGF-BB, HGF, folistatina, angiopoyetina, leptina y PECAM-1.

[0090] En un aspecto particular, los analitos de citocina y factor de angiogénesis se seleccionan entre IL-8,
PDGF-BB, HGF, folistatina, angiopoyetina, leptina, PECAM-1 o se seleccionan entre PDGF-AA, sHER2 neu, slL-
6R alpha, prolactina, sVEGFR1, G-CSF, FGF.

[0091] En un aspecto particular, los analitos de citocina y factor de angiogénesis se seleccionan entre IL-8,
PDGF-BB, HGF, folistatina, angiopoyetina, leptina y PECAM-1.

[0092] En un aspecto particular, los analitos de citocina y factor de angiogénesis se seleccionan entre 1L-10,
PDGF-BB, folistatina, angiopoyetina y leptina.

[0093] En un aspecto particular, el/los analito/s de citocina y factor de angiogénesis incluye/n folistatina.

[0094] Algunas citocinas también pueden clasificarse como factores de angiogénesis y viceversa. Por ejemplo,
G-CSF, HGF, IL-8, PDGF-BB, VEGF, todas las cuales se enumeran anteriormente como citocinas, también
pueden considerarse factores de angiogénesis. Por lo tanto, existe un grado de solapamiento, que es la razén
por la que los inventores consideran tanto las citocinas como los factores de angiogénesis como adecuados para
su uso en los métodos de la presente exposicion. Por definicion, en algunos aspectos, la una o mas citocinas se
seleccionan entre IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-y, TNF-a, y el uno o mas factores de angiogénesis se
seleccionan entre angiopoyetina, folistatina, G-CSF, HGF, IL-8, leptina, PDGF-BB, PECAM-1, VEGF.

[0095] Todas las abreviaturas mencionadas anteriormente se resumen a continuacion. En cualquier caso, la
totalidad de las citocinas y los factores de angiogénesis mencionados anteriormente son conocidos en la técnica
sin entrar en mas detalles y estan disponibles en el mercado o en kits de ensayo.

[0096] En los kits de diagnostico y los métodos preferidos de la exposicion, entre una/o y tres citocinas y/o
factores de angiogénesis sirven como analitos predeterminados en los métodos.

Analisis de muestra de sangre - Diagndstico / Pronéstico

[0097] Los métodos de diagndstico y/o prondstico de un cancer cerebral o un cancer en un sujeto, como se
describe en el presente documento, conllevan el analisis de una muestra de suero sanguineo.

[0098] Los métodos de diagndstico y/o prondstico pueden conllevar, convenientemente, una etapa preliminar de
obtencién de una muestra de sangre entera (es decir, con plasma y células) del sujeto. A continuacion, la sangre
entera se procesa posteriormente para aislar el suero sanguineo y, opcionalmente, eliminar material(es) no
deseado(s) (p. €j., precipitados) del suero sanguineo. Cualquier procesamiento adicional de la sangre dependera
del método de analisis que se esta utilizando.

[0099] Los métodos de diagndstico y/o prondstico implican, convenientemente, relacionar los resultados/datos
analiticos asociados al ensayo o analisis de la muestra de suero sanguineo con un diagndstico y/o prondstico
favorable o desfavorable.

[0100] La relacion de los resultados analiticos con un diagnoéstico y/o prondstico favorable o desfavorable puede
llevarse a cabo manualmente (p. €j., por parte de un médico u otro analista adecuado) o automaticamente (p. €j.,
a través de medios computacionales). Las correlaciones pueden establecerse cualitativamente (p. €j., mediante
una comparacion de indicios o firmas graficos) o cuantitativamente (p. €j., por referencia a valores de umbral o
limites estadisticos predeterminados). La correlacion de los resultados analiticos puede llevarse a cabo mediante
la utilizacién de un modelo predictivo, opcionalmente como se define en el presente documento, que puede
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haberse desarrollado mediante el "entrenamiento" de una base de datos de ensayos y/o andlisis previamente
correlacionados.

[0101] En un modo de realizacién concreto, la relacion de los resultados analiticos con un diagnostico y/o
prondstico favorable o desfavorable implica una comparacion inicial de los resultados analiticos con un estandar
de referencia o con resultados analiticos previos que ya se han relacionado con un diagndstico y/o prondstico
favorable o desfavorable (p. €j., resultados analiticos previamente correlacionados almacenados en una base de
datos). Las correlaciones con resultados analiticos previos pueden implicar una comparacion estadistica o una
comparacion de "ajuste optimo" (p. €j., si se comparan indicios graficos con los que se han almacenado en una
base de datos). EI método de relacionar los resultados analiticos con un diagnédstico y/o prondstico favorable o
desfavorable puede ser un método de correlacién implementado por ordenador. Convenientemente, dichos
métodos implementados por ordenador incorporan modelos predictivos, opcionalmente, junto con bases de datos
adecuadas.

[0102] Convenientemente, antes de correlacionar cualquier resultado analitico, se validan los resultados
analiticos. En concreto, los resultados analiticos deberian, idealmente, ser validados en primer lugar como
definitivos y sin artefactos que puedan surgir a lo largo de la variacion en la preparacion de la muestra, y
similares. En modos de realizaciéon concretos, los métodos se refieren a métodos de diagnéstico y no a métodos
de prondstico.

[0103] En otro aspecto, una pluralidad de métodos de analisis o ensayo de una muestra de suero sanguineo de
un sujeto, de acuerdo con la invencién, se emplean para el diagnéstico y/o prondstico de un cancer en un sujeto.
Por ejemplo, el método de diagndstico puede implicar la realizacién de un ensayo de una muestra de sangre
como se define en el presente documento y de un analisis espectroscépico de una muestra de suero sanguineo
como se define en el presente documento. Un método puede solaparse con el otro. En algunos modos de
realizacion, los métodos de "ensayo" pueden aplicarse a cualquier cancer (es decir, no solo a canceres
cerebrales) en los casos en los que se utilicen junto con los métodos de andlisis "espectroscopicos". Por
definicidn, en los casos en los que estos métodos se utilizan conjuntamente (ya sea en paralelo o en serie),
cualquier referencia en el presente documento a métodos de "ensayo" en relacién con canceres cerebrales sola
puede considerarse que guarda relacion con cualquier cancer o cancer cerebral solo.

[0104] Por motivos de claridad, de acuerdo con otro aspecto, se da a conocer un método de diagndstico y/o
prondstico de un cancer en un sujeto, comprendiendo el método:

analizar una muestra de sangre (o0 un componente de la misma) del sujeto con respecto a una o mas
(convenientemente, previamente designadas) citocinas y/o uno o mas (convenientemente, previamente
designados) factores de angiogénesis; y

realizar un analisis espectroscépico de una muestra de sangre (o un componente de la misma) del sujeto
para producir una firma espectroscopica caracteristica de la muestra de sangre (o un componente de la
misma).

[0105] El anadlisis de la muestra de sangre implica, convenientemente, determinar los niveles de una o mas
citocinas y/o uno o mas factores de angiogénesis en la muestra de sangre. En un aspecto particular, la muestra
de sangre analizada es una muestra de suero sanguineo. En otro aspecto, la muestra de sangre analizada es
una muestra de plasma sanguineo.

Analisis de una muestra de sangre

[0106] Opcionalmente, los niveles (o concentraciones) de la una o mas citocinas y/o el uno o mas factores de
angiogénesis pueden calibrarse o normalizarse en relacién con un marcador estandar si dicho marcador es
intrinseco a la sangre (es decir, una molécula que estd normalmente presente en niveles sustancialmente
constantes en la sangre de todos los sujetos) o es una sustancia afiadida a la sangre para proporcionar una
concentracion conocida de dicha sustancia en la sangre, de tal forma que se eliminan los efectos de dilucién en
los datos analiticos.

[0107] Los niveles (o los niveles calibrados/normalizados) de la una o mas citocinas y/o del uno o mas factores
de angiogénesis pueden analizarse, por ejemplo, en relacion con un umbral predeterminado (p. €j., determinado
por estudios anteriores de niveles de citocina/factor de angiogénesis en las muestras de sangre de una muestra
representativa de sujetos con o sin un cancer cerebral o un trastorno proliferativo) para cada una de la una o mas
citocinas y/o para cada uno del uno o mas factores de angiogénesis o en relacion entre si (p. €j., comparando los
niveles relativos o el perfil relativo de las citocinas/factores de angiogénesis pertinentes). Esta evaluacion puede,
a continuacion, relacionarse con un diagndstico y/o prondstico. En concreto, la observacion de niveles elevados o
reducidos de cada una de la una o mas citocinas y/o de cada uno del uno o mas factores de angiogénesis, ya
sea en relacion con un umbral predeterminado o en relacién entre si, pueden relacionarse con un diagnéstico y/o
prondstico favorable o desfavorable. Por ejemplo, en un modo de realizacion concreto, puede establecerse una
relacion con un diagndstico y/o prondstico favorable o desfavorable por referencia a una o mas relaciones entre
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conjuntos de citocinas y/o factores de angiogénesis especificos. En un modo de realizacion concreto, la
proporcion de los niveles de PECAM-1 y PDGF-BB puede utilizarse para determinar un diagnoéstico y/o
prondstico favorable o desfavorable.

[0108] En un aspecto particular, la/s muestra/s de sangre se analiza/n con un inmunoensayo, por ejemplo,
basado en una respuesta antigeno-anticuerpo.

[0109] EI analisis de la muestra de sangre puede implicar cualquier ensayo adecuado conocido en la técnica.
Cada una de la una o mas citocinas y/o cada uno del uno o mas factores de angiogénesis puede analizarse
individualmente, opcionalmente, en serie. Por definicién, una muestra de sangre puede dividirse en multiples
alicuotas para su andlisis. Alternativamente, cada una de la una o mas citocinas y/o cada uno del uno o mas
factores de angiogénesis puede analizarse en paralelo (p. €j., como mudltiples alicuotas). Alternativamente, cada
una de la una o mas citocinas y/o cada uno del uno o mas factores de angiogénesis puede analizarse en paralelo
en el ensayo de muestra (es decir, con una Unica muestra de sangre), por ejemplo, mediante un ensayo multiple.

[0110] En un particular, la/s muestra/s de sangre se analizan mediante la utilizacion de un ensayo multiple
magnético basado en perlas pensado para medir multiples citocinas y/o factores de angiogénesis. La
caracteristica de la multiplexacién posibilita cuantificar el nivel de multiples proteinas en un Unico pocillo, en
solamente 3 horas, mediante la utilizacion de solamente 12,5 pl de suero o plasma. Los kits de ensayo
adecuados incluyen los sistemas Bio- PlexTM y Bio-PlexTM Pro, que incorporan perlas magnéticas en su disefio.
Las perlas magnéticas permiten la opcion de utilizar separacion magnética durante etapas de lavado en lugar de
filtracion al vacio. La separacion magnética permite una automatizacién mayor sin alteraciones significativas al
protocolo de ensayo Bio-Plex estandar. Los protocolos de ensayo Bio-Plex estandar estan disponibles en linea
en www.bio-rad.com/bio-plea/, y se describen en el manual de ensayos del Bio-Plex Prom' - http://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/10014905.pdf.

[0111] ElI ensayo emplea, convenientemente, una pluralidad de perlas tefidas fluorescentemente (p. €j.,
tecnologia xMAP) para detectar de forma simultanea multiples citocinas y/o factores de angiogénesis en un Unico
ensayo (p. €j., un unico pocillo). Por definicion, dos o mas citocinas y/o factores de angiogénesis pueden ser el
objeto de analisis. En un modo de realizacién concreto, las hasta 100 perlas tefiidas fluorescentemente Unicas se
utilizan para la deteccioén de citocina/factor de angiogénesis.

[0112] EI ensayo emplea convenientemente un citdmetro de flujo con dos laseres y un sistema &ptico asociado
para medir las diversas citocinas/los diversos factores de angiogénesis unidos a la superficie de las perlas.

[0113] El ensayo emplea convenientemente un kit de diagndstico con un procesador de sefiales digitales (de alta
velocidad) que gestiona eficientemente los datos fluorescentes.

[0114] Los ensayos basados en perlas funcionan convenientemente de manera similar a un inmunoensayo de
captura en sandwich. Por ejemplo, un anticuerpo dirigido contra los objetivos de citocina/factor de angiogénesis
deseados estd, convenientemente, unido de forma covalente a perlas tefiidas internamente. Durante el ensayo,
las perlas se ponen en contacto convenientemente con la muestra de sangre pertinente para facilitar la reaccion
entre el anticuerpo unido de forma covalente y las citocinas/los factores de angiogénesis objetivo. Después de un
tiempo de contacto suficiente, las perlas se lavan convenientemente (de manera optativa, varias veces) para
eliminar la proteina no unida. A partir de ahi, un anticuerpo de deteccion biotinilado especifico para un epitopo
diferente del anticuerpo de captura es afiadido convenientemente a la mezcla de reaccién de perlas. De esta
manera, se produce convenientemente un sandwich de anticuerpos alrededor del objetivo o los objetivos de
citocina/factor de angiogénesis. A continuacion, se afade convenientemente un complejo indicador (p. €j.,
estreptavidina-ficoeritrina [estreptavidina-PE]) para unirse a los anticuerpos de deteccion biotinilados en la
superficie de perlas.

[0115] Se obtienen datos, convenientemente, a partir de la mezcla de reaccién de perlas mediante la utilizacion
de un sistema de lectura adecuado. En un modo de realizacién concreto, los datos se obtienen mediante la
utilizacion del sistema Bio-Plex (o el sistema Luminex), un sistema de lectura de microplaca basado en flujos, de
laser dual. La mezcla de reaccion de perlas se coloca, convenientemente, en el sistema de lectura. Los laseres y
los sistemas oOpticos asociados detectan convenientemente la fluorescencia interna de las perlas tefidas
individuales, asi como la sefal indicadora fluorescente sobre la superficie de perlas. De esta manera, se
identifica convenientemente cada ensayo y se indica el nivel de objetivo de citocina/factor de angiogénesis en la
muestra. La intensidad de fluorescencia detectada en las perlas indica la cantidad relativa de moléculas de
citocina/o factor de angiogénesis objetivo en las muestras analizadas. Un procesador digital gestiona
convenientemente los datos generados, que son posteriormente analizados y presentados convenientemente
como intensidad de fluorescencia (IF) y datos de concentracion de objetivo, mediante la utilizacion potencial de
software Bio-Plex ManagerTM.

[0116] Los niveles de la una o mas citocinas y/o el uno o mas factores de angiogénesis puede, a continuacion,
utilizarse para determinar un diagnostico y/o prondstico favorable o desfavorable, como se ha descrito
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anteriormente, ya sea manual o automaticamente (es decir, mediante el procesamiento de los datos
directamente por medio de un ordenador, como se define en el presente documento).

[0117] En algunos aspectos, el analisis de una muestra de sangre (o un componente de la misma) del sujeto con
respecto a una o mas citocinas y/o uno o mas factores de angiogénesis (convenientemente, previamente
designados/as) consiste en realizar un analisis espectroscépico de una muestra de sangre (o un componente de
la misma) del sujeto para producir una firma espectroscopica caracteristica de la muestra de sangre (o un
componente de la misma). Se contempla que los cambios en la sangre con respecto a una o mas citocinas y/o
uno o mas factores de angiogénesis (convenientemente, previamente designados/as) puedan llevar a cambios
en las firmas espectroscépicas pertinentes.

Analisis espectroscoépico de una muestra de sangre

[0118] La muestra de sangre empleada en el analisis espectroscopico es suero sanguineo. La muestra de
sangre es, preferiblemente, suero sanguineo humano.

[0119] El analisis espectroscopico es analisis espectroscopico infrarrojo (IR). El analisis espectroscopico IR es
transformada de fourier IR menos 30 escaneos. Convenientemente, el analisis espectroscopico FTIR emplea al
menos 100 escaneos, convenientemente como maximo 50 escaneos y, mas convenientemente, como maximo
40 escaneos. En modos de realizacion preferidos, se utilizan 32 escaneos. Convenientemente, se afiaden los
escaneos conjuntamente. El nUmero de escaneos se selecciona, convenientemente, para optimizar el contenido
de datos y el tiempo de adquisicion de datos.

[0120] Convenientemente, los espectros de IR se recogen en el orden de 400-4000 numeros de onda (cm’).
Convenientemente, los espectros de IR presentan una resolucién de 10 cm’ o menos, convenientemente 5 cm’ o
menos, especialmente 4 cm-1. La firma espectroscopica caracteristica de la muestra de sangre (es decir, la
region de firma) es, convenientemente, parte o la totalidad del espectro de IR pertinente entre 500 y 2500 cm’,
mas convenientemente, parte o la totalidad del espectro entre 800 y 2000 cm’ y, mas convenientemente, (la
totalidad) del espectro entre 900 y 1800 cm-1.

[0121] Convenientemente, el analisis espectroscopico implica la normalizacion de vector como etapa de
preprocesamiento.

[0122] El analisis espectroscopico FTIR es reflexion total atenuada FTIR (ATR-FTIR). Esta es una forma
particularmente efectiva de espectroscopia para el diagnostico y/o prondstico de trastornos proliferativos a partir
de muestras de sangre, debido al elevado contenido de informacion de las firmas correspondientes procedentes
de la forma en la que las ondas evanescentes, inherentes a dichas técnicas espectroscépicas, interactian con
las muestras de sangre. ATR es una técnica de muestreo particular que permite que las muestras se examinen
directamente en estado solido o liquido. Los "cristales de ATR" se emplean, convenientemente, para soportar la
muestra de sangre durante el analisis de IR. Convenientemente, la muestra de suero sanguineo reviste la
superficie (o parte de la misma) del "cristal de ATR" durante el analisis de IR. Convenientemente, los cristales de
ATR incluyen germanio, seleniuro de zinc KRS-5, diamante y silicio. Los cristales de ATR estan,
convenientemente, en forma de placa. En un modo de realizacién concreto, el cristal de ATR es un cristal de
diamante de reflexion unica.

[0123] La muestra de suero sanguineo se carga en un cristal de ATR y, durante el analisis ATR-FTIR, la luz de
IR se desplaza, convenientemente, a través del cristal de ATR, y se refleja (convenientemente, mediante
reflexion interna total) al menos una vez en la superficie interna en contacto con la muestra. Dicha reflexion forma
la "onda evanescente" que penetra en la muestra de sangre hasta cierto punto en funcién de la longitud de onda
de luz, el angulo de incidencia y los indices de refraccion del cristal de ATR y la propia muestra de sangre. Los
numeros de reflexion pueden alterarse al variar el angulo de incidencia.

[0124] Convenientemente, el haz es recibido, por ultimo, por un detector de IR a medida que abandona el cristal.

[0125] El efecto de la "onda evanescente" solamente prevalece si el cristal de ATR es de un material éptico con
un indice de refraccion superior que la muestra de sangre. Por definicion, ATR-FTIR en el contexto de la
presente invencion puede optimizarse mediante la preparacion cuidadosa de la muestra.

[0126] Una pelicula (relativamente fina) de la muestra de sangre se aplica, convenientemente, a la superficie del
cristal de ATR antes del analisis FTIR. La muestra se prepara convenientemente para que contenga la minima o
ninguna cantidad de aire atrapado. La pelicula de muestra de sangre (o, al menos, la parte de la misma expuesta
a analisis de IR) presenta, convenientemente, un grosor (sustancialmente) uniforme, convenientemente, con una
tolerancia de +/- 40 [trn o inferior, mas convenientemente, con una tolerancia de +/- 20 [trn o inferior, mas
convenientemente con una tolerancia de +/- 10 [trn o inferior. El grosor de pelicula medio de la muestra de
sangre a lo largo de la superficie del cristal de ATR (o, al menos, la parte de la misma expuesta a analisis de IR)
es de, convenientemente, entre 0,1 y 200 y,m, convenientemente, entre 1 y 100 y,m, convenientemente, entre 2
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y 50 [trn. El grosor de pelicula maximo (es decir, el punto de grosor maximo) de la muestra de sangre a lo largo
de la superficie del cristal de ATR (o, al menos, la parte de la misma expuesta a analisis de IR) es de,
convenientemente, entre 1 y 200 y,m, convenientemente, entre 2 y 100 y,m, convenientemente, entre 5 y 50
M,m, 0, convenientemente, entre 2 y 8 [trn. El grosor de pelicula minimo (es decir, el punto de grosor minimo) de
la muestra de sangre a lo largo de la superficie del cristal de ATR (0, al menos, la parte de la misma expuesta a
analisis de IR) es de, convenientemente, entre 0 y 40 p,m, convenientemente, entre 1 y 20 uy,m,
convenientemente, entre 2 'y 10 [trn.

[0127] Una pelicula de muestra de sangre de un grosor adecuado se obtiene, convenientemente, mediante la
deposicion de 0,1-10 p1 L, convenientemente 0,2-5 uL, mas convenientemente 0,5-1,5 L (o, aproximadamente,
1 yL) de dicha muestra de sangre en la superficie de un cristal de ATR. Convenientemente, la muestra de sangre
depositada se deja secar para producir una pelicula de muestra de sangre de un grosor adecuado.
Convenientemente, el secado se lleva a cabo a temperatura ambiente y presion estandar (SATP, por sus siglas
en inglés) [es decir, a aproximadamente 25 °C a 100 kPa] durante entre 2 y 32 minutos, mas convenientemente
entre 4 y 16 minutos, mas convenientemente aproximadamente 8 minutos, u otras condiciones equivalentes que
producen el mismo nivel de secado. El analisis de la pelicula resultante mediante interferometria de luz blanca
puede indicar el grosor de la pelicula a lo largo de la superficie del cristal de ATR, con el fin de comprobar el
grosor de pelicula adecuado. Los inventores han descubierto que la produccién de peliculas del grosor adecuado
puede reducir la variacién de firmas asociada a la preparacion de las muestras, de tal forma que cualquier
variacion observada en las firmas de muestra de sangre a muestra de sangre pueda ser atribuida de manera
mas fiable a composiciones diferenciales en lugar de a la variabilidad en la preparacién de las muestras.

[0128] Convenientemente, se utiliza una alicuota individual tomada de la muestra de sangre global para cada
analisis espectroscopico. De esta manera, se pueden utilizar otras alicuotas posteriormente para realizar otros
analisis espectroscopicos en la muestra de sangre de muestra, de tal manera que se ayuda a la validacion de los
resultados. Convenientemente, se realizan al menos dos analisis espectroscépicos en cada muestra de sangre.
Asimismo, convenientemente, cada analisis espectroscépico individual se repite al menos dos veces con la
misma alicuota, preferiblemente, al menos tres veces, para ayudar a validar los resultados.

[0129] La firma (en la region de firma, normalmente 900-1800 cm-1 en el caso de espectroscopia ATR-FTIR) de
la muestra de suero sanguineo puede, entonces, relacionarse con un diagndstico y/o prondstico favorable o
desfavorable o, de otro modo, utilizarse para detectar células cancerosas en un sujeto. Dicha correlacion es
posible al comparar la firma con una o mas firmas previamente correlacionadas (es decir, firmas previamente
obtenidas y comprobadas, p. €j., mediante biopsias, como indicativas de un diagnéstico y/o prondéstico favorable
o desfavorable). Esto puede alcanzarse por medio de una evaluacion cualitativa - p. €j., determinadas firmas se
pareceran, quizas en diferentes grados, a una firma caracteristica de una muestra de sangre de un sujeto con un
trastorno proliferativo, mientras que otras firmas pueden diferir de dichas firmas. Por definiciéon, una evaluacién
cualitativa del aspecto de la firma puede utilizarse en el diagndstico y/o prondstico de un trastorno proliferativo.
Dicha evaluacion cualitativa puede llevarse a cabo manualmente, pero se lleva a cabo, preferiblemente, de forma
digital por medio de un ordenador que ejecuta programas informaticos que realizan dicha evaluacion.
Convenientemente, cualquiera de dichos programas informaticos es capaz de, a partir de la evaluacion,
correlacionar la firma con un diagndstico y/o prondstico favorable o desfavorable.

[0130] Alternativa o adicionalmente, la correlacion con un diagndstico y/o prondéstico favorable o desfavorable
puede realizarse por medio de una evaluacién cuantitativa - p. €j., en los casos en los que la firma de muestra de
sangre se compara con una o mas firmas de referencia (ya correlacionadas previamente con un diagnostico y/o
prondstico favorable o desfavorable), de manera optativa almacenadas en una base de datos vy,
convenientemente, analizadas estadisticamente para observar las probabilidades de correlacion.

[0131] En un modo de realizaciéon concreto, una firma obtenida espectroscdpicamente se compara con una
pluralidad de firmas previamente correlacionadas almacenadas en una base de datos (p. €j., un "conjunto de
entrenamiento") con el fin de obtener una correlacion con un diagndstico y/o pronéstico favorable o desfavorable.
Convenientemente, se lleva a cabo un analisis estadistico (p. €j., por medio de algoritmos de reconocimiento de
patron), preferiblemente, basados en una comparacion de las similaridades y las diferencias de la firma con las
firmas previamente correlacionadas, antes de utilizar el analisis estadistico para correlacionar la firma con un
diagndstico y/o prondstico favorable o desfavorable. Los algoritmos de reconocimiento de patrones
convenientemente incluyen las maquinas de vector de soporte (SVM, por sus siglas en inglés) y el analisis de
funcidn discriminante de componente principal (PC-DFA, por sus siglas en inglés).

[0132] En un modo de realizacién concreto, una firma obtenida espectroscépicamente se relaciona con un
diagnéstico y/o prondstico favorable o desfavorable a partir de un modelo predictivo desarrollado al "entrenar" (p.
€j., por medio de algoritmos de reconocimiento de patrones) una base de datos de analisis previamente
correlacionados.
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[0133] El examen y/o la comparacion de las firmas de muestra de suero sanguineo del analisis espectroscopico
no se centra, necesariamente, en picos concretos, o en sustancias concretas responsables de cualquier pico
concreto. Sin embargo, en el caso de ATR-FTIR, dos picos de amida, que generalmente aparecen como un
doblete de picos en aproximadamente 1550 cm’ y 1650 -1 (especialmente, cuando TSPA se utiliza como
estandar interno), parecen ser indicadores importantes de cancer, puesto que determinados cambios en estos
picos indican cambios de la estructura de la proteina indicativos de cancer.

[0134] En un modo de realizacidon concreto, la muestra de sangre es suero entero.

[0135] En un modo de realizacion concreto, la muestra de sangre es suero entero con componentes por encima
de 100 kDa eliminados mediante filtracion por centrifugacion.

[0136] En un modo de realizacion concreto, la muestra de sangre es suero entero con componentes por encima
de 10 kDa eliminados mediante filtracién por centrifugacion.

[0137] En un modo de realizacion concreto, la muestra de sangre es suero entero con componentes por encima
de 3 kDa eliminados mediante filtracion por centrifugacion.

[0138] Cualquiera de dichas filtraciones centrifugas puede realizarse mediante la utilizacion de una
minicentrifugadora combinada con filtros de proteina adecuados a 14 000 rpm, segun las instrucciones del
fabricante (filtros de membrana Amicon, Merck Millipore), realizadas con una variedad de sueros (es decir, con
distintos grados de filtracion) obtenidos de la misma muestra de sangre entera y comparandose los resultados
y/o utilizandose los resultados para la validacion cruzada.

[0139] En algunos modos de realizacién de la invencion, se realiza una pluralidad de analisis espectroscopicos
mediante la utilizacion de una variedad de sueros (es decir, con distintos grados de filtracion) obtenidos de la
misma muestra de sangre entera y comparandose los resultados y/o utilizandose los resultados para la
validacion cruzada.

Bases de datos, programas informaticos y métodos implementados por ordenador

[0140] La presente exposicion da a conocer una base de datos que comprende una pluralidad de conjuntos de
datos, perteneciendo cada conjunto a las cantidades de una o mas citocinas y/o angiogénesis en una muestra de
sangre concreta (o un componente de la misma) de un sujeto concreto, guardando cada conjunto relacién con un
diagndstico y/o prondstico favorable o desfavorable en relacion con un cancer cerebral en dicho sujeto concreto.

[0141] La presente exposicion da a conocer una base de datos que comprende una pluralidad de firmas
espectroscopicas, perteneciendo cada firma a una muestra de sangre concreta (o un componente de la misma)
de un sujeto concreto, guardando cada firma relacion con diagnéstico y/o prondstico favorable o desfavorable en
relacion con un trastorno proliferativo en dicho sujeto concreto.

[0142] La presente exposicion da a conocer un medio legible por ordenador (p. €j., un disco) que comprende una
base de datos como se define en el presente documento.

[0143] Las bases de datos de la presente invencion se crean, convenientemente, mediante la realizacion de un
ensayo o un analisis espectroscopico de una pluralidad de muestras de sangre, de diferentes sujetos, para
producir datos analiticos para cada muestra de sangre que, a continuacion, se relaciona sistematicamente con
un diagndstico y/o prondstico favorable o desfavorable en relacion con un trastorno proliferativo en el sujeto
correspondiente. La correlacién de los datos analiticos con un diagndstico y/o prondstico favorable o
desfavorable se alcanza, convenientemente, mediante métodos conocidos en la técnica, incluidas las biopsias.
Los datos analiticos también pueden relacionarse con el grado en que el diagndstico y/o prondstico es favorable
o desfavorable (es decir, la gravedad, agresividad y/o alcance del trastorno proliferativo en cuestion).

[0144] En el caso de la base de datos que comprende una pluralidad de firmas espectroscopicas, la base de
datos puede establecerse, en primer lugar, mediante la adquisicién de una pluralidad de firmas de muestra de
sangre a partir de una muestra representativa de sujetos que se ha confirmado que tienen un/el trastorno
proliferativo (o que tienen un trastorno proliferativo de una gravedad, agresividad y/o alcance determinados) y
una pluralidad de firmas de muestra de sangre a partir de una muestra representativa de sujetos que se ha
confirmado que no tienen un/el trastorno proliferativo. Convenientemente, las muestras también pueden ser
comparadas con otros criterios, como el sexo o la edad, para facilitar la normalizacién de cualquier variacion
entre sujetos relacionados de otra manera con el mismo estado de trastorno proliferativo.

[0145] Asimismo, puede establecerse un modelo predictivo a partir de la base de datos por medio de un
"entrenamiento" de los datos. Dicho modelo puede, entonces, incorporarse en un programa informatico para
fines de prediccion futuros. A continuacion, pueden combinarse todas las firmas y separarse (de manera optativa,
aleatoria o selectiva) en un "conjunto de entrenamiento” de firmas (preferiblemente, mas de un 50 %,
convenientemente, aproximadamente un 66 % de las firmas se seleccionan para el conjunto de entrenamiento) y
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un "conjunto ciego" de firmas. El "conjunto de entrenamiento”, a continuacion, se entrena convenientemente
mediante la utilizacién de algoritmos de reconocimiento de patrones (p. €j., mediante la utilizacion de una
magquina de vector de soporte, como las disponibles a través de LIBSVM o un PC-DFA), convenientemente, al
realizar una busqueda en cuadricula para optimizar el coste y las funciones gamma para garantizar que puede
identificar un conjunto de entrenamiento para, de esta manera, producir un modelo predictivo viable. El "conjunto
ciego" puede, entonces, ser ofrecido al modelo que, a continuacion, debe predecir si las firmas individuales del
conjunto ciego deberian relacionarse con un diagnéstico y/o prondstico favorable o desfavorable. Las
predicciones pueden, a continuacion, traducirse en una "matriz de confusién”, que ilustra qué predicciones se
realizaron. Estas predicciones pueden, a continuacion, validarse (p. ej., al comprobar el resultado real, por
ejemplo, de una biopsia) para calcular la sensibilidad y especificidad del modelo.

[0146] ElI modelo predictivo, convenientemente, presenta una sensibilidad superior al 75 %, mas
convenientemente, superior al 80 %, mas convenientemente, superior al 85 %. El modelo predictivo,
convenientemente, presenta una especificidad superior al 85 %, convenientemente, superior al 90 %, mas
convenientemente, superior al 98 %.

[0147] Por supuesto, el modelo puede actualizarse y perfeccionarse a medida que se obtengan y se
correlacionen mas resultados, asi como se tengan en cuenta mas criterios y variables.

[0148] El modelo, una vez establecido, puede incorporarse al programa informatico de diagndstico. Un ordenador
que ejecuta el programa informatico de diagndstico (y, opcionalmente, también la base de datos) es configurado
a continuaciéon, convenientemente, por dicho programa para llevar a cabo diagndsticos y/o prondsticos
predictivos (convenientemente, con la sensibilidad y especificidad establecidas anteriormente) en firmas no
correlacionadas recién registradas para, de esta manera, relacionar dichas firmas con diagndsticos y/o
prondsticos favorables o desfavorables.

[0149] Por definicion, la presente exposicion da a conocer un ordenador que tiene instalado un programa
informatico de diagndstico configurado para que el ordenador realice un diagndstico y/o pronoéstico predictivo en
relacion con un trastorno proliferativo a partir de una firma espectroscopica de una muestra de sangre de un
sujeto. Convenientemente, el programa informatico de diagndstico incorpora un modelo predictivo obtenido a
partir de uno o mas algoritmos de reconocimiento de patrones aplicados a una pluralidad de firmas previamente
correlacionadas. El ordenador también puede tener instalada una base de datos, como se define en el presente
documento, para ayudar a correlacionar resultados.

[0150] En otro aspecto de la presente invencion, se da a conocer un medio legible por ordenador que contiene
un programa informatico de diagndstico como se define en el presente documento.

[0151] En otro aspecto, se da a conocer un método implementado por ordenador de correlacion de los resultados
de los ensayos o analisis espectroscopicos como se define en el presente documento con un diagndstico y/o
prondstico favorable o desfavorable, comprendiendo el método:

recoger datos de dichos ensayos o analisis espectroscopicos;

emplear un modelo predictivo, convenientemente, basado en algoritmos de reconocimiento de patrones
realizado en ensayos o analisis espectroscopicos previamente correlacionados (de manera optativa, junto con
una base de datos, como se define en el presente documento) para relacionar dichos datos con un
diagnéstico y/o pronoéstico favorable o desfavorable.

Kit de diagnostico

[0152] La presente exposicion da a conocer un kit de diagnostico para el diagnostico y/o el prondstico de un
cancer cerebral en un sujeto, que comprende un dispositivo configurado para recibir una muestra de suero
sanguineo del sujeto y analizar la muestra de suero sanguineo con respecto a una o mas citocinas y/o uno o mas
factores de angiogénesis (convenientemente, previamente designados/as); y un dispositivo (opcionalmente, el
mismo que se ha mencionado anteriormente) para relacionar o facilitar la relacién de las cantidades de la una o
mas citocinas y/o uno o mas factores de angiogénesis en la muestra de sangre (o un componente de la misma)
con un diagnostico y/o prondstico favorable o desfavorable.

[0153] La presente exposicion da a conocer un kit de diagnostico para el diagnostico y/o el prondstico de un
trastorno proliferativo en un sujeto, que comprende un dispositivo configurado para recibir una muestra de sangre
(o un componente de la misma) del sujeto y realizar un analisis espectroscopico en la muestra de suero
sanguineo del sujeto para producir una firma espectroscoépica caracteristica de la muestra de suero sanguineo; y
un dispositivo (opcionalmente, el mismo que se ha mencionado anteriormente) para relacionar o facilitar la
relacion de la firma espectroscopica de la muestra de suero sanguineo con un un diagndstico y/o prondstico
favorable o desfavorable.
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[0154] En algunos aspectos, el dispositivo para el ensayo o analisis de la muestra de sangre es el mismo que el
dispositivo para correlacionar o facilitar la correlacion de los resultados. Los kits de diagndstico de la invencion
pueden ser un dispositivo integral Unico para recibir y examinar/analizar una muestra y, ademas, relacionar los
resultados de dicho ensayo/analisis con un diagnéstico y/o prondstico favorable o desfavorable.

[0155] En aspectos preferidos, el dispositivo para relacionar o facilitar la correlacion de los resultados puede
manejarse para que realice un método implementado por ordenador de correlacion, como se define en el
presente documento. Convenientemente, el dispositivo para relacionar o facilitar la correlaciéon de los resultados
comprende un ordenador o estd en comunicacion con un ordenador (p. €j., tanto por cable como inalambrico)
configurado con software para relacionar dichos resultados con un diagnéstico y/o prondstico favorable o
desfavorable.

[0156] En el caso del kit de diagndstico para el analisis espectroscopico de una muestra de suero sanguineo, el
dispositivo de correlacion comprende, convenientemente, o estd en comunicacion con un ordenador como se
define en el presente documento, teniendo dicho ordenador instalado un programa informatico de diagnostico
configurado para que el ordenador realice un diagnostico y/o prondstico predictivo en relacion con un trastorno
proliferativo basado en una firma espectroscépica de una muestra de sangre de un sujeto.

[0157] En el caso del kit de diagndstico para analizar espectroscopicamente una muestra de sangre, el
dispositivo configurado para recibir una muestra de sangre puede configurse para preparar, automaticamente,
una muestra de sangre (o un componente de la misma), como se ha descrito en el presente documento. Por
ejemplo, en el caso de ATR-FTIR, el dispositivo puede configurarse para generar automaticamente una pelicula
de la muestra de sangre del grosor requerido en un cristal de ATR antes de iniciar el analisis de IR. El dispositivo
puede comprender un mecanismo de comprobacion del grosor de pelicula (p. €j., un interferometro de luz
blanca) para comprobar el grosor correcto de la muestra de sangre en el cristal de ATR.

[0158] Los kits de diagndstico pueden estar configurados para realizar automaticamente cualquiera de las etapas
de método definidas en el presente documento, de manera optativa por medio de un método implementado por
ordenador.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1 - Ensayo de una muestra de sangre

[0159] En el presente ejemplo, los ensayos de citocina y factor de angiogénesis se realizaron con muestras de
plasma sanguineo mediante la utilizacion de ensayos multiples magnéticos basados en perlas proporcionados
por un kit de ensayo Bio-Plex Pro™. La totalidad de los protocolos pertinentes, que fueron debidamente
aplicados en el presente ejemplo, se establecen en el manual de instrucciones titulado "Bio-Plex Pro™ Assays
Cytokine, Chemokine, and Growth Factors Instruction Manual" disponible en Bio-Rad Laboratories, Inc. en la web
www.bio-rad.com Y, en concreto, en el enlace http://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/10014905.pdf. Los protocolos de este manual de instrucciones se
aplicaron en relacién con "ensayos de citocina en humanos, ratones y ratas con Bio-Plex Pro™". El sistema Bio-
Plex™ fue preparado como se indica en el manual de instrucciones, debidamente calibrado y validado como se
indica. Las perlas magnéticas presentes en las placas de base plana de 96 pocillos Bio-Plex Pro se lavaron por
medio de separacion magnética mediante la utilizacion de la configuracion magnética de la estacion de lavado
del Bio-Plex Pro. Las placas de base plana de 96 pocillos Bio-Plex Pro fueron dispuestas de manera adecuada,
con los pocillos asignados de manera adecuada. Unos estandares adecuados, proporcionados con el sistema
Bio-Plex, fueron preparados de acuerdo con los protocolos establecidos en el manual de instrucciones.

[0160] Tal y como se describe en el manual de instrucciones, el sistema de matriz de suspension Bio-Plex™ esta
construido alrededor de los tres elementos centrales de la tecnologia xXMAP:

. Microesferas tefiidas de forma fluorescente (también llamadas perlas), cada una con un cédigo de color
distinto o direcciéon espectral distinta para permitir la discriminacién de pruebas individuales en una suspension
multiple. Esto permite la deteccion simultanea de mas de 100 tipos distintos de moléculas en un Unico pocillo de
una microplaca de 96 pocillos.

. Un citometro de flujo especifico con dos laseres y un sistema 6ptico asociado para medir las diversas
moléculas unidas a la superficie de las perlas.

. Un procesador de sefiales digital de alta velocidad que gestione eficientemente los datos relativos a la
fluorescencia.

[0161] Los ensayos de citocina, quimiocina y factor de crecimiento con Bio-Plex Pro™ son fundamentalmente
inmunoensayos organizados en perlas magnéticas. El principio del ensayo es similar al de una prueba ELISA de
emparedado (figura 1). Los anticuerpos de captura dirigidos contra el biomarcador deseado se acoplan
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covalentemente a las perlas. Las perlas acopladas reaccionan con la muestra que contiene el biomarcador de
interés. Tras una serie de lavados para eliminar la proteina no unida, se afiade un anticuerpo de deteccion
biotinilado para crear un complejo de emparedado. El complejo de deteccion final se forma con la adicién de
conjugado de estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE). La ficoeritrina sirve como indicador fluorescente.

[0162] Tal y como se explica también en el manual de instrucciones, los datos de las reacciones se obtienen
mediante la utilizacion de un sistema Bio-Plex o lector basado en Luminex similar. Cuando se introduce una
suspension de ensayo multiple en el lector Bio-Plex 200, por ejemplo, un laser rojo (635 nm) ilumina los tintes
fluorescentes en cada perla para proporcionar la clasificacion de perlas y, por lo tanto, la identificacion de
ensayos. Al mismo tiempo, un laser verde (532 nm) estimula la PE para generar una sefial indicadora que es
detectada por un tubo fotomultiplicador (PMT). Un procesador digital de alta velocidad gestiona la salida de datos
y el software Bio-Plex Manager™ presenta los datos como intensidad media de fluorescencia (MFI, por sus
siglas en inglés), asi como concentracion (pg/mL). La concentracion de analito unido a cada perla es
proporcional a la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la sefial indicadora.

[0163] El manual de instrucciones resume la preparacion inicial del ensayo de la siguiente manera:
1. Planificar la disposicién de placa
2. Arrancar/calentar el sistema Bio-Plex (hasta 30 min)
e Mientras tanto, equilibrar los reactivos de ensayo a temperatura ambiente (TA)
e Empezar a descongelar las muestras
3. Cebar la estacion de lavado o calibrar el colector de vacio.
4. Calibrar el sistema (ahora o, mas adelante, durante una incubacion)

5. Reconstituir un Unico vial de patrones en 500 pl del diluyente adecuado, mezclar con agitador vortex e incubar
en hielo (30 min)

e Para las muestras de suero y de plasma (de acuerdo con el presente ejemplo), utilizar diluyente
estandar Bio-Plex

6. Preparar la serie de diluciones estandar de 8 puntos y blanco.
e Afadir 72 pl de diluyente al tubo S1'y 150 pl de diluyente a los tubos S2-8 y blanco.
e Transferir 128 ul de estandar reconstituido a S1

e A continuacion, diluir en serie 4 veces desde S1 hasta S8 mediante la transferencia de 50 pl entre los
tubos. Mezclar con agitador vortex entre transferencias

7. Una vez descongeladas, preparar muestras 1x
e  Diluir suero, plasma y lisados en diluyente de muestra Bio-Plex
8. Preparar perlas acopladas 1x en tampon de ensayo, proteger de la luz
e A partir de solucion madre 10x: Ahadir 575 pl de perlas a 5,175 pl de tampon
e A partir de solucion madre 20x: Anadir 288 pl de perlas a 5,472 pl de tampén
9. Asegurarse de que las muestras y los estandares estan a TA antes de la distribucion

[0164] El manual de instrucciones resume la ejecucion de los ensayos de la siguiente manera:

1. Humedecer previamente la placa de filtro con 100 pl de tampdn de ensayo (omitir para fondo plano)
2. Anhadir 50 pl de perlas 1x a la placa de ensayo

3. Lavar 2 veces con 100 ul de tampén de lavado

4. Afadir 50 yl de muestras, estandares, blanco, controles

5. Cubrir y dejar en incubacion en la oscuridad a TA con agitacién a 300 RPM.
e 30 min - grupo humano |,ll y grupo de ratén 1,lI
Quedando 10 min, preparar Ab de deteccion 1x en diluyente de anticuerpo de deteccion.

e A partir de solucién madre 10x: Ahadir 300 ul de Ab a 2,700 pl de diluyente
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e A partir de solucién madre 20x: Afadir 150 ul de Ab a 2,850 pl de diluyente

6. Lavar 3 veces con 100 ul de tampén de lavado
7. Anadir 25 pl de anticuerpo de deteccion

8. Cubrir y dejar en incubacion en la oscuridad a TA con agitacion a 300 RPM
e 30 min - grupo humano |,11; grupo de ratén LI
Mientras tanto, preparar protocolo de software; introducir valores S1 estandar normalizados
Quedando 10 min, preparar SA-PE 1x en tampon de ensayo, a partir de 100x de solucion madre:

Anadir 60 pl de SA-PE a 5,940 ul de tampon de ensayo. Proteger de la luz

9. Lavar 3 veces con 100 ul de tampén de lavado
10. Afadir 50 pl de estreptavidina-PE

11. Cubrir y dejar en incubacion en la oscuridad a TA con agitacion a 300 RPM

e 10 min - grupo humano 1,11; grupo de ratén LI

12. Lavar 3 veces con 100 ul de tampédn de lavado
13. Volver a poner en suspension en 125 ul de tampon de ensayo, agitar a 1100 RPM durante 30 s
14. Leer placa

e  PMT bajo (RP1 bajo) - grupo humano |, II; grupo de raton 1,11

[0165] De conformidad con el manual de instrucciones, los reactivos suministrados con los kits de ensayo Bio-
Plex Pro™ para ensayos de citocinas en humanos, ratones y ratas (Tabla 1):

Tabla 1 - Reactivos suministrados con los kits de ensayo Bio-Plex Pro™ para ensayos de citocinas en
humanos, ratones y ratas

Contenido Formato de 1 x 96 Formato de 10 x 96 pocillos
pocillos

Reactivos y diluyentes universales

Diluyente estandar* 10 ml 100 ml
Diluyente de muestra* 40 ml 310 ml
Tampédn de ensayo 50 ml 500 ml
Tampon de lavado 130 ml 1300 ml
Diluyente de anticuerpo de deteccion 5ml 50 ml
Estreptavidina-PE (100x) 1 vial 1 vial

Placa de filtro y/o placa de base plana (96 1 placa 10 placas
pocillos)

Cinta de sellado 1 pack de 4 5 packs de 4
Manual de instrucciones 1 1

Citocinas de humano y ratén (grupo l y Il)

Perlas magnéticas acopladas (10x) 600 pl 3200 pl
Anticuerpos de deteccion (10x) 320 pl 1750 pl
Estandar (viales adicionales vendidos por 1 vial 10 viales
separado)

Citocina de raton (grupo lll) y citocina de rata (grupo I)

Perlas magnéticas acopladas (20x) 320 pl 3200 pl
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Contenido Formato de 1 x 96 Formato de 10 x 96 pocillos
pocillos

Anticuerpos de deteccion (20x) 175 ul 1750 pl

Estandar (viales adicionales vendidos por 1 vial 10 viales

separado)

* El kit de reactivo de dilucion elevada Bio-Plex Pro™ contiene 70 ml de diluyente basado en suero en lugar de
diluyente estandar y diluyente de muestra.

[0166] De acuerdo con el manual de instrucciones, las citocinas que pueden analizarse incluyen (tabla 2):

Tabla 2. Citocinas analizables

Citocinas de ratéon Citocinas de rata

Grupol Region Grupo | ERegién Grupo Il | Regién ‘Grupo| Region
‘de perlas de perla: de perlas de perlas

3 IL-15 42 IL-1at 21

iL-1ra 25 iL-1p 19 IL-18 20 iL-1p 28
iL-2 38 iL-2 36 FGF basico 25 iL.2 22
iL-4 2 IL-12 (pagy 28 IL-3 18 LIF 45 iL-4 33
iL-5 33 IL-16 27 iL-4 | M-CSF 26 iL-5 52
iL-e 19 iL-18 42 iL-5 52 MG £4 iL-s 56
iL-7 T4 CTACK 72 L& 2B MipP-2 27 IL-7 i
iL-8 54 GRO-q &1 iL-8 a3 PDGF-BB 35 iL-10 1Q
iL-a 7T HGF &2 IL-10 56 VEGF IL-12 {pag} 76
jL-10 56 IFN-022 20 IL=12 (pagy 7C I {L12 (p7O} 78
IL«12 {p7o} 75 LIF 29 IL«12 [p7rey 78 IL-13 15
iL-13 51 MCP-3 26 iL-13 a7 IL-17F 28 iL-17 72
iL-15 73 M-CSF &7 IL-17 e IL-21 i4 iL-18 20
IL-17 TG MIF 25 Eotaxina 74 IL-22 15 EPO 14
Eotaxina 43 MIG 14 G-CSF 54 IL-23p18 &1 G-C8F 54
FGF basico 44 p-NGF L5 GM-CSF 73 | IL-31 29 GM-CSF 7
G-CSF &7 BCF &5 IFM-y a4 IL-33 13 GRO/KC 57
GM-CSf 34 | SCGF-B 73 | KC 57 | epb4oL 12 | IFN-y 34
IFN-y 21 SDF-1a 22 MCP-1 21 MIP-30¢ a0 M-CSF 26
iP-10 48 THNF=0 30 MiP-1o I "Grupo Il MiP-1a 77
MCP-1 53 TRAIL &6 MIP-1B 75 | Formatos s| Mip-2 27
MIP-te 55 [TGraponl RANTES 55 z e MIP-3¢ 36
MIP-1p 18 TNFew 21| T p‘; ;’5} .5 | BANTES 55
PDGF-BB 47 3 2 IGAMu p 2'2 THF~ 43
RANTES 237 15 B ' VEGF 47
THFE-g 5] Eotaxina *
VEGF 45 MCP-1 *

[0167] Sin embargo, de hecho, se analizaron ofras citocinas y factores de angiogénesis, y se desarrollaron en
consecuencia los estandares y protocolos pertinentes. Estas citocinas y estos factores de angiogénesis
adicionales se detallan en la seccién de resultados.

Muestras de sangre entera

[0168] Se recogieron muestras de sangre entera de 50 pacientes con glioma y de 27 sujetos sanos.

Preparacion de muestras de plasma sanquineo a partir de las muestras de sangre entera

[0169] Las muestras de plasma sanguineo de cada uno de los 50 pacientes con glioma y de los 27 sujetos sanos
se prepararon mediante la adicion de la muestra de sangre entera fresca a un tubo que contiene un
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anticoagulante y haciendo girar el tubo a 13200 rpm durante 10 min a 4 °C hasta que los glébulos caigan a la
base del tubo para limpiar las muestras de precipitado. A continuacién, se vertié o extrajo el plasma sanguineo.
El plasma sanguineo resultante presentaba una densidad de aproximadamente 1025 kg/m® o 1025 kg/l. A
continuacion, las muestras de plasma sanguineo se analizaron inmediatamente o, por el contrario, se separaron
en alicuotas y se almacenaron en alicuotas de uso Unico a -70 °C para su uso posterior, aunque se evito la
realizacion de ciclos de congelacion/descongelacion repetidos.

[0170] Antes de llevar a cabo los ensayos, se diluyé 1 volumen de muestra de plasma con 3 volimenes de
diluyentes de muestra (por ejemplo, 50 yL de muestra + 150 yL de diluyentes de muestra).

Preparacion de perlas acopladas

[0171] La preparacion de perlas acopladas se describe a continuacion mediante la utilizacion de los protocolos
adoptados en el manual de instrucciones del Bio-Plex™ Pro.

[0172] Se incluye un tubo de perlas acopladas con cada kit. Se proporcionan instrucciones para diluir las perlas
acopladas a una concentracion de 1x.

[0173] Al utilizar reactivos de pack de 10, asegurarse de que solamente los volimenes requeridos de perlas
acopladas, anticuerpos de deteccion, estreptavidina-PE y tampones se han eliminado de los tubos o frascos. Por
ejemplo, transferir un volumen uUnico de tampon de ensayo, suficiente para realizar todas las etapas del
procedimiento de ensayo (es decir, humedecer previamente la placa de filtro, diluir las perlas acopladas, diluir la
estreptavidina-PE y volver a poner en suspension las perlas) en un depésito de 50 ml.

1. Utilizar la hoja de calculo que se muestra a continuacion para calcular el volumen de las perlas
acopladas y analizar el tampdn requerido.

2. Ahadir el volumen requerido de tampdn de ensayo a un tubo de polipropileno de 15 ml.

3. Mezclar con agitador vortex las perlas acopladas a velocidad media durante 30 s. Abrir
cuidadosamente la tapa y extraer con pipeta el liquido atrapado en la tapa para trasvasarlo al tubo de
nuevo. Esto es importante para garantizar la recuperacion maxima de perlas. No centrifugar el vial; si se
hace, las perlas se granularan.

4. Trasvasar mediante pipeta el volumen requerido de perlas acopladas de solucién madre al tubo de 15
ml que contiene tampdn de ensayo para diluir las perlas acopladas a una concentracion de 1x. Cada
pocillo requiere, bien 5 pl de perlas acopladas (10x) o 2,5 pl de perlas acopladas (20x) ajustadas a un
volumen final de 50 ul mediante la utilizacion de tampdn de ensayo. Consultense los calculos de perlas
de ejemplo en las tablas 3-6 a continuacion, que incluyen un 20 % en exceso para compensar la pérdida
de transferencia.

Tabla 3 - Preparacién de perlas acopladas 1x a partir de solucion madre 10x. Panel premezclado o ensayo
en formato simple

# de pocillos | Perlas 10x (pl) Tampon de ensayo (pl) Volumen total (pl)
96 575 5175 5750
48 288 2587 2875

Tabla 4 - Preparacion de perlas acopladas 1x a partir de solucidn madre 10x. Mezcla de ensayos en
formato simple

# de Perlas 10x (ul), formato | Perlas 10x (ul), formato | Tampoén de Volumen total
pocillos simple #1 simple #2 ensayo (ul) (ml)

96 575 575 4600 5750

48 288 288 2300 2876

Tabla 5 - Preparacion de perlas acopladas 1x a partir de solucion madre 20x. Panel premezclado o ensayo
en formato simple

# de Perlas 20x (pl) Tampon de ensayo (pl) Volumen total (pl)
pocillos
96 288 5472 5760
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48 144 2736 2880

Tabla 6 - Preparacion de perlas acopladas 1x a partir de solucidn madre 20x. Mezcla de ensayos en
formato simple

# de Perlas 20x (pl), formato Perlas 20x (pl), formato Tampoén de Volumen total
pocillos simple #1 simple #2 ensayo (ul) (ml)

96 288 288 5184 5760

48 144 144 2592 2880

5. Proteger las perlas de la luz con papel de aluminio. Equilibrar a temperatura ambiente durante 20 min antes
5 deluso.

Ensayo multiple magnético basado en perlas

[0174] Los ensayos se ejecutaron tal y como se describe en el manual de instrucciones del Bio-Plex™ Pro (de la
misma manera que se establece a continuacion).

[0175] Poner la totalidad de los tampones, estandares diluidos, perlas acopladas diluidas y muestras a
10 temperatura ambiente antes del uso. Para garantizar un rendimiento 6ptimo, extraer cuidadosamente (evitando
burbujas) con una pipeta calibrada y utilizar nuevas puntas de pipeta.

[0176] Afiadir perlas acopladas, estandares y muestras y, a continuacion:

1. Cubrir pocillos sin utilizar con cinta de sellado.
2. Humedecer previamente la placa de filtro.
15 3. Mezclar con agitador vortex las perlas acopladas diluidas durante 30 s a velocidad media.

Verter las perlas acopladas diluidas en un depdsito de reactivos y afiadir 50 pl a cada pocillo.

CONSEJO: Se recomienda encarecidamente una pipeta multicanal para la facilidad de uso y eficiencia.

4. Lavar los pocillos dos veces con el método de lavado elegido.

5. Mezclar con agitador vortex poco a poco los estandares diluidos, los blancos, las muestras y los
20 controles (si procede) durante 1-3 s. Afadir 50 pl de estandar diluido, control o muestra a cada pocillo,

cambiando la punta de pipeta después de cada transferencia de volumen.

6. Dejar en incubacion en agitador a temperatura ambiente tal y como se especifica en la tabla 7 a
continuacion.

Tabla 7 - Tiempos de incubacién de ensayo

Ensayo Tiempo de incubacion

Citocina humana Bio-Plex Pro (grupo 1 y 1I) 30 min

Citocina de raton Bio-Plex Pro (grupo | y II) 30 min

Citocina de raton Bio-Plex Pro (grupo ll1) 1h

Citocina de rata Bio-Plex Pro (grupo 1) 1h

Bio-Plex Pro TGF-8 2h

NOTA: Se han optimizado los tiempos de incubacion para cada ensayo y no deberian sobrepasar las 4 h. Sea
coherente con este tiempo de incubacion para conseguir una reproducibilidad 6ptima.

25  Preparar y afiadir anticuerpos de deteccion

[0177] Se incluye un tubo de anticuerpos de deteccion con cada kit. Se proporcionan instrucciones para diluir los
anticuerpos de deteccién a una concentracion de 1x.

1. Mientras las muestras estan en incubacion, utilizar la hoja de calculo mostrada mas abajo para

calcular el volumen de anticuerpos de deteccion y de diluyente de anticuerpo de deteccion requerido.
30 Los anticuerpos de deteccién deberian prepararse unos 10-15 min antes de su uso.

2. Anadir el volumen requerido de diluyente de anticuerpo de deteccion a un tubo de 15 ml.
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3. Mezclar con agitador vortex los anticuerpos de deteccion durante 15-20 s a velocidad media y realizar
un centrifugado de 30 s para recoger el volumen completo en el fondo del vial.

4. Trasvasar mediante pipeta el volumen requerido de cada tubo de anticuerpo de deteccién a un tubo
de polipropileno de 15 ml. Cada pocillo del ensayo requiere, bien 2,5 pl de anticuerpo de deteccion (10x)
0 1,25 pl de anticuerpo de deteccion (20x) ajustados a un volumen final de 25 pl.

[0178] Conslltense los calculos de anticuerpo de deteccion de ejemplo de las tablas 8-11 proporcionados a
continuacion. Estos calculos incluyen un 25 % adicional para compensar la pérdida de transferencia.

[0179] En las tablas 8-11 se resumen los volumenes requeridos para preparar anticuerpos de deteccion 1x a
partir de una soluciéon madre Unica 10x o 20x. Asimismo, se muestran volimenes para preparar anticuerpos 1x al
mezclar dos soluciones madre 10x o dos soluciones madre 20x. Consultese el manual de instrucciones de
diabetes Bio-Plex Pro (boletin #10010747) para obtener instrucciones sobre la preparacion de anticuerpos 1x a
partir de dos soluciones madre con diferentes concentraciones (por ejemplo, al mezclar la diabetes en humanos
(20x) con ensayos humanos de grupo | (10x).

Tabla 8 - Preparacion de perlas acopladas 1x a partir de solucion madre 10x. Panel premezclado o ensayo
en formato simple

# de Anticuerpos de deteccion 10x | Diluyente de anticuerpo de Volumen total (pl)
pocillos (ml) deteccion (pl)

96 300 2700 3000

48 150 1350 1500

Tabla 9 - Preparacion de perlas acopladas 1x a partir de solucidn madre 10x. Mezcla de ensayos en
formato simple

# de Anticuerpos de Anticuerpos de Diluyente de Volumen

pocillos | deteccion 10x (ul), deteccion 10x (pl), anticuerpo de total (pl)
formato simple # 1 formato simple # 2 deteccion (pl)

96 300 300 2400 3000

48 150 150 1200 1500

Tabla 10 - Preparacion de perlas acopladas 1x a partir de solucion madre 20x Panel premezclado o
ensayo en formato simple.

# de Anticuerpos de deteccion 20x | Diluyente de anticuerpo de Volumen total (pl)
pocillos (ml) deteccion (pl)

96 150 2850 3000

48 75 1425 1500

Tabla 11 - Preparaciéon de perlas acopladas 1x a partir de solucion madre 20x. Mezcla de ensayos en

formato simple

# de Anticuerpos de Anticuerpos de Diluyente de Volumen

pocillos | deteccion 20x (ul), deteccion 20x (ul), anticuerpo de total (pl)
formato simple # 1 formato simple # 2 deteccion (pl)

96 150 150 2700 3000

48 75 75 1350 1500

5. Después de incubar las muestras, quitar poco a poco y desechar la cinta de sellado.
6. Lavar tres veces con el método de lavado elegido.
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7. Mezclar con agitador vortex los anticuerpos de deteccion diluidos poco a poco durante 1-3 s. Verter
los anticuerpos de deteccion diluidos en un depésito de reactivo y afiadir 25 pl a cada pocillo mediante
la utilizacién de una pipeta multicanal.

8. Cubrir la placa con una nueva lamina de cinta de sellado y sellar los pocillos. Dejar en incubacion en
agitador a temperatura ambiente tal y como se especifica en la tabla 12 a continuacion.

Tabla 12 - Tiempos de incubacion de ensayo

Ensayo Tiempo de incubacion
Citocina humana Bio-Plex Pro (grupo 1 y 1I) 30 min

Citocina de ratén Bio-Plex Pro (grupo |, I, 1I) 30 min

Citocina de rata Bio-Plex Pro (grupo 1) 30 min

Bio-Plex Pro TGF-8 1h

Preparar y afiadir estreptavidina-PE

[0180]

1. Mientras los anticuerpos de deteccién estan en incubacion, utilizar la hoja de calculo mostrada mas
abajo para calcular el volumen de estreptavidina-PE (100x) y de tampdn de ensayo requerido. Cada
pocillo requiere 0,5 yl de estreptavidina-PE (100x) ajustado a un volumen final de 50 ul con tampo6n de
ensayo. La estreptavidina- PE deberia prepararse unos 10 min antes de su uso.

2. Anhadir el volumen requerido de tampén de ensayo a un tubo de 15 ml.

3. Mezclar con agitador vortex el tubo de estreptavidina-PE durante 15-20 s a velocidad media. Realizar
un centrifugado de 30 s para recoger el volumen completo en el fondo del vial.

4. Trasvasar mediante pipeta el volumen requerido de estreptavidina-PE a un tubo de polipropileno de
15 ml que contiene tampdn de ensayo para diluir la estreptavidina-PE a una concentracion de 1x.

En la tabla 13 siguiente se muestra un calculo de ejemplo para diluir estreptavidina-PE, que incluye un 25 %

adicional para compensar la pérdida de transferencia. Proteger la estreptavidina-PE de la luz hasta que esté lista

para su uso.
Tabla 13 - Preparacion de estreptavidina-PE a partir de solucion madre 100x
# de Estreptavidina-PE 100x (ul) Tampon de ensayo (pl) Volumen total (pl)
pocillos
96 60 5940 6000
48 30 2970 3000

5. Después de la incubacion del anticuerpo de deteccion, quitar poco a poco y desechar la cinta de
sellado.

6. Lavar tres veces con el método de lavado elegido.

7. Mezclar con agitador vortex la estreptavidina-PE diluida a velocidad media durante 3-5 s. Verter la
estreptavidina-PE diluida en un depdsito de reactivo y afiadir 50 ul a cada pocillo mediante la utilizacién
de una pipeta multicanal.

8. Dejar en incubacion en agitador a temperatura ambiente durante el tiempo especificado, que se
muestra en la tabla 14 siguiente.

Tabla 14 - Tiempo de incubacién de ensayo

Ensayo Tiempo de incubacion

Citocina humana Bio-Plex Pro (grupo 1 y 1I) 10 min

Citocina de ratén Bio-Plex Pro (grupo |, II, 10 min

1)

Citocina de rata Bio-Plex Pro (grupo 1) 10 min
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Bio-Plex Pro TGF-8 30 min

9. Después de la etapa de incubacion de la estreptavidina-PE, quitar poco a poco y desechar la cinta de
sellado.

10. Lavar los pocillos tres veces con el método de lavado elegido.

11. Aiadir 125 pl de tampon de ensayo a cada pocillo. Cubrir la placa con una nueva lamina de cinta de
sellado. Agitar la placa a temperatura ambiente a 1100 rpm durante 30 s y quitar poco a poco la cinta de
sellado. Asegurarse de que se ha quitado la cubierta de la placa antes de colocar la placa sobre el
lector.

Lectura de la placa de ensayo

[0181] Las placas de ensayo se leyeron de acuerdo con el manual de instrucciones, tal y como se describe a
continuacion.

[0182] Se recomienda el software Bio-Plex Manager™ para la totalidad de adquisiciones y analisis de datos de
ensayo con Bio-Plex Pro. También se incluyen instrucciones para el sofftware Luminex xPONENT. Para obtener
instrucciones de otros paquetes de software de sistema xMAP, pdngase en contacto con el soporte técnico de
Bio-Rad o con su especialista en aplicaciones de campo de Bio-Rad.

[0183] El protocolo deberia prepararse con antelacion de tal forma que se lea la placa tan pronto como se haya
completado el experimento. Un archivo de protocolo especifica los analitos utilizados en la lectura, los pocillos de
placa que se han de leer, la informacién de muestra, los valores de estandares y controles, y las configuraciones
de los instrumentos.

[0184] Los protocolos pueden obtenerse de la version de soffware Bio-Plex Manager 6.0 o crearse a partir del
menu File. La version de software Bio-Plex Manager 6.0 contiene protocolos para la mayoria de ensayos Bio-
Plex. Los protocolos deberian elegirse o deberian crearse nuevos protocolos.

[0185] Los protocolos se preparan a través de las siguientes etapas:

1. Describir protocolo e introducir informacién sobre el ensayo.

2. Seleccionar analitos (de la tabla 2 anterior).

3. Organizar la placa de acuerdo con la plantilla de disposicion de placa creada para el ensayo.

4. Introducir la informacion de los estandares - p. €j., la concentracion mas elevada de cada analito, los
factores de dilucién, los nimeros de lote, etc.

5. Introducir la informacion de los controles, que incluye la informacion de concentracion y dilucion de
cada control especifico de usuario para cada ensayo.

6. Introducir la informacién de muestra, que incluye el factor de dilucién adecuado.

7. Ejecutar los protocolos de soffware adecuados para los analitos en cuestion.

[0186] Los datos se obtienen a través de las siguientes etapas:

1. Agitar la placa de ensayo a 1100 rpm durante 30 s y examinar visualmente la placa para asegurarse
de que los pocillos de ensayo estan llenos de tampon.

2. Ejecutar el protocolo para empezar a obtener datos.

3. Utilizar la funcidon "wash between plates" (lavar entre placas) después de cada ejecucion de placa
para reducir la obstruccion.

[0187] A continuacion, se lleva a cabo el andlisis de datos y la eliminacién de datos atipicos.

[0188] Los datos atipicos se identifican como puntos de datos estandar que no cumplen los requisitos de
precision o exactitud y deberian considerarse como invalidos cuando se realiza el ajuste de curvas. Por
definicion, deberian quitarse para generar una curva estandar mas realista y precisa. Esto puede dar lugar a un
intervalo de trabajo de ensayo extendido y permitir la cuantificacion de las muestras que pueden, de otro modo,
considerarse que estan fuera del intervalo (OOR, por sus siglas en inglés).

[0189] En la version del software Bio-Plex Manager 6.0, los datos atipicos pueden eliminarse automaticamente al
seleccionar el botén Optimize (optimizar) en la ventana Standard Curve (curva estandar). En la version del
software Bio-Plex Manager 6.0 y en versiones anteriores, también pueden seleccionarse manualmente los datos
atipicos en la Report Table (tabla de informes).

Caélculos

[0190] El manual de instrucciones Bio-Plex Pro™ detalla los siguientes calculos:
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Planificar disposicion de placa

[0191] 1. Rellenar la plantilla de placa de 96 pocillos (pagina 43) tal y como se indica en la seccion Plan Plate
Layout (Planificar disposicion de placa) [pagina 13].

En caso de utilizar un panel premezclado o un ensayo en formato simple, seguir estas instrucciones.
Introducir el nimero de pocillos que se utilizara en el ensayo:_(1)
Calculos de perlas acopladas

[0192]

1. Determinar el volumen de perlas acopladas 1x requerido.

a. Cada pocillo requiere 50 pl de perlas acopladas (1x):_(1) x 50 pl=_pl (2)

b. Incluir un 20 % adicional para garantizar un volumen suficiente: _ul (2) x 0,20 = _ul (3)
c. Volumen total de perlas acopladas 1x: _pl (2) + _ul (3) = _pl (4)

d. Volumen de solucién madre de perlas acopladas 20x: _pl (4)/20 = _pl (5)

e. Volumen de tampdn de ensayo requerido: _ul (4) - _ul (5) = _(6)

Caélculos de perlas acopladas

[0193] 1. Determinar el volumen de perlas acopladas 1x requerido.

a. Cada pocillo requiere 50 pl de perlas acopladas (1x): _(1) x 50 yl = _pl (2)

b. Incluir un 20 % adicional para garantizar un volumen suficiente: _ul (2) x 0,20 = _ul (3)
c. Volumen total de perlas acopladas 1x: _pl (2) + _ul (3) = _pl (4)

d. Volumen de solucién madre de perlas acopladas 20x: _pl (4)/20 = _pl (5)

e. Volumen de tampdn de ensayo requerido: _ul (4) - _ul (5) = _(6)

Caélculos de perlas acopladas

[0194] 1. Determinar el volumen de perlas acopladas 1x requerido.

a. Cada pocillo requiere 50 pl de perlas acopladas (1x): _(1) x 50 yl = _pl (2)

b. Incluir un 20 % adicional para garantizar un volumen suficiente: _ul (2) x 0,20 = _ul (3)
c. Volumen total de perlas acopladas 1x: _pl (2) + _ul (3) = _pl (4)

d. Volumen de solucién madre de perlas acopladas 20x: _pl (4)/20 = _pl (5)

e. Volumen de tampdn de ensayo requerido:_pl (4) - _ul (5) = _(6)
En caso de mezclar ensayos en formato simple, seguir estas instrucciones.
Célculos de perlas acopladas

[0195]

1. Determinar el volumen de las perlas acopladas 1x requerido.

a. Cada pocillo requiere 50 pl de perlas acopladas (1x): _(1) x 50 pl = _ pl (2)

b. Incluir un 20 % adicional para garantizar un volumen suficiente: _ul (2) x 0,20 = _ul (3)

c. Volumen total de perlas acopladas 1x: _ pl (2) + _pl (3) = _ul (4)

d. Introducir el niumero de tubos de conjunto Unico de diabetes (o analitos) que seran
multiplexados=_(5)

e. Volumen de perlas acopladas 20x requerido de cada tubo de perlas acopladas: _pl (4)/20 = _ul
(6) f. Volumen total de solucién madre de perlas de diabetes requerido:_ (5) x _ul (6) = _pl (7)

g. Volumen de tampdn de ensayo requerido: _pl (4) - _ul (7) = _pl (8)

Calculos de anticuerpos de deteccion

2. Determinar el volumen de anticuerpo de deteccién 1x requerido.

a. Cada pocillo requiere 25 pl de anticuerpos de deteccion (1x): _(1) x 25 yl = _ul (9)

b. Incluir un 25 % adicional para garantizar un volumen suficiente: _ul (9) x 0,25 = _pl (10)

c. Volumen total de anticuerpos de deteccion 1x: _ pl (9) + _ ul (10) = _ pl (11)

d. Introducir el nimero de tubos de conjunto Unico de diabetes (o analitos) que seran
multiplexados=_(5)

e. Volumen de anticuerpos de deteccién 20x requerido de cada tubo de anticuerpo de deteccién: _
pl(11) /20 =_pul (12)
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f. Volumen total de solucién madre de anticuerpo de detecciéon de diabetes: _ pl (12) x (5) = _ pl
(13)
g. Volumen de diluyente de anticuerpo de deteccion requerido: _ pl (11) -_ul (13) = _pl (14)

Calculos de estreptavidina-PE

[0196] 3. Determinar el volumen de estreptavidina-PE 1x requerido.

a. Cada pocillo requiere 50 pl de estreptavidina-PE (1x): _ (1) x 50 pyl = _ pl (15)

b. Incluir un 25 % adicional para garantizar un volumen suficiente: _ ul (15) x 0,25 = _ pl (16)
c. Volumen total de estreptavidina-PE 100x: _ pl (15) + _ pl (16) = _ pl (17)

d. Volumen de estreptavidina-PE 100x requerido: _ ul (17) /100 = _ ul (18)

e. Volumen de tampdn de ensayo requerido: _ pl (17) pl (18) = pl (19)

Procesamiento de datos

[0197] Las muestras de plasma sanguineo de los 50 pacientes con glioma y de los 27 sujetos sanos fueron
analizadas en relacion con diversas citocinas y diversos factores de angiogénesis, y se determinaron los niveles
de dichas citocinas y dichos factores de angiogénesis en cada caso. Se generd un valor medio para los niveles
de citocina y de factor de angiogénesis para los 50 pacientes con glioma ("media de glioma") y un valor medio
para los niveles de citocina y de factor de angiogénesis para los 27 sujetos sanos ("media de control") para cada
citocina y factor de angiogénesis respectivos que fueron analizados, y se compararon los resultados. A
continuacion, se llevo a cabo una comparacion estadistica en relacion con la importancia de la citocina y el factor
de angiogénesis particular con respecto a su capacidad para indicar la presencia de gliomas.

[0198] Las figuras 1 a 7 muestran una representacion grafica de la "media de control" (gris claro) y de la "media
de glioma" (gris oscuro), asi como barras de errores, en relacion con la IL-8, la angiopoyetina, la folistatina, el
HGF, la leptina, el PDGF-BB y la PECAM-1, respectivamente.

[0199] Las figuras 7A a 7F muestran representaciones graficas de la "media de control" (gris oscuro - izquierda),
la "media de glioma de bajo grado" (gris claro - centro) y la "media de glioma de alto grado" (gris medio -
derecha) y también barras de errores, en relacion con el FGF, el G-CSF, el sHER2neu, el slL-6Ralpha, la
prolactina y el sVEGFR1, respectivamente. Estas figuras demuestran la aplicabilidad de la presente invencion
tanto a canceres de bajo como de alto grado.

[0200] La figura 8 es un grafico de correlacion de diagrama de dispersion de PECAM-1 y PDGF-BB que muestra
la relacion entre niveles de PECAM-1 y de PDGF-BB en los 50 pacientes con glioma y que muestra un grado de
linealidad y un coeficiente de correlacion de 0,45. Esto sugiere que, si se tienen en cuenta los niveles relativos
tanto de PECAM-1 como de PDGF-BB, se puede obtener una buena correlacién con un diagndstico favorable o
desfavorable en relacion con el glioma. Es razonable tener en cuenta niveles o proporciones relativos entre otros
conjuntos de citocinas y/o factores de angiogénesis como indicativo de un diagnodstico favorable o desfavorable
en relacion con el glioma o, incluso, con otros canceres cerebrales.

Resultados

[0201] En la tabla 15 siguiente, se comparan las concentraciones de "media de control" de cada citocina y factor
de angiogénesis analizados con las concentraciones de "media de glioma" de cada citocina y factor de
angiogénesis analizados, y se informa de la "importancia" de la citocina o factor de angiogénesis particulares en
cuestion (es decir, si dicha citocina o dicho factor de angiogénesis constituyen un biomarcador adecuado en el
plasma sanguineo para el glioma o no).

Tabla 15 - Comparacion de "media de control” y "media de glioma" para determinar la importancia como
biomarcador para el glioma

Citocinal/factor de Media de control Media de glioma Importancia (P<0,05)
angiogénesis pg/ml pg/ml

IL-2 2,060434783 2,113 No

IL-4 0,204 0,225 No

IL-6 3,730625 2,6252 No

IL-10 3,113478 5,4772 No

GM-CSF 0 0,8078 No
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Citocinal/factor de Media de control Media de glioma Importancia (P<0,05)
angiogénesis pg/ml pg/ml

IFN-y 7,797391 1,93551 Si
TNF-a 8,53826087 8,5034 No
Angiopoyetina 282,3258 195,1382 Si
Folistatina 407,9671 757,4796 Si
HGF 915,6583 1073,045 Si
IL-8 20,13348 16,37449 Si
Leptina 5452,401 9102,635 Si
PDGF-BB 2817,792 4866,84 Si
PECAM-1 2734,137 3832,264 Si
VEGF 64,29167 69,3364 No
FGF 184,6 220,2 Si
G-CSF 379,4 438,4 Si
sHER2neu 4845,3 3604,8 Si
slL-6Ralpha 9603,1 12672,6 Si
Prolactina 8101,9 27827,7 Si
sVEGFR1 736,6 911 Si
PDGFAA 7315 8578 Si

[0202] Como puede observarse, al menos el IFN-y, la angiopoyetina, la folistatina, el HGF, la IL-8, la leptina, el
PDGF-BB, la PECAM-1, el PDGF-AA, el sHER2 neu, la slIL-6R alpha, la prolactina, el sVEGFR1, el G-CSF y el
FGF muestran un grado elevado de "importancia", aunque la importancia del IFN-y se traté con cautela, dado
que muchos individuos mostraron una concentracion cero de esta citocina en concreto. Asimismo, se observd
que los niveles de folistatina eran superiores en los pacientes con glioma que en los sujetos sanos, la interleucina
10 era superior, la angiopoyetina era inferior, la leptina era superior y el PDGF-BB era superior. Estas citocinas y
estos factores de angiogénesis son, por lo tanto, claros candidatos excelentes como biomarcadores de plasma
sanguineo de gliomas y es razonable suponer que muchas otras citocinas y/u otros factores de angiogénesis
también pueden poseer excelentes propiedades de biomarcador en este sentido. Asimismo, es razonable
concluir que también se podrian detectar otras formas de cancer cerebral en relacién con biomarcadores de
citocina y/o factor de angiogénesis.

[0203] En vista de la exposicion antertior, pueden desarrollarse kits de diagnostico y métodos pertinentes
facilmente mediante la utilizacién de técnicas de taller rutinarias conocidas en la técnica.

[0204] Los datos anteriores son corroborados ademas mediante comparaciones inmunohistoquimicas entre
tejido cerebral del glioma y tejido cerebral no canceroso. Las figuras 8A-8G muestran comparaciones
inmunohistoquimicas fotograficas entre tejidos cerebrales con glioma y no cancerosos, a saber: a) seccion de
tumor de glioma con aumento x40 que muestra células tumorales que se tifien positivamente y que no se tifien;
b) seccion de tumor de glioma con aumento x40 que muestra vasos sanguineos que se tifien negativamente; c)
tejido cerebral no canceroso con aumento x40 que muestra vaso sanguineo que se tifie negativamente; d)
seccion de tumor de glioma con aumento x40 que muestra tincion intersticial; e) seccion de tumor de glioma con
aumento x40 que muestra tincion intersticial, en particular, de tractos axonales; f) tejido cerebral no canceroso
con aumento x40 que muestra vaso sanguineo que se tifie negativamente; g) tejido de plexo coroideo que
muestra tincién citoplasmatica positiva.

[0205] Las figuras 8A-8G muestran, en concreto, la tincion inmunohistoquimica de la folistatina y muestran, por
consiguiente, una acumulacién mayor de esta proteina en el tejido cerebral de los pacientes con glioma.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2779576 T3

[0206] Las figuras 8A-8G muestran la capacidad de la folistatina para identificar margenes tumorales durante la
tincion inmunohistoquimica del tejido cerebral. Algunos gliomas mostraron una inmunotincion de folistatina
considerable de las células tumorales; muchas parecieron expresar morfologia gemistocitica. Sin embargo, la
tincion no era uniforme por toda la muestra de tumor y algunas células eran, evidentemente, inmunonegativas
(figura a). La inmunotincidon positiva era completamente citoplasmatica sin ningin componente de membrana ni
nuclear, y otros elementos tisulares en las secciones, incluidos los vasos sanguineos, eran completamente
negativos (figura b). No habia ninguna caracteristica especifica de los tumores ni de las células constituyentes
que pudiera predecir de forma evidente la inmunopositividad o explicar la variabilidad considerable entre varios
tumores. El tejido cerebral no canceroso (en concreto, normal) era uniformemente negativo en todas partes y no
habia tincién ni de las neuronas ni de las células gliales (figura c). Se observaba una tincion intersticial diferente
en presencia de células con tincién negativa que seguia los tractos axonales de las secciones (figuras d y €). No
se observaba ninguna tincién axonal especifica y algunos de los tractos axonales no absorbieron ninguna tintura.
Los tractos axonales del cerebro no cancerosos eran uniformemente negativos (figura f). Se observaba cierta
tincion citoplasmatica especifica de algunas células del plexo coroideo (figura g). Esto puede sugerir que se esta
secretando folistatina en el CSF.

Ejemplo 2- Andlisis espectroscopico de una muestra de sangre

[0207] En el presente ejemplo, se llevaron a cabo analisis espectroscopicos en muestras de suero sanguineo
mediante la utilizacién de espectroscopia de infrarrojo con transformada de fourier con reflexion total atenuada
(ATR-FTIR).

[0208] Se utilizé un espectrometro JASCO FTIR-410 - Specac Golden Gate™ para llevar a cabo los
experimentos espectroscopicos y se escaneo el espectro de infrarrojo de las muestras de suero sanguineo con
400-4000 cm™ a una resolucion de 4 cm™ mediante la utilizacion de 32 escaneos que fueron, a continuacion,
afiadidos conjuntamente.

Muestras de sangre entera

[0209] Se recogieron muestras de sangre entera de 74 sujetos en total, incluidos 49 pacientes con glioblastoma
de grado IV y 25 sujetos sanos. En la medida de lo posible, las muestras eran de personas de la misma edad y el
mismo sexo.

Preparacion de muestras de suero sanquineo a partir de las muestras de sangre entera

[0210] Se prepararon muestras de suero sanguineo para cada uno de los 74 sujetos dejando, en primer lugar,
que una muestra reciente de sangre entera se coagulara a temperatura ambiente (25 °C) durante entre 30 y 45
minutos antes de llevar a cabo la centrifugacion a 13 200 rpm (o 1000-2000 x g) durante 10 min en un
centrifugador refrigerado a 4 °C para limpiar la muestra de precipitado. El liquido sobrenadante resultante era
suero. Después de la centrifugacion, era esencial transferir de inmediato el suero a un tubo de polipropileno
limpio mediante una pipeta Pasteur o similar. Las muestras se mantuvieron a 2-8 °C durante su manipulacion y, a
continuacion, se repartieron en alicuotas, se almacenaron y se transportaron a -20 °C o una temperatura inferior.
Se evitaron los ciclos de congelacion-descongelacion.

[0211] En el presente ejemplo, la muestra de suero en relacién con los pacientes y los sujetos sanos
mencionados anteriormente fue proporcionada por el biobanco de tumores cerebrales del noroeste (Brain
Tumour North West Biobank). Se prepararon y analizaron cuatro fracciones de suero. Se prepararon las
siguientes fracciones ("tipos de suero 1-4"):

1) Suero entero - directamente tal y como se suministra.

2) Suero con componentes por encima de 100 kDa eliminados mediante filtracion por centrifugacion.
3) Suero con componentes por encima de 10 kDa eliminados mediante filtraciéon por centrifugacion.
)

4) Suero con componentes por encima de 3 kDa eliminados mediante filtraciéon por centrifugacion.

[0212] Se llevd a cabo la centrifugacion mediante la utilizacion de una minicentrifugadora combinada con filtros
de proteina adecuados a 14 000 rpm siguiendo las instrucciones de los fabricantes (filtros de membrana Amicon,
Merck Millipore).

Carga de muestra en cristal de ATR

[0213] Para cada una de las muestras de suero 1-4, se situ6é 1 yL microlitro de suero sobre el elemento (es decir,
cristal de ATR) del accesorio de ATR-FTIR y se dejé secar durante 8 minutos a temperatura ambiente. Se ha
demostrado que este tiempo es un tiempo de secado reproducible para 1 microlitro de suero.

[0214] En la figura 9, se muestra un perfil interferométrico de luz blanca de la pelicula de la muestra de suero 1
(es decir, suero entero) que se depositd y se secé de acuerdo con el protocolo anterior. El grosor a lo largo del
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cristal de ATR fluctua entre 0 y 40 micras de grosor. Se ha observado que este es un grosor ideal para el analisis
ATR-FTIR del suero entero.

[0215] En la figura 10, se muestra un perfil interferométrico de luz blanca de la pelicula de la muestra de suero 3
(suero con componentes por encima de 10 kDa eliminados) que se depositd y se seco de acuerdo con el
protocolo anterior. El grosor a lo largo del cristal de ATR fluctia entre 0 y 8 micras de grosor. Se ha observado
que este es un grosor ideal para el analisis ATR-FTIR del suero entero.

[0216] El proceso de preparacion de muestra descrito anteriormente y el analisis descrito posteriormente se
llevaron a cabo dos veces para cada muestra de suero sanguineo con el fin de validar los resultados.

[0217] Se llevaron a cabo diversos experimentos complementarios adicionales con distintos tiempos de secado
para investigar la efectividad del tiempo de secado en el grosor de pelicula y el impacto consiguiente en las
firmas espectrales de IR resultantes obtenidas (los resultados se analizan con mas detalle a continuacion).

Espectroscopia ATR-FTIR en las muestras de suero preparadas

[0218] Los cristales de ATR cargados con muestra, a continuacion, se analizaron con un espectrometro JASCO
FTIR-410 - Specac Golden Gate™ para proporcionar una serie de firmas espectroscopicas entre 400-4000 cm™!
a una resolucion de 4 cm™ mediante la utilizacién de 32 escaneos afiadidos conjuntamente para cada muestra
de suero sanguineo de los sujetos. Las ejecuciones espectrales de IR se repitieron tres veces para producir un
total de 222 firmas, 3 por sujeto.

[0219] A continuacion, se ajustaron las firmas espectrales a la region de huella digital entre 1800 y 900 nimeros
de onda (cm™) y se normalizé el vector.

[0220] La figura 11 expone una muestra representativa de firmas espectrales de FTIR superpuestas de cada uno
de los tipos de muestra de suero 1-4. La varianza en la region de huella digital (entre 900 y 1800 cm™') de las
firmas parecia ser la mas marcada, lo que sugeria un contenido de informacién muy relevante en esta region en
concreto.

[0221] Se llevaron a cabo diversos experimentos complementarios adicionales, ejecutando espectros de ATR-
FTIR de diversas muestras para demostrar tanto la viabilidad de ATR-FTIR como el efecto de diversos
parametros en las firmas espectrales resultantes.

Experimentos complementarios de ATR-FTIR para mostrar el efecto del grosor de pelicula en determinados
picos de IR

[0222] EI analisis espectroscopico ATR-FTIR llevado a cabo con albumina de suero bovino (ASB) ha sido
recogido en la literatura. Puesto que el ASB contiene algunos componentes clave también contenidos en el suero
sanguineo, se tuvieron en cuenta y se compararon firmas de IR de la literatura. Asimismo, las firmas de la
literatura fueron tomadas en cuenta en vista de los experimentos con suero sanguineo y ASB llevados a cabo por
los inventores.

[0223] La figura 12 (tomada de Filik J, Frogley MD, et al. Analyst, 2012, 137, 853) muestra firmas espectrales de
FTIR superpuestas de muestras de albumina de suero bovino (ASB) con grosores medios de pelicula diferentes
en el cristal de ATR. Se observa una clara variacion con el grosor de pelicula en la firma espectral en la regién de
huella digital 900-1800 cm".

[0224] La figura 13 (tomada de Goormaghtigh E, et al. Biochimica et Biophysica Acta,1999, 1422, 105) es una
representacion grafica que muestra como las relaciones de area de a) dos amidas caracteristicas presentes en
muestras de suero; Amida | (1650 cm') y Amida Il (1550 cm') varian con el grosor de pelicula de ASB, y b) Amida
I (1650 cm-1) y estandar interno de TSPA (835 cm-1) varian con el grosor de pelicula de ASB. Se cree que estas
amidas son importantes en el diagndstico de gliomas a partir del suero sanguineo, dado que los cambios en
estos picos parecen ser un indicador de un cambio de la estructura de proteina relacionado con la presencia o no
de glioma en un sujeto. Sin embargo, la figura 13 pone de manifiesto que el grosor de la muestra también puede
afectar a dichos picos. Por lo tanto, los inventores consideraban deseable el hecho de eliminar o tener en cuenta
el efecto de la variacion del grosor de la muestra para mejorar la utilidad de la espectroscopia en el diagndstico
de trastornos proliferativos como el glioma.

[0225] Los inventores descubrieron que las proporciones de amida | y Il seguian siendo sustancialmente
constantes entre las muestras de ASB cuando las muestras fueron preparadas en la placa de ATR con un grosor
de 0,8 micras. Asimismo, los inventores han demostrado que las proporciones de amida | y |l seguian siendo
sustancialmente constantes entre las muestras de suero sanguineo entero tomadas de sujetos de la misma
categoria (es decir, ambos sanos o ambos con glioma) cuando las muestras fueron preparadas en la placa de
ATR con un grosor de 0-40 micras (como se ha descrito anteriormente). Asimismo, los inventores han
demostrado que las proporciones de amida | y Il seguian siendo sustancialmente constantes entre las muestras
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de suero sanguineo tipo 3 (es decir, con componentes por encima de 10 kDa eliminados) tomadas de sujetos de
la misma categoria (es decir, ambos sanos o ambos con glioma) cuando las muestras fueron preparadas en la
placa de ATR con un grosor de 2-8 micras (como se ha descrito anteriormente).

[0226] Por consiguiente, estos resultados demuestran que la espectroscopia ATR-FTIR en las muestras de suero
sanguineo es un método viable para diferenciar a los pacientes con glioma de los pacientes sanos, aunque la
optimizacién de la preparacion de la muestra es crucial para optimizar los resultados. El grosor de la muestra en
la placa de ATR parece tener una especial importancia en la calidad del diagnéstico de las firmas.

Experimentos complementarios de ATR-FTIR que demuestran el efecto del tiempo de secado de la muestra en
firmas de IR

[0227] Se llevaron a cabo diversos analisis espectroscopicos ATR-FTIR en el mismo suero humano entero, pero
con distintos niveles de secado en el cristal de ATR antes del andlisis. Tras la aplicacion en el cristal de ATR,
como se ha descrito anteriormente, las muestras de suero se secaron durante 0, 2, 4, 6, 8, 16 y 32 minutos a
temperatura ambiente (25 °C) en la superficie del cristal de ATR antes de llevar a cabo el analisis
espectroscopico.

[0228] La figura 14 muestra diversas firmas espectroscépicas superpuestas de suero humano entero secado a
temperatura ambiente durante 0, 2, 4, 6, 8, 16 y 32 minutos. Cuanto mas seca esté la pelicula, mas informacion
parece estar presente en la region de huella digital entre 900-1800 cm™' vy, por lo tanto, mas adecuadas son
dichas firmas para el analisis de diagndstico en relacion con los gliomas. Sin embargo, se sacrifican los tiempos
de secado largos, dado que los inventores tratan de proporcionar una herramienta de diagndstico que
diagnostique rapidamente trastornos proliferativos a través de la espectroscopia. Por definicion, los tiempos de
secado de entre 6 y 12 minutos, preferiblemente de alrededor de 8 minutos, parecerian ser 6ptimos, puesto que
se obtiene muy poca informacion adicional en la region de huella digital por encima de 8 minutos de tiempo de
secado.

Procesamiento posterior de firmas espectrales de muestras de suero

[0229] Todas las firmas espectrales y la informacién objetiva correspondiente (p. €j., estado médico, sexo, edad,
etc.) asociada tanto a los pacientes con glioma como a los sujetos sanos se sube a una base de datos, como
MATLAB™ con el fin de que puedan ser recordadas, examinadas, analizadas estadisticamente o incluso
utilizadas como un conjunto de datos comparativos para examinar firmas no correlacionadas hasta ahora.

[0230] Las 74 firmas espectrales (x3) obtenidas para las muestras de suero tipo 1 (muestras de suero entero
para los 74 sujetos, todas secadas de acuerdo con el protocolo de 8 minutos optimizado que se ha descrito
anteriormente) fueron divididas en un "conjunto de entrenamiento” (dos tercios) y un "conjunto ciego" (un tercio):

- 33 entrenamiento y 16 ciego para las firmas de muestras de suero entero tomadas de los 49 pacientes con
glioblastoma de grado IV; y

- 17 entrenamiento y 8 ciego para las firmas de muestras de suero entero tomadas de los 25 sujetos sanos.

[0231] A continuacion, los conjuntos de entrenamiento fueron utilizados para establecer un modelo predictivo
mediante la utilizacion de dos algoritmos de reconocimiento de patrones distintos:

1) Una maquina de vector de soporte (SVM) - p. €j., RBF, véase Baker et al. Analyst 2010 135(5),
Sattlecker et al. Analyst 2010 135(5); y

2) Analisis de funcién discriminante y de componentes principales (PC-DFA, por sus siglas en inglés).

[0232] Las firmas, una vez han sido separadas en un "conjunto de entrenamiento” de firmas y un "conjunto
ciego" de firmas, pueden utilizarse para desarrollar un modelo predictivo poderoso que puede asignar un
diagndstico favorable o desfavorable a una firma no asignada. El "conjunto de entrenamiento” se entrena
mediante la utilizacion de algoritmos de reconocimiento de patrones al realizar una busqueda en cuadricula para
optimizar el coste y las funciones gamma para garantizar que puede identificar un conjunto de entrenamiento
para, de esta manera, producir un modelo predictivo viable. El "conjunto ciego" es, entonces, ofrecido al modelo
que, a continuacion, debe predecir si las firmas individuales del conjunto ciego deberian relacionarse con un
diagndstico y/o prondstico favorable o desfavorable. Las predicciones pueden, a continuacion, traducirse en una
"matriz de confusion" que ilustra qué predicciones se realizaron. Estas predicciones pueden, a continuacion,
validarse (p. €j., al comprobar el resultado real, por ejemplo, de una biopsia) para calcular la sensibilidad y
especificidad del modelo.

[0233] La figura 15 es un grafico que ilustra la precision del conjunto de entrenamiento del modelo predictivo de
suero entero cuando se evalua el "conjunto ciego" mediante la utilizacién del modelo predictivo. Cuando se utiliza
el modelo predictivo, generado por el conjunto de entrenamiento, para asignar un diagndstico a las firmas del
"conjunto ciego”, 21 de los 216 espectros (es decir, en los casos en los que se utilizaron los 3 espectros de
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repeticion) se clasificaron erroneamente, lo que dio lugar a una sensibilidad de un 88,19 % y una especificidad de
un 94,44 %.

[0234] Se llevo a cabo el mismo entrenamiento en 74 firmas espectrales (x3) obtenidas para muestras de suero
tipo 3 (con componentes de un peso molecular por encima de 10 kDa eliminados), que se secaron de nuevo de
acuerdo con el protocolo de 8 minutos descrito anteriormente. De nuevo, se separaron en un “"conjunto de
entrenamiento” (dos tercios) y un "conjunto ciego" (un tercio) exactamente como se ha descrito anteriormente en
relaciéon con las muestras de suero tipo 1.

[0235] La figura 16 es un grafico que ilustra la precision del conjunto de entrenamiento del modelo predictivo de
suero tipo 3 cuando se evalla el "conjunto ciego" pertinente frente al modelo predictivo. Cuando se utiliza el
modelo predictivo, generado por el conjunto de entrenamiento, para asignar un diagnéstico a las firmas del
"conjunto ciego", 38 de los 216 espectros (es decir, en los casos en los que se utilizaron los 3 espectros de
repeticion) se clasificaron erréneamente, lo que dio lugar a una sensibilidad de un 78,9% y una especificidad de
un 88,9%.

[0236] De esta forma, parece ser que el suero tipo 1 (suero entero) produce un modelo predictivo mejor que el
suero tipo 3 en términos de sensibilidad y especificidad globales. Esto simplifica los métodos de diagnostico de la
invencion todavia mas, puesto que no se necesitaria procesar mas el suero entero con el fin de obtener
resultados de diagndstico fiables.

[0237] Estos resultados demuestran el potencial de diagndstico excelente de las firmas espectroscépicas en
relacion con los trastornos proliferativos como el glioma. Obviamente, los modelos predictivos descritos podrian
mejorarse mas entrenando conjuntos de firmas mas grandes en base de datos. Las bases de datos mas
perfeccionadas pueden contener, adicionalmente, informacion objetiva adicional relativa a los sujetos en
cuestion, lo que podria permitir mas predicciones especificas para el paciente. Las bases de datos de firmas
podrian utilizarse facilmente por separado o junto con un modelo predictivo para relacionar firmas no asignadas
con un diagnostico favorable o desfavorable, por ejemplo, mediante comparaciones "de ajuste 6ptimo".

[0238] Los modelos predictivos como los que se describen en el presente documento pueden incorporarse
facilmente en programas informaticos instalados en un ordenador de a bordo de un kit de diagnéstico con el fin
de proporcionar un kit de diagnéstico sencillo capaz de realizar un diagnoéstico rapido. Dicho kit de diagnostico
puede incorporar un dispositivo espectroscépico o, de otro modo, poder comunicarse con un dispositivo
espectroscopico (o su unidad de almacenamiento de firma asociada) con el fin de que los algoritmos predictivos
puedan ejecutarse en firmas de suero sanguineo obtenidas. Debido a la contribucion al estado de la técnica de la
presente invencion, ahora es facil imaginar como puede producirse un kit de diagnostico rentable y sencillo que
permite un diagnéstico rapido de trastornos proliferativos a partir de una simple muestra de sangre. El kit de
diagndstico puede adaptarse rapidamente, mediante la utilizacién de técnicas conocidas en el estado de la
técnica, para incluir un rango de funcionalidad para automatizar cualquiera o la totalidad de las etapas de método
descritas en el presente documento.

[0239] También es facil imaginar como podrian utilizarse los kits de diagndstico espectroscopicos descritos en el
presente documento junto con los kits de ensayo para proporcionar diagnosticos muy precisos, fiables y
validados adecuadamente sin necesitar biopsias invasivas o imagenes costosas. Alternativamente, los métodos y
kits de diagndéstico descritos en el presente documento podrian utilizarse para el cribado previo antes de
emplearse métodos de diagndstico caros y/o invasivos.

EJEMPLO 2A- Analisis espectroscépico de una muestra de sangre

Métodos y materiales

Muestras de suero

[0240] Se tomaron muestras de sangre de 49 pacientes a los que se les habia diagnosticado un tumor cerebral
de glioblastoma multiforme (GBM) [es decir, de alto grado], 23 pacientes a los que se les habia diagnosticado un
glioma de bajo grado (astrocitoma, oligoastrocitoma, oligodendroglioma) y 25 pacientes normales (sin cancer).
Las muestras se obtuvieron del banco de tejidos de investigacion Walton (Walton Research Tissue Bank) y del
banco de tejidos de tumores cerebrales del noroeste (Brain Tumour North West Tissue Bank [BTNW, por sus
siglas en inglés]), donde todos los pacientes habian dado su consentimiento para fines de investigacion. La
informacion de las muestras de sangre se expone en la tabla 16 siguiente.

[0241] Se tomaron todas las muestras de sangre antes de la intervencion. Se dejo que los tubos de suero se
coagularan a temperatura ambiente durante un minimo de 30 minutos y un maximo de 2 horas desde la
extraccion de sangre hasta la centrifugacion. Se consiguio la separacion del coagulo mediante la centrifugacion a
1200 g durante 10 minutos y se distribuyeron alicuotas de suero de 500 pl en crioviales premarcados. Se
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congelaron instantaneamente las muestras de suero mediante la utilizacion de nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C.

[0242] EI promedio de edad del conjunto de muestra completo es de 54,62 afios. En la medida de lo posible, las
muestras de suero de GBM y control eran de personas de la misma edad y sexo.

Tabla 16 - Informacién de muestras de sangre

Grado de Numero Rango de edad/promedio de | Género

tumor de sujetos | edad

Normal (sin 25 26-87/59,1 afios 29 hombres,

cancer) 20 mujeres

Bajo grado 23 19-60,3/36,9 anos 11 hombres,
12 mujeres

Alto grado 49 24,7-78,8/60,1 anos 15 hombres,
10 mujeres

Estudio de secado

[0243] Se utilizé suero mezclado de humano normal (0,2 pL filtrado de manera estéril, CS100-100, comprado a
TCSBiosciences, Reino Unido) en un volumen de 1 yL para determinar el tiempo de secado 6ptimo necesario
para una recogida espectral de calidad.

[0244] Los espectros se recogieron mediante la utilizacion del espectrometro JASCO FTIR-410 equipado con un
diamante de reflexion unica Specac ATR Golden Gate™ en la Universidad de Lancashire Central (University of
Central Lancashire), en el intervalo de 4000-400 cm™', a una resolucion de 4 cm™ y mas de 32 escaneos
afadidos conjuntamente. Antes de cada recogida espectral, se recogio un espectro de absorciéon de fondo para
realizar la correccion atmosférica.

[0245] Se trasvasé mediante pipeta 1 pL de suero sobre el cristal de ATR-FTIR y se recogié un espectro en
intervalos de 0, 2, 4, 8, 16 y 32 minutos para observar los cambios durante el proceso de secado. La pelicula de
suero completa secada se limpid del cristal mediante la utilizacion de etanol absoluto (comprado a Fisher
Scientific, Loughborough, Reino Unido). Se recogié una repeticion bioldgica y dos repeticiones técnicas por 1 uL
de suero secado. El experimento de secado se repitié diversas veces para obtener espectros representativos en
diversos momentos durante el secado.

Estudio de varianza

[0246] Se utiliz6 suero mezclado de humano normal (0,2 L filtrado de manera estéril, CS100-100, comprado de
TCSBiosciences, Reino Unido) en el estudio de varianza, donde se trasvas6 mediante pipeta 1 uL sobre el cristal
de diamante de reflexién unico de ATR-FTIR y se seco durante 8 minutos, momento en el que se recogieron 3
espectros. Se recogieron tres espectros por 1 L y se repitié 50 veces. La mancha de suero secada se limpi6 del
cristal entre cada repeticion de varianza con etanol absoluto (comprado a Fisher Scientific, Loughborough, Reino
Unido). En total, 150 espectros de ATR-FTIR fueron recogidos del estudio de varianza.

Modelo de diagndéstico espectral de ATR-FTIR

[0247] Todas las muestras de suero entero fueron descongeladas antes de la recogida espectral y se prepararon
alicuotas de filtracion de 100 kDa, 10 kDa y 3 kDa mediante la utilizacion de filtros centrifugos Amicon Ultra-
0,5 mL (comprado de Millipore Limited, Reino Unido [Figura 1]). Los filtros centrifugos filtran componentes del
suero por encima del punto limite de la membrana de filtros (es decir, 100 kDa), lo que permite que los
componentes que estén por debajo del punto limite de membrana de filtro pasen a través de la misma.

[0248] La figura 17 muestra 0,5 ml de suero siendo trasvasado mediante pipeta a un filtro centrifugo (izquierda)
que se centrifuga de tal manera que el filtro retiene todos los constituyentes de suero por encima del rango de
kilodalton (100, 10 o 3 kDa), permitiendo solamente el paso a través del suero de filtrado que contiene
constituyentes por debajo del rango maximo.

[0249] Cada muestra de suero entero (alto grado, bajo grado y control) tenia una alicuota de filtracion preparada
mediante el trasvase con pipeta de 0,5 mL del suero entero al dispositivo de filtracion y mediante la
centrifugacion a 14 000 rpm durante; 10 minutos, 15 minutos y 30 minutos para dispositivos de filtro de 100 kDa,
10 kDa y 3 kDa, respectivamente.
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[0250] Se recogieron espectros en un orden aleatorio en los conjuntos de muestra de suero. Para cada muestra,
se secod 1 yL de mancha de suero durante 8 minutos sobre el cristal de ATR-FTIR, momento en el cual se
recogieron 3 espectros. Este procedimiento se repitid tres veces por muestra. Como consecuencia, se recogieron
9 espectros para cada muestra. Antes de la recogida espectral, se recogié un espectro de absorcion de fondo
(para la correccion atmosférica) antes de que el 1 pL fuera trasvasado mediante pipeta sobre el cristal de ATR-
FTIR; por lo tanto, se recogié un fondo por duplicado de suero. La pelicula de suero secada se limpi6 del cristal
en medio de cada procedimiento mediante la utilizacion de desinfectante Virkon® (comprado a Antec Int., Suffolk,
Reino Unido) y de etanol absoluto (comprado a Fisher Scientific, Loughborough, Reino Unido).

[0251] Se obtuvieron espectros en el rango de 4000-400 cm™, a una resolucion de 4 cm™' y se promediaron mas
de 32 escaneos afadidos conjuntamente. En total, se recogieron 3375 espectros de ATR-FTIR de todas las
muestras de suero de filtracion y entero. En la tabla 2, se muestra el numero total de espectros y pacientes en
cada grado de suero y categoria de filtracion.

Tabla 17 - El numero de espectros recogidos y el nimero de pacientes (entre paréntesis) para cada composicion
de filtrado para el rango de grados de gravedad de suero de cancer siendo analizados.

Suero entero | Suero 100 kDa | Suero 10 kDa | Suero 3 kDa
Suero de alto grado 441 (49) 423 (47) 423 (47) 405 (45)
Suero de bajo grado | 207 (23) 207 (23) 198 (22) 198 (22)
Suero normal (sin 225 (25) 225 (25) 225 (25) 198 (22)
cancer)

Analisis de datos

[0252] EI analisis de preprocesamiento y de multivarianza (MVA) se llevd a cabo en los datos espectrales sin
procesar en Matlab™ (7.11.0 (R2010b) (The MathWorks, Inc. EE. UU.) mediante la utilizacion de software escrito
interno.

Resultados

Estudio de secado

[0253] La figura 18 muestra diversas firmas espectroscopicas de ATR-FTIR superpuestas de suero humano
entero secado a temperatura ambiente durante 0, 2, 4, 6, 8, 16 y 32 minutos. Los espectros se han inclinado para
una visualizacion mas comoda.

[0254] En la figura 18, se muestran los datos espectrales de ATR-FTIR tipicamente observados a partir de 1 pL
de suero humano entero a lo largo de un intervalo de 0-32 minutos durante el secado. Los espectros se han
inclinado para una visualizacion mas cémoda. A temperatura ambiente (~18 °C) se ha observado que 1 pL de
suero se seca tras 8 minutos a través de diversos experimentos de secado repetidos. La recogida espectral
eficaz requiere un contacto directo entre la muestra de suero y el cristal de ATR-FTIR para permitir la interaccion
con el campo evanescente; esto puede alcanzarse dejando que la muestra de suero liquido se seque. El secado
permite que la intensidad de las bandas aumente exponencialmente a medida que disminuye el hinchamiento, de
tal manera que se reduce la distancia entre la interferencia reflectante (agua) y las moléculas de muestra.

Estudio de varianza

[0255] Las figuras 19A-D muestran datos espectrales brutos y sin procesar de (A) espectro de suero entero (900-
3900 cm™) y la (B) region de huella digital (900-1800 cm™') en comparacién con los datos preprocesados
(reduccién de ruido [30 PC] y normalizacion de vector) (C) espectro de suero entero preprocesado y (D) region
de huella digital preprocesada. La region de CO; variable (2300-2400 cm™) se ha eliminado. Los cuatro
espectros muestran un espectro promedio rodeado por un margen de error de desviacion estandar (STD, por sus
siglas en inglés). La varianza mas grande entre los datos espectrales brutos (sin procesar) fue de 1637,27 cm™'
(STD: 0,4209) en ambas regiones de numero de onda analizadas. La varianza mas pequefia en los datos brutos
fue de 3735,44 cm™ (STD: 0,0038) entre 3900-900 cm™ y de 1792,51 cm™" (STD: 0,0138) en la regién de huella
digital. Se aplicaron métodos de preprocesamiento de reduccion de ruido (30 componentes principales) y de
normalizacion de vector a los datos para reducir el punto de referencia y suavizar los datos. Los métodos de
preprocesamiento redujeron considerablemente la STD vy la varianza de los datos espectrales. La STD de datos
brutos mas grande a 1637,27cm™' se redujo desde 0,4209 hasta 0,0043 (preprocesado), una diferencia de
195,9 %. Las STD de varianza espectral mas pequefias se redujeron desde 0,0038 hasta 0,00123 a
3735,44 cm ' y desde 0,0138 hasta 0,0004 a 1792,51 cm™. La STD promedio entre los datos sin procesar y
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brutos 3900-900 cm-* era de 0,0137 y 0,0015, respectivamente. Los valores de STD de los espectros brutos eran
bajos inicialmente, pero se redujeron todavia mas al implementar métodos de preprocesamiento. La
reproducibilidad de los datos espectrales mediante la utilizacién de ATR-FTIR es alta y muestra una varianza
minima, especialmente después del preprocesamiento.

Preprocesamiento de datos de seleccion

[0256] Para cada conjunto de muestra de suero de filtracion y entero, se utiliz6 un enfoque idéntico para
preprocesar los datos espectrales y para analizar mediante la utilizacion de métodos de analisis multivariados.
En primer lugar, para eliminar cualquier sesgo de los modelos de analisis, los duplicados técnicos de cada
muestra se promediaron de tal forma que cada conjunto de muestra de suero contenia tres espectros de cada
paciente; un espectro promedio de cada mancha de paciente. Los datos atipicos fueron, a continuacion,
eliminados de los conjuntos espectrales mediante la utilizacion de una prueba de calidad que discrimina datos
espectrales anormales. En este caso, los espectros con control de calidad normalmente corresponden a
pacientes especificos.

[0257] Un componente principal basado en la reduccion de ruido, mediante la utilizacion de los primeros 30
componentes principales de los datos, se llevd a cabo en los espectros para mejorar la relacion sefal-ruido.
Después de esto, se normalizaron los vectores y se centr6 la media para todos los espectros. Los datos
espectrales también fueron analizados mediante la utilizacion de segundos espectros derivados de los datos,
pero los mejores resultados globales para PCA y SVM se alcanzaron mediante la utilizacion de la reduccion del
ruido, la normalizacion de vectores y el proceso de centrado de media.

[0258] El analisis de componentes principales (PCA) se llevd a cabo en los espectros preprocesados,
proporcionando una clasificacion sin supervision a partir de la cual podrian interpretarse las cargas. Las
magquinas de vector de soporte (SVM) también fueron aplicadas a los conjuntos de datos mediante la utilizacion
de un nucleo de funcion de base radial (RBF). Mediante la utilizaciéon del codigo LIBSVM en MATLAB, (Chih-
Chung Chang y Chih-Jen Lin, LIBSVM: a library for support vector machines. ACM Transactions on Intelligent
Systems and Technology, 2:27:1--27:27, 2011. Software disponible en http://www.csie.ntu.edu.tw/~cjlin/libsvm)
se llevd a cabo una validacion cruzada automatica de n veces en los datos para encontrar los mejores valores
para las funciones de coste y gamma. Estos valores se utilizaron a continuacion para entrenar la SVM en modo
one-versus-rest mediante la utilizacion de un conjunto de entrenamiento seleccionado de forma aleatoria
consistente en dos tercios de los datos espectrales asociados al paciente. El resto de los datos, que constituye el
conjunto ciego de prueba, fue a continuacion proyectado en el modelo, y se calcularon matrices de confusion
proporcionando una precision de clasificacion de SVM global basada en las marcas de clases de datos
verdaderas y pronosticadas. Se calcularon sensibilidades y especificidades para cada modelo de SVM y para
cada grupo de enfermedad independiente.

[0259] Los resultados presentados en las tablas 18, 19 y 20 a continuacién se obtuvieron de tres conjuntos de
prueba y espectral ciego diferentes para proporcionar un rango de sensibilidades y especificidades para el suero
entero.

Tabla 18 - Andlisis estadistico para la prueba 1 en suero entero

1 (mejor Optimo Rango Bajo | Rango Alto | Rango Promedio Rango
suero) normal normal bajo alto global global
Sensibilidad 100 75,00 - 87,5 | 87,50 - 93,75 | 92,86 - 93,75 75,00 -
de paciente 100,00 87,50 93,75 100,00
Especificidad | 95,83 95,45 - 100 95,45 - 93,75 | 87,50 - 96,53 87,50 -
de paciente 100,00 100,00 93,75 100,00
Sensibilidad 95,83 78,26 - 86,36 | 85,00 - 95,65 | 92,86 - 92,61 78,26 -
de espectros 95,83 91,67 95,65 95,83
Especificidad | 97,06 95,45 - 100 95,45 - 91,30 | 86,36 - 96,12 86,36 -
de espectros 100,00 100,00 91,30 100,00
MEJOR SVM: C=22,63, Gamma= 4, Precision de entrenamiento= 85,86 %, precisién total de SVM = 96,875 %

Tabla 19 - Andlisis estadistico para la prueba 2 en suero entero

2 Normal Bajo | Alto Promedio global
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2 Normal Bajo | Alto Promedio global
Sensibilidad de 75 87,50 | 92,86 | 85,12
paciente

Especificidad de | 95,45 95,45 | 87,5 92,80
paciente

Sensibilidad de 78,26 91,67 | 92,86 | 87,60
espectros

Especificidad de | 95,45 96,88 | 89,13 | 93,82
espectros

Tabla 20 — Analisis estadistico para la prueba 3 en suero entero

3 Normal Bajo | Alto Promedio global
Sensibilidad de 87,5 87,5 93,33 | 89,44

paciente

Especificidad de 100 95,65 | 87,5 94,38

paciente

Sensibilidad de 87,5 85 93,18 | 88,56

espectros

Especificidad de 100 95,45 | 86,36 | 93,94

espectros

[0260] Los resultados presentados en la tabla 21 a continuacién se obtuvieron a partir de una prueba
5 correspondiente en suero filtrado 100 kDa.

Tabla 21 - Andlisis estadistico para ensayo en suero filtrado 100 kDa

MEJOR SVM: C=2048, Gamma= 0,85, Precision de entrenamiento= 72,58 %, precision total
de SVM =79,57 %

Normal Bajo Alto Promedio global
Sensibilidad de paciente 50 57,14 100 69,05
Especificidad de paciente 95,45 95,45 66,7 85,87
Sensibilidad de espectros 54,17 61,90 93,75 69,94
Especificidad de espectros 94,12 94,12 67,44 85,39

Abreviaturas

[0261]

10 ATR - Reflexion total atenuada
FGF basico - Factor de crecimiento fibroblastico basico
B-NGF - Factor de crecimiento nervioso beta
CTACK - Quimiocina de atraccion de células t cutaneas;
FTIR - Infrarrojo con transformada de fourier
15 G-CSF - Factor estimulador de colonias de granulocitos
GM-CSF - Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos
GRO - Oncogén relacionado con el crecimiento
GRO-a - Oncogén a relacionado con el crecimiento
HGF - Factores de crecimiento hematopoyéticos,

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2779576 T3

ICAM-1 - Molécula de adhesidn intercelular 1

IFN-gamma - Interferon gamma

IGFBP-1 - Proteina 1 de unién al factor de crecimiento similar a la insulina
IL-1a - Interleucina 1 alfa

IL-1B - Interleucina 1 beta

IL-1ra - Antagonista receptor de interleucina 1

IL-1 R1 - Prot 1 rel. receptor de interleucina 1

IL-1 R4/ST2 - Receptor 4, ST2 de interleucina 1

IL-2 - Interleucina 2

slL-2 Ra - Receptor soluble a de interleucina 2

IL-3 - Interleucina 3

IL-4 - Interleucina 4

IL-5 - Interleucina 5

IL-6 - Interleucina 6

IL-6 R - Receptor 6 de interleucina

IL-7 - Interleucina 7

IL-8 - Interleucina 8

IL-10 - Interleucina 10

IL-11 - Interleucina 11

IL-12 p40 - Interleucina 12p40

IL-12 p70 - Interleucina 12p70

IL-13 - Interleucina 13

IL-15 - Interleucina 15

IL-16 - Interleucina 16

IL-17 - Interleucina 17

IL-18 - Interleucina 18

IR - Infrarrojo

MCP-1 - Proteina quimioatrayente de monocitos 1

MCP-3 - Proteina quimioatrayente de monocitos 3

M-CSF - Factor estimulador de colonias de macréfagos

MIF - Factor inhibidor de la migracion de macrofagos

MIG - Monocina inducida por interferon gamma

MIP-1a - p-1a inflamatoria de macréfagos

MIP-1 - p-1B inflamatoria de macréfagos

MIP-15 - p-15 inflamatoria de macrofagos

MIP-3 a - p-3a inflamatoria de macréfagos

MIP-3 (3 - p -33 inflamatoria de macréfagos

MSP-a - Cadena a de proteina estimuladora de macréfagos
PAI-1 - Inhibidor 1 del activador del plasminégeno

PDGF AA - Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDGF-BB - Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PIGF - Factor de crecimiento placentario

RANTES - Regulado tras activacion, expresion normal en células T
SCF - Factor de la célula madre

SDF-1 - Factor derivado de células estromales

sgp130 - Glicoproteina soluble 130

sHER2 neu - Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
slL-6R alpha - Receptor soluble de interleucina 6 alfa
sTNF RI - Receptor | soluble del TNF

sTNF RII - Receptor Il soluble del TNF

sVEGFRH1 - receptor 1 de factor de crecimiento endotelial vascular soluble
TARC - Quimioquina reguladora de la actividad del timo
TECK - Quimiocina expresada por el timo

TGF-beta 1 - Factor de necrosis tumoral beta 1

TGF-beta 3 - Factor de necrosis tumoral beta 3

TIMP-1 - Inhibidor tisular de metaloproteina 1

TIMP-2 - Inhibidor tisular de metaloproteina 2

TNF-a - Factor de necrosis tumoral alfa

TNF-( - Factor de necrosis tumoral beta

TPO - Trombopoyetina

TRAIL R3 - Receptor 3 de ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF
TRAIL R4 - Receptor 4 de ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF
VEGEF - Factor endotelial vascular f.

VEGF C - Factor de crecimiento endotelial vascular C
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VEGF-D - Factor endotelial vascular f-D.
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REIVINDICACIONES

Método de diagndstico de un cancer en un sujeto, comprendiendo el método realizar un analisis
espectroscopico en una muestra de suero sanguineo de entre 0,1 - 10 pl del sujeto para producir una
firma espectroscopica caracteristica de la muestra de suero sanguineo; donde el analisis espectroscépico
es reflexion total atenuada FTIR (ATR-FTIR), en la que los "cristales de ATR" soportan la muestra de
suero sanguineo durante el andlisis de IR y donde una pelicula de la muestra de suero sanguineo se
aplica a la superficie del cristal de ATR antes del analisis FTIR y se deja secar para producir una pelicula
de muestra de suero sanguineo de un grosor adecuado.

Método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el cancer es un cancer cerebral, como un glioma.

Método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el secado se lleva a cabo a temperatura ambiente y
presion estandar (SATP) durante entre 4 y 16 minutos, u otras condiciones equivalentes produciendo el
mismo nivel de secado.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la pelicula de muestra de suero
sanguineo es de un grosor sustancialmente uniforme con una tolerancia de +/- 40 um o inferior y/o donde
la pelicula de muestra de suero sanguineo presenta un grosor de pelicula maximo (es decir, el punto de
grosor maximo) a lo largo de la superficie del cristal de ATR (o al menos su parte expuesta al analisis de
IR) de entre 1y 200 pm.

Método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, donde la firma espectroscopica caracteristica de
la muestra de suero sanguineo (es decir, la region de firma) es el espectro entre 900 y 1800 cm™'.

Método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, donde la firma obtenida espectroscépicamente
se compara con una pluralidad de firmas precorrelacionadas almacenadas en una base de datos (p. €j.,
un "conjunto de entrenamiento”) con el fin de obtener una correlacion con un diagnéstico favorable o
desfavorable o donde la firma obtenida espectroscopicamente se correlaciona con un diagnostico
favorable o desfavorable a partir de un modelo predictivo desarrollado mediante el "entrenamiento” (p. €j.,
a través de algoritmos de reconocimiento de patrones) de una base de datos de andlisis
precorrelacionados.
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