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DESCRIPCION
Métodos relacionados con la captura de exosomas positivos para CA-IX

La presente invencion se refiere a métodos para el aislamiento de exosomas derivados de tumores por
inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX, a métodos para cuantificar secuencias de &cido nucleico
relacionadas con tumores a partir de tales exosomas aislados y a métodos para determinar in vitro la presencia
de un tumor en un sujeto.

Antecedentes de la invencién

Los exosomas son vesiculas membranosas de 30-100 nm de diametro de origen endocitico. Son nanovesiculas
extracelulares lipidicas naturales producidas y liberadas practicamente por todos los tipos celulares de manera
finamente regulada y funcionalmente relevante, de modo que la composicion de secuencias de acido nucleico y
proteinas refleja el tipo y estado de una célula progenitora. Estas vesiculas tienen, de manera intrinseca,
estabilidad y capacidad para atravesar barreras biolégicas, de modo que los exosomas originados a partir de
diferentes tejidos puedan encontrarse en liquidos biolégicos facilmente accesibles, tales como la sangre. Dadas
sus funciones y caracteristicas biolégicas, los exosomas se consideran centinelas tempranos de las alteraciones
en la homeostasis y el metabolismo celular y tisular, y son una atractiva fuente para la identificacion de
novedosos biomarcadores relevantes de las enfermedades, asi como la exhibicion de marcadores tisulares
conocidos en un paradigma de biopsias liquidas. Esto es una premisa trascendental y una promesa de uso de
ensayos dirigidos a exosomas en el diagnostico de enfermedades complejas, tales como el cancer. El desafio
principal reside en la asociacion de marcadores asociados a exosomas a un tejido particular, en una condicion
particular, y la optimizaciéon de soluciones y ensayos fiables, asequibles y no invasivos, dirigidos a exosomas,
que puedan implementarse de manera realista en la investigacién y practica clinicas.

Existe la necesidad de desarrollar métodos que puedan aislar exosomas derivados de tumores a partir de
muestras bioldgicas, y detectar y cuantificar, de manera significativa, secuencias de acido nucleico relacionadas
con tumores tales como las mutaciones puntuales del gen de BRAF BRAFV600E, BRAFV600K, BRAFV600R,
BRAFV600M y BRAFV600D, la amplificacién del gen de BRAF de tipo natural (WT) (4, 5), mutaciones puntuales
del gen de KRAS tales como KRAS G12C, KRAS G12S, KRAS G12V, KRAS G12A, KRAS G12D, KRAS G13D y
la amplificacién del gen de KRAS WT (6), mutaciones puntuales del gen de NRAS tales como NRAS G12C y
NRAS G12D, NRAS Q61K, NRAS Q61R (7, 8), mutaciones puntuales del gen del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) tales como EGFR T790M, EGFR L858R, delecién del exén 19 de EGFR,
delecion del ex6n 20 de EGFR (9, 10), amplificacion y sobreexpresion del gen de c-Myc (11, 12), transcritos de
ARN de retrotransposones tales como elemento nuclear entremezclado corto y largo (SINE, LINE) y repeticiones
del retrovirus endégeno humano (HERV) (12), mutaciones puntuales del gen del receptor de androgenos (AR)
tales como AR L702H, AR W742C, AR H875Y, AR F877L, AR T878A, amplificacion del gen de AR WT y AR-V7
de variantes de corte y empalme (13-15).

Técnica anterior

B. J. Tauro et al., Molecular & Cellular Proteomics, vol. 12, n.? 3, diciembre de 2012, paginas 587-598, da a
conocer un procedimiento para la inmunopurificacién de exosomas derivados de tumores usando anticuerpos
dirigidos contra A33 y EpCAM. Sin embargo, A33 no es mas especifico que la precipitacion genérica de
exosomas.

La anhidrasa carbonica IX (CA-IX) es un biomarcador tumoral conocido con valor en diagnéstico y pronostico, y
una posible diana para el desarrollo de farmacos antineoplasicos (1-2). Una forma soluble de CA-IX puede
detectarse en el suero de pacientes con cancer (3).

El documento W02012115885 cita a CA-IX como un biomarcador que puede medirse a partir de los exosomas.

Dorai (16) describe como las células de carcinoma renal, cuando se ven forzadas a sobreexpresar CA-IX,
aumentan la diseminacién de exosomas.

A. Abols et al., United European Gastroenterology Journal, vol. 4, suplemento n.? 5, octubre de 2016, pagina
A284, declaran que CA-IX se sobreexpresa en una variedad de canceres, incluyendo cancer de colon, y
desempefia una funcion crucial en el mantenimiento de la ventaja selectiva de las células cancerosas.

Los anticuerpos anti-CA-IX, ya sea monoclonales o policlonales, y dirigidos a diversas especies tales como ser
humano, rata o ratones, se encuentran disponibles comercialmente de, por ejemplo, ThermoFisher Scientific Inc.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa los niveles de BRAF y BRAFV600E medidos a partir de exosomas aislados de un plasma
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de paciente positivo para V600E, o bien por precipitacién genérica o bien por inmunocaptura con diversos
anticuerpos, incluyendo CA-IX.

Las figuras 2A y B representan los niveles génicos de BRAF medidos en exosomas aislados del plasma de
pacientes sanos, con cancer colorrectal 0 con melanoma, o bien por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX
o bien por precipitacién genérica.

La figura 2C representa la frecuencia alélica de AR T878 cuando se mide a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes con cancer de préstata, por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-1X o por precipitacion
genérica de EV.

La figura 3 representa los niveles génicos de BRAF medidos en exosomas aislados del plasma de pacientes
sanos o con cancer colorrectal, o bien por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX o bien por inmunocaptura
con un anticuerpo anti-EPCAM.

La figura 4 representa la puntuacién Z de los niveles de BRAF cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer colorrectal por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 5 representa la puntuacién Z de los niveles de BRAF cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer de préstata por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 6 representa la puntuacién Z de los niveles de BRAF cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos 0 con cancer gastrico por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-1X.

La figura 7 representa la puntuacién Z de los niveles de BRAF cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos 0 con cancer ovarico por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 8 representa la puntuacion Z de los niveles de KRAS cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos, con cancer colorrectal, con hiperplasia prostatica benigna o con cancer de
prostata por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 9 representa la puntuacion de los niveles de EGFR cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer de pulmén por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 10 representa la puntuacion de los niveles de HERV-W cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer de pulmén por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-1X.

La figura 11 representa la puntuacién de los niveles de LINE cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer de pulmén por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 12 representa la puntuacién de los niveles de c-Myc cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer de pulmén por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 13 representa la puntuacion de los niveles de HERV-W cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer de mama por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 14 representa la puntuacién de los niveles de LINE cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer de mama por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 15 representa la puntuacion de los niveles de AR-WT cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer de préstata por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 16 representa la puntuacion de los niveles de AR-T878A cuando se miden a partir de exosomas
aislados del plasma de pacientes sanos o con cancer de préstata por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-
IX.

La figura 17 representa la puntuacion de los niveles de HERV-W cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer colorrectal por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 18 representa la puntuacién de los niveles de LINE cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer colorrectal por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 19 representa la puntuacion de los niveles de HERV-W cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos 0 con cancer gastrico por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-1X.

La figura 20 representa la puntuacién de los niveles de LINE cuando se miden a partir de exosomas aislados del
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plasma de pacientes sanos o con cancer gastrico por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 21 representa la puntuacién de los niveles de c-Myc cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer ovarico por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-1X.

La figura 22 representa la puntuacion de los niveles de HERV-W cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer de pulmén por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-1X.

La figura 23 representa la puntuacién de los niveles de c-Myc cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer de pulmén por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 24 representa la puntuacién de los niveles de LINE cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer de pulmén por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 25 representa la puntuacién de los niveles de LINE cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer colorrectal por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 26 representa la puntuacion de los niveles de EGFR cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer colorrectal por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 27 representa la puntuacion de los niveles de HERV-W cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer colorrectal por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 28 representa la puntuacién de los niveles de LINE cuando se miden a partir de exosomas aislados del
plasma de pacientes sanos o con cancer de mama por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 29 representa la puntuacion de los niveles de HERV-W cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con melanoma por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 30 representa la puntuacion de los niveles de HERV-W cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos 0 con cancer ovarico por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-I1X.

La figura 31 representa la puntuacion de los niveles de AR-WT cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer de préstata por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 32 representa la puntuacion de los niveles de AR-V7 cuando se miden a partir de exosomas aislados
del plasma de pacientes sanos o con cancer de préstata por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 33 representa la puntuacién de los niveles de LINE cuando se miden a partir de exosomas aislados de
la orina de pacientes sanos o con cancer de vejiga por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 34 representa la puntuacion de los niveles de HERV-W cuando se miden a partir de exosomas aislados
de la orina de pacientes sanos o con cancer de vejiga por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 35 representa la puntuacion de los niveles de ¢c-Myc cuando se miden a partir de exosomas aislados de
la orina de pacientes sanos o con cancer de vejiga por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

La figura 36 representa la puntuacién de los niveles de LINE cuando se miden a partir de exosomas aislados de
la orina de pacientes sanos o con cancer de vejiga por inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-IX.

Descripcion detallada de la invencion

Se ha encontrado sorprendentemente que, cuando un anticuerpo anti-CA-IX se usa para capturar exosomas a
partir de un liquido biolégico, permite el aislamiento de exosomas derivados de tumores.

Por consiguiente, en un primer aspecto de esta invencion, se proporciona un método para el aislamiento in vitro
de exosomas derivados de tumores a partir de un liquido bioloégico, comprendiendo tal método capturar
exosomas a partir de una muestra de ese liquido bioldgico con un anticuerpo anti-CA-1X.

También se ha encontrado sorprendentemente que, cuando un anticuerpo anti-CA-IX se usa para capturar
exosomas a partir de un liquido biolégico, permite la deteccidén y cuantificacion significativas de secuencias de
acido nucleico relacionadas con tumores, y discriminar entre pacientes que estan afectados por un tumor y
aquellos que no lo estan.

Por consiguiente, en un segundo aspecto de esta invencién, se proporciona un método para la cuantificaciéon in
vitro de una secuencia de acido nucleico relacionada con tumores a partir de un liquido bioldégico, comprendiendo
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tal método
a) capturar exosomas a partir de una muestra de tal liquido bioclégico con un anticuerpo anti-CA-IX, y

b) detectar el nivel de secuencia de acido nucleico relacionada con tumores presente en los exosomas
capturados en la etapa a).

En un tercer aspecto de esta invencion, se proporciona un método para determinar in vitro la presencia de un
tumor en un sujeto que comprende

a) capturar exosomas a partir de una muestra de liquido biolégico de ese sujeto con un anticuerpo anti-CA-IX,

b) determinar el nivel de una secuencia de acido nucleico relacionada con tumores presente en los exosomas
aislados en la etapa a), y

¢) comparar el nivel de secuencia de acido nucleico relacionada con tumores determinado en la etapa b) con uno
0 mas valores de referencia.

Aunque un kit no se encuentra dentro del alcance de las reivindicaciones, en el presente documento también se
da a conocer un kit para su uso en el aislamiento de exosomas derivados de tumores a partir de un liquido
biolégico. Tal kit comprende un anticuerpo anti-CA-IX. Es adecuado para su uso en la cuantificacion de una
secuencia de acido nucleico relacionada con tumores en exosomas a partir de un liquido bioldégico o para
determinar in vitro la presencia de un tumor en un sujeto a partir de exosomas aislados de un liquido biolégico. El
kit puede comprender ademas un conjunto de cebadores dirigidos a la secuencia de acido nucleico relacionada
con tumores.

En una realizacién segun cualquier aspecto, el tumor se selecciona de la lista de cancer de pulmén, cancer de
mama, cancer de vejiga, cancer renal, cancer de prostata, cancer colorrectal, cancer gastrico, cancer ovarico y
melanoma.

En una realizacién segun cualquier aspecto de esta invencion, el liquido biolégico se selecciona de la lista de
sangre, plasma, suero, orina y saliva.

En una realizacién segun cualquier aspecto de esta invencion, la secuencia de acido nucleico relacionada con
tumores se selecciona de la lista de una secuencia de ADN bicatenario, una secuencia de ADN monocatenario y
una secuencia de ARN.

En una realizaciéon, la secuencia de &cido nucleico relacionada con tumores de ADN bicatenario es una
secuencia de tipo natural de un gen diana seleccionado del grupo que consiste en el gen de BRAF, el gen de
KRAS, el gen de NRAS, el gen de EGFR y el gen de AR.

En otra realizacién, la secuencia de acido nucleico relacionada con tumores de ADN bicatenario es una
secuencia mutada de un gen diana seleccionado del grupo que consiste en el gen de BRAF, el gen de KRAS, el
gen de NRAS, el gen de EGFR y el gen de AR. En una realizacién especifica, la secuencia mutada se selecciona
de la lista de una amplificacién, una mutacién puntual, una delecién y una insercion.

En una realizacién, la secuencia de acido nucleico relacionada con tumores de ADN bicatenario se selecciona de
la lista de una amplificacion del gen de BRAF WT, una mutacion puntual del gen de BRAF, una amplificacion del
gen de KRAS WT, una mutacién puntual del gen de KRAS, una amplificacion del gen de NRAS WT, una
mutacién puntual del gen de NRAS, una amplificacion del gen de cMyc WT, una amplificacion del gen de EGFR
WT, una mutaciéon puntual del gen de EGFR, una delecién del gen de EGFR, una insercion del gen de EGFR, el
gen de AR WT y una mutacién puntual del gen de AR.

En una realizacién, la secuencia de acido nucleico relacionada con tumores de ADN monocatenario se
selecciona de la lista de una amplificacién del gen de cMyc WT, un retrotransposén del elemento nuclear
entremezclado largo (LINE), un retrotranspos6n del elemento nuclear entremezclado corto (SINE) y un
retrotransposo6n del retrovirus endégeno humano (HERV).

En una realizacion, el retrotransposon de HERV se selecciona de la lista de HERV-H, HERV-K, HERV-C y
HERV-W.

En una realizacion, la secuencia de ARN se selecciona de la lista de ARNm de cMyc WT, ARNm de LINE, ARNm
de SINE, ARNm de HERV, ARNm de receptor de androgenos (AR) WT y ARNm de la variante de corte y
empalme del gen de AR.

En una realizacion, la secuencia de ARNm de HERV se selecciona de la lista de ARNm de HERV-H, ARNm de
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HERV-K, ARNm de HERV-C y ARNm de HERV-W.
En una realizacién, la mutacién puntual del gen de BRAF es una mutacion BRAF V600.

En una realizacion especifica, la mutacion BRAFV600 se selecciona de la lista de BRAFV600E, BRAFV600K,
BRAFV600R, BRAFV600M y BRAFV600D.

En una realizacién, la mutacién puntual del gen de KRAS es una mutacion KRAS G12.

En una realizacion especifica, la mutacién KRAS G12 se selecciona de la lista de KRAS G12C, KRAS G128,
KRAS G12V, KRAS G12A y KRAS G12D.

En una realizacién, la mutacién puntual del gen de KRAS es una mutacion KRAS G13.

En una realizacién especifica, la mutaciéon KRAS G13 es KRAS G13D.

En una realizacién, la mutacién puntual del gen de NRAS es una mutacion NRAS G12.

En una realizacion especifica, la mutacién NRAS G12 se selecciona de la lista de NRAS G12C y NRAS G12D.
En una realizacién, la mutacién puntual del gen de NRAS es una mutacion NRAS Q61.

En una realizacion especifica, la mutacién NRAS Q61 se selecciona de la lista de NRAS Q61K y NRAS Q61R.
En una realizacién, la mutacién puntual del gen de EGFR es una mutacién EGFR T790.

En una realizacién especifica, la mutacién EGFR T790 es EGFR T790M.

En una realizacién, la mutacién puntual del gen de EGFR es una mutacién EGFR L858.

En una realizacién especifica, la mutacién EGFR L858 es EGFR L858R.

En una realizacion, la delecién del gen de EGFR es una delecién del exén 19 de EGFR.

En una realizacion, la insercion del gen de EGFR es la inserciéon del exon 20 de EGFR.

En una realizacion, la mutacién puntual del gen de AR se selecciona de la lista de una mutacién AR L702, una
mutacion AR W742, una mutacién AR H875, una mutacién AR F877 y una mutacién AR T878.

En una realizacién especifica, la mutacién AR L702 es AR L702H.

En una realizacién especifica, la mutacion AR W742 es AR W742C.

En una realizacién especifica, la mutacién AR H875 es AR H875Y.

En una realizacién especifica, la mutacién AR F877 es AR F877L.

En una realizacién especifica, la mutacién AR T878 es AR T878A.

En una realizacion, la variante de corte y empalme del gen de AR es AR-V7.

Todas las realizaciones pueden combinarse.

Ejemplos

La invencion se describe ahora por medio de ejemplos no limitativos. Algunas de las secuencias nucleotidicas
citadas en los ejemplos contienen uno o mas nucleésidos de LNA, que se identifican por el simbolo “+” seguido

por la letra relevante (A, C, G o T/U). Las formulas estructurales de los nucledsidos modificados con LNA se
ilustran en el presente documento a continuacién:
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LNA-unidad Férmula

LNA-Adenosina

LNA-Timidina

LNA 5-Metilcitidina

LNA-Guanosina

Materiales y métodos

A) Extraccion y fraccionamiento de sangre

Todos los pacientes habian ayunado desde la medianoche antes de la extraccién de sangre en la mafiana. La
sangre se extrajo en tubos con K2-EDTA para plasma (VACUTAINER® Becton Dickinson, tapa morada, REF
367864, 6,0 ml) o tubos regulares para suero (VACUTAINER® Becton Dickinson, tapa roja, REF 366881, 5,0 ml).
Los tubos se invirtieron posteriormente 5 6 6 veces, se mantuvieron en posicién vertical y se almacenaron a
temperatura ambiente (20-25 °C). Se realizé un procesamiento adicional en el plazo de una hora a partir de la
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extraccion por centrifugacion a 1500 g durante 15 minutos a 20-25 °C. El plasma se extrajo usando una pipeta
Pasteur desechable (Steroglass, REF: LPMW032653; 5 ml), evitando resuspenderlo al detenerse 3-4 mm por
arriba de la capa leucoplaguetaria. Las muestras se comprobaron visualmente para detectar trazas de lipidos,
bilis (/tterum) o hemolisis. El plasma se extrajo en tubos Falcon de 15 ml, se invirtio suavemente y se distribuy6
en alicuotas en criotubos etiquetados (REF: n°BSM 535, Biosigma) y se almacené a -80 °C.

B) Preparaciones de reactivos y plasma

Las muestras de plasma se centrifugaron a 1200 g durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA) para
eliminar glébulos rojos y residuos celulares. Luego se recogié el sobrenadante y se centrifugd una vez mas a
10000 g durante 30 minutos a TA para eliminar vesiculas y residuos. Se recogi6é el sobrenadante resultante y se
diluyé en una razén en volumen de 1:1 de tampon fosfato (PBS). Se afiadié un microlitro de coctel de inhibidores
de proteasas (1000X; n.% de cat. de Sigma P-834) a cada muestra para conservar los biomarcadores proteicos.
Los reactivos para la purificacion de ADN, incluyendo tampones de lavado, se prepararon segun las
instrucciones del fabricante (HansaBioMed OU, Estonia). Los cebadores y las sondas se reconstituyeron en agua
Milli-Q o tamp6n TE, se distribuyeron en alicuotas y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

C) Aislamiento de exosomas a partir de plasma

Los anticuerpos anti-CAIX y anti-CAXIl, usados para capturar exosomas derivados de tumores, se
proporcionaron amablemente por el Dr. Reinhard Zeidler (Helmoltz Zentrum Munchen, Alemania). Los
anticuerpos anti-cMET (n.° de cat. PA5-27235; Thermo Fisher), anti-CD73 (n.? de cat. ab91086; Abcam), anti-
CAV (n.® de cat. 611338; BD Biosciences), anti-TM9SF4 (Cat Num.: LS-A9852; Lifespan Biosciences, Inc.) y anti-
EPCAM (n.t de cat. PA5-29634; Thermo Fisher) se adquirieron de proveedores comerciales. Se adquirieron
perlas de latex de un proveedor comercial (HansaBioMed OU, Estonia) y se recubrieron usando 1 ug de
anticuerpo por muestra. Para aislar una poblacién genérica de exosomas, se uso el péptido Vn96 seguin las
instrucciones del fabricante (ME-kit, New England Peptide, EE.UU.).

Se afadieron diez microlitros de perlas recubiertas con anticuerpos o 50 ug de péptido Vn96 a la muestra de
plasma diluido previamente aclarado para aislar los exosomas. Las muestras se mezclaron al pipetear hacia
arriba y hacia abajo, y se incubaron durante dos horas a TA bajo rotacion. Después de la incubacion, las
muestras se centrifugaron a 5000 g durante 10 minutos a TA. El sobrenadante obtenido se descartd luego
cuidadosamente sin perturbar el sedimento de perlas. El sedimento se lavdo con PBS y se sedimentd por
centrifugacion a 5000 g durante 10 minutos. La etapa de lavado se repiti6 luego una vez mas y el sedimento final
se resuspendié en 200 ul de PBS 1X.

D) Aislamiento de exosomas a partir de orina

Antes del aislamiento, la orina se concentré6 10X usando unidades de filtracion EMD Millipore Amicon Ultra-15
con un corte de 100 kDa (n.% de cat. UFC910024, Millipore).

Luego se afiadieron diez microlitros de perlas recubiertas con anti-CAIX a 1 ml de orina concentrada. Después
de un aislamiento de 2 horas, las perlas se sedimentaron y lavaron, tal como se describié anteriormente, antes
de la extraccion de ARN.

E) Purificacién y concentraciéon de ADN

Se extrajo y concentrd6 ADN asociado a exosomas (EV-ADN) usando un kit disponible comercialmente para la
extraccion de ADN circulante (EXO-DNAc-PS; HansaBioMed OU, Estonia). Brevemente, los exosomas unidos a
perlas se lisaron con un tampén de lisis de propiedad exclusiva y se digirieron con proteinasa K para liberar el
ADN de los complejos proteicos. La muestra se complementé luego con etanol, se cargd en una columna de
centrifugacion de membrana de silice y se centrifugé a 10000 g durante 1 minuto. Después de la centrifugacion,
se descartd la fraccion no retenida. Se realizaron dos etapas de lavado segun las instrucciones del fabricante
para deshacerse de los disolventes contaminantes e inhibidores derivados de plasma antes de la elucién. EI ADN
eluido se complementd con tampén de unién y etanol, y se cargd en una nueva columna de centrifugacion de
membrana de silice una vez mas para su purificaciéon y concentracion adicionales. Se aplicaron dos etapas mas
de lavado antes de eluir el EV-ADN purificado en un volumen final de 15 pl de tampoén de elucién proporcionado
por el Kit.

F) Purificacién de ARN

El ARN se extrajo directamente a partir del sedimento de perlas usando un kit disponible comercialmente para la
extraccion de ARN exosomico (sortEV™: Exosomics Siena Spa). Brevemente, los exosomas unidos a perlas se
lisaron con un tampén a base de fenol y se agitaron con vértex durante 30 segundos. La muestra se
complementod luego con cloroformo y se centrifugd a 12000 g durante 10 minutos, con el fin de separar la fase
acuosa de la organica. Después de la centrifugacion, se recogi6 la fase acuosa, se complementé con etanol y se
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carg6 en una columna de centrifugacién de membrana de silice. La columna cargada se centrifugd a 14000 g
durante 30 segundos y se descarté la fraccion no retenida. Se realizaron dos etapas de lavado segln las
instrucciones del fabricante para deshacerse de los disolventes contaminantes e inhibidores derivados de plasma
antes de la elucién. El EV-ARN purificado se eluyd en un volumen final de 15 pl de tampén de elucion
proporcionado por el Kit.

G) Amplificacion por PCR de los genes BRAF, KRAS, EGFRy cMyc a partir de EV-ADN

La amplificacion por PCR de EV-ADN es desafiante, debido a la baja abundancia y alta fragmentacion del molde.
Por tanto, se incluy6 una etapa de preamplificacion en el protocolo aguas arriba de la PCR cuantitativa en tiempo
real (qPCR) para mejorar la deteccion de los genes diana BRAFy KRAS.

Cebadores y sondas

Cebadores de preamplificacion de BRAF:

a) WT FW: 5’-TAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG+T-3 (SEQ ID NO: 1);

b) WT RW: 5°-TTAATCAGTGGAAAAATAGCCTCA-3 (SEQ ID NO: 2);

¢) V6OOE FW: 5-TAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG+A-3’ (SEQ ID NO: 3);

d) V60OE RW: 5-TTAATCAGTGGAAAAATAGCCTCA-3' (SEQ ID NO: 4);

Cebadores de preamplificacion de KRAS:

a) WT FW: 5-GGTAGTTGGAGCTGGTGGC-3' (SEQ ID NO: 5);

b) RW: 5-TGATTCTGAATTAGCTGTATCGTCAA-3 (SEQ ID NO: 6);

Cebadores y sonda para gPCR de BRAF:

a) WT: FW: 5-TAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG+T-3’ (SEQ ID NO: 7);

b) WT RW: 5°-TTAATCAGTGGAAAAATAGCCTCA-3 (SEQ ID NO: 8);

¢) VBOOE FW: 5-TAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAG+A-3’ (SEQ ID NO: 9);

d) V60OE RW: 5-TTAATCAGTGGAAAAATAGCCTCA-3 (SEQ ID NO: 10);

e) Sonda: 5’-FAM-CCGAAGGGGATC+CAGACAA+CTGTTCAAACTGCCTTCGG-3BHQ1-3 (SEQ ID NO: 11);
Cebadores y sondas para QPCR de KRAS:

a) WT FW: 5-GGTAGTTGGAGCTGGTGGC-3' (SEQ ID NO: 12);

b) RW: 5'-TGATTCTGAATTAGCTGTATCGTCAA-3’ (SEQ ID NO: 13);

c¢) Sonda: 5-FAM-CACTCTTGCCTACGC-MGB-3’ (SEQ ID NO: 14);

Cebadores y sondas para gPCR de EGFR:

a) FW: 5-GCAGCATGTCAAGATCACAGATT-3 (SEQ ID NO: 15);

b) RW: 5-CCTCCTTCTGCATGGTATTCTTTCT-3’ (SEQ ID NO: 16);

c¢) Sonda WT (VIC): 5’-AGTTTGGCCAGCCCAA-3’ (SEQ ID NO: 17);

Cebadores y sondas para qPCR de cMyc:

a) FW: 5-CCCTCCACTCGGAAGGACTATC-3' (SEQ ID NO: 18);

b) RW: 5’-AGGACTCTGACACTGTCCAACT-3 (SEQ ID NO: 19);

c) Sonda WT (VIC): 5-TGACCCTCTTGGCAGCAG-3’ (SEQ ID NO: 20);
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Preamplificacion de genes diana a partir de EV-ADN

Todos los reactivos se descongelaron a TA durante al menos una hora y se mezclaron brevemente sin agitacion
con vortex para evitar la inactivacion de la enzima. Cada reaccion de preamplificacion incluyé 7 pl de ADN eluido,
tampon Bioron High Fidelity 1X, MgCl2 3 mM; dNTP 200 uM, 1,25 unidades de polimerasa SNPasa (Bioron
GmbH, Alemania) y 0,4 pl de cebadores (10 uM), en un volumen total de 20 yl. Cada reaccién se realizé en un
microvial compatible con PCR cargado en un termociclador de PCR, ejecutando el siguiente programa de PCR:
98 °C durante 30, 98 °C durante 10” y 72 °C durante 5’, 4 °C en espera. El ADN preamplificado se diluyo en
80 ul de agua estéril y se usd inmediatamente para el analisis de gqPCR o0 se almacen6 a -20 °C durante hasta
tres meses.

Amplificacion de genes diana por qPCR

Para la amplificacion de genes diana a partir de EV-ADN, cada reaccion de qPCR incluyé 7 ul de ADN
preamplificado, mezcla maestra de sondas SsoAdvanced Universal 1X (Biorad; EE.UU.), 0,625 ul de cebadores
(10 uM) y 0,3125 pl de sonda fluorescente (10 uM) en un volumen total de 25 ul. Después de un mezclado
cuidadoso, cada reaccion se cargé por duplicado en una placa para PCR de 96 pocillos y se activo el siguiente
programa de qPCR: 95 °C durante 3, 40 ciclos a 95 °C durante 5” y 60 °C durante 30", seguido de una etapa de
espera final a 4 °C.

Para la amplificacion de genes diana a partir de EV-ARN, se cargo directamente un microlitro de EV-ARN en una
reaccion RT-gPCR de una sola etapa de 20 yl y se amplificd segun las instrucciones del fabricante (iTaq
Universal OneStep qPCR; Biorad).

Amplificacion de elementos de retrotransposones por gPCR

Se carg6 directamente un microlitro de EV-ADN o EV-ARN en la mezcla de qPCR y se amplifico tal como se
describi6 anteriormente. Se usaron los siguientes cebadores y sondas:

Cebadores y sondas para qPCR de LINE:

a) FW: 5-TCAACAAGAAGAGCTAACTATCC-3 (SEQ ID NO: 21);

b) RW: 5-TTGTAGGTCACTCAGGACTTGC-3 (SEQ ID NO: 22);

c¢) Sonda (5,6-TAMRA)-TGCACCCAATACAGGAGCACCCAGATTCA-BHQ2 (SEQ ID NO: 23);

Cebadores y sondas para qPCR de HERV-W:

a) FW: 5-CTTCCAGAATTGAAGCTGTAAAGC-3' (SEQ ID NO: 24);

b) RW: 5-GGGTTGTGCAGTTGAGATTTCC-3' (SEQ ID NO: 25);

¢) Sonda FAM-5-TTCTTCAAATGGAGCCCCAGATGCAG-3-TAMRA (SEQ ID NO: 26);

Analisis de datos de qPCR e interpretacion de resultados

La cuantificacion de los genes diana de BRAF y KRAS WT se expresé como valores de ciclo de umbral (Ct) y se
representd graficamente en un eje Y invertido. Alternativamente, se us6 un valor de puntuacion Z para definir un
umbral para distinguir las muestras sanas de las enfermas, tal como se publicé previamente (15). Brevemente,
las muestras con un valor de una puntuacion Z positiva se consideraron negativas para enfermedad, mientras
que las muestras con una puntuacién Z negativa se clasificaron como positivas para cancer. En algunos casos
aislados, el patrén opuesto también se observd como resultado de la regulacién por disminucién de los niveles
de elementos de retrotransposones.

Amplificacion de genes diana por PCR digital

Se us6 una plataforma de PCR digital basada en chips (dPCR) (QuantStudio 3D Digital PCR System Platform,
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) para la deteccién de mutaciones. La deteccion de mutaciones
por dPCR se bas6 en una sonda TagMan-MGB conjugada con FAM que selecciona como diana la mutacién AR
T878A y una sonda TagMan-MGB conjugada con VIC que selecciona como diana el gen de tipo natural
correspondiente (ensayo de genotipado de SNP C_175239649 10; Fisher Scientific). Los ensayos de variantes

de corte y empalme de AR-WT y AR-V7 se personalizaron con los siguientes cebadores y sondas:

a) AR-WT FW: 5-CAGCCTATTGCGAGAGAGCTG-3' (SEQ ID NO: 27);
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b) AR-WT RW: 5-GAAAGGATCTTGGGCACTTGC-3’ (SEQ ID NO: 28);

¢) Sonda AR-WT: MGB 5-AGTTCACTTTTGACCTGC-3’ (SEQ ID NO: 29);

d) AR-V7 FW: 5-CCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTA-3' (SEQ ID NO: 30);
e) AR-V7 RW: 5-TTTGAATGAGGCAAGTCAGCCTTTCT-3' (SEQ ID NO: 31);
f) Sonda AR-V7: MGB 5’-AAGCAGGGATGACTCTG-3' (SEQ ID NO: 32).

Se prepararon dieciséis microlitros de mezcla de reaccion que contenia 8 pl de mezcla maestra para PCR digital
QuantStudio 3D 2X (Life Technologies), 0,4 pl de ensayo de sonda TagMan-MGB-FAM 40X, 1,1 ul de ADN
diluido (50 ng/ul) y 6,5 pl de agua libre de nucleasas (Qiagen) en la mezcla de reaccion. La mezcla de reaccién
de controles negativos contenia 8 pul de mezcla maestra para PCR digital QuantStudio 3D 2X, 0,4 ul de ensayo
de sonda TagMan-MGB-FAM 40X y 7,6 ul de agua libre de nucleasas.

Para cuantificar las copias de genes de AR T878A, AR-V7 y wt, se cargaron 15 pl de mezcla de reaccion en un
chip 20K para PCR digital QuantStudio 3D usando el cargador automatico de chips segin las instrucciones del
fabricante (Life Technologies). La carga divide la reaccién en 20.000 microrreacciones de un volumen final de
865 pl, correspondiente a los 20.000 micropocillos en la superficie del chip. Cada chip cargado se sometio a las
siguientes condiciones de ciclado usando el sistema de PCR ProFlex: 95 °C durante 8, 40 ciclos a 95 °C durante
15" y 60 °C durante 1’, seguido de una etapa de extension final a 60 °C durante 2’. Después del termociclado, se
obtuvieron imagenes de los chips en el instrumento QuantStudio 3D, que calcula la concentracién estimada de la
secuencia de acido nucleico seleccionada como diana por la sonda. Se realiz6 un andlisis de datos usando el
software QuantStudio 3D Analysis Suite Cloud después de configurar manualmente el umbral analitico y excluir
emisiones aberrantes. La sefial de todos los controles negativos resulté conforme al valor de 5000 UFR en FAM,
por lo que este umbral se fijé para la discriminacion de emision positiva y negativa para AR T878A, mientras que
2100 UFR en VIC resulté como umbral de emisién de AR wt. También se consideraron negativas aquellas
muestras con 2 copias 0 menos de mutante por ml.

Ejemplo 1: La captura de exosomas con anticuerpo anti-CA-IX permite un_enriguecimiento en exosomas
derivados de tumores

La figura 1 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de BRAF de tipo natural (WT) y mutado
V600E por PCR cuantitativa (QPCR) en tiempo real en ADN extraido de plasma de pacientes con melanoma
positivos para BRAF V600E después del inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpos
anti-anhidrasa carbonica IX (CAIX), anti-anhidrasa carbonica XlI (CAXIl), anti-cMET, anti-CD73, anti-caveolina
(CAV) y anti-TM9SF4, o por precipitacién genérica de vesiculas extracelulares (EV). Los anticuerpos se
seleccionaron basandose en su capacidad para seleccionar como diana biomarcadores tumorales conocidos. El
inmunoaislamiento con anticuerpos anti-CAIX enriquecié para mas exosomas derivados de tumores que todos
los otros enfoques de inmunocaptura y la precipitacion genérica de EV, tal como sugieren los mayores niveles
del gen de BRAF V600E en comparacion con el gen de BRAF WT. Los datos se expresan como valores de ciclo
de umbral (Ct) y se representan graficamente en una escala Y invertida.

Ejemplo 2: En comparacién con el aislamiento genérico de exosomas por ultracentrifugacion. la inmunocaptura
con un anticuerpo anti-CA-1X permite discriminar entre pacientes sanos v con cancer

Las figuras 2A y B muestran los resultados de un analisis cuantitativo del gen de BRAF WT por gPCR en ADN
extraido de plasma de donantes sanos (HD) y de pacientes con A} cancer colorrectal (CRC) o B) melanoma
metastasico (MEL) después del inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX
0 precipitacién genérica de vesiculas extracelulares (EV). Se encontré que los niveles del gen de BRAF WT
derivado de exosomas tumorales eran significativamente mayores en plasma de pacientes tanto con CRC como
con MEL, en comparacion con muestras de plasma de donantes sanos después de la inmunocaptura con
anticuerpo anti-CAIX, lo que sugiere el aislamiento de exosomas derivados de tumores positivos para CAIX. Por
el contrario, no se observé ninguna diferencia entre cohortes después de la precipitacion genérica de EV, debido
al coaislamiento de exosomas no derivados de tumores que llevan copias del gen de BRAF WT. Los datos se
expresan como valores de ciclo de umbral (Ct) y se representan graficamente en una escala Y invertida. De
manera similar, la figura 2C muestra el resultado de un analisis cuantitativo de la frecuencia alélica de AR T878
frente a AR WT en dos pacientes con cancer de prostata (PCa).

Ejemplo 3: En comparacion con el aislamiento de exosomas por inmunocaptura con un anticuerpo anti-EPCAM,
la_ inmunocaptura con un anticuerpo anti-CA-1X permite discriminar entre pacientes sanos y con cancer

La figura 3 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de BRAF WT por gPCR en ADN extraido de
plasma de pacientes HD y pacientes con CRC después del inmunoaislamiento de exosomas con perlas
recubiertas con anticuerpo anti-CAIX o perlas recubiertas con anticuerpo anti-molécula de adhesién celular
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epitelial (EPCAM). EPCAM se eligi6 como marcador de exosomas tumorales de referencia. Los exosomas
aislados usando perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX tuvieron bajos niveles del gen de BRAF WT en
ambas muestras de plasma de HD y altos niveles en ambas muestras de CRC. Por el contrario, los exosomas
aislados con perlas recubiertas con anticuerpo anti-EPCAM tuvieron altos niveles del gen de BRAF WT en una
muestra de HD y en ambas muestras de CRC probablemente debido a la menor capacidad de los anticuerpos
anti-EPCAM para aislar con eficiencia exosomas derivados de CRC, en comparacién con los anticuerpos anti-
CAIX. Los datos se expresan como valores de ciclo de umbral (Ct) y se representan graficamente en una escala
Y invertida.

Ejemplo 4: Diagnéstico de cancer colorrectal con BRAF

La figura 4 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de BRAF WT por gPCR en ADN extraido de
plasma de pacientes HD (n = 13) y pacientes con CRC (n = 13) después del inmunoaislamiento de exosomas
con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0 se usé como umbral de
diagnostico. Las muestras con una puntuacién Z positiva se consideraron negativas para cancer, mientras que
aquellas con una puntuacién Z negativa se consideraron positivas para cancer. En este experimento, 10 de 13
(80%) muestras de HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer. Por el
contrario, 10 de 13 (80%) muestras de CRC tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como
positivas para cancer. Estos datos definen un umbral de diagnéstico para distinguir a individuos sanos de
pacientes con CRC con la prueba descrita.

Ejemplo 5: Diagnéstico de cancer de préstata con BRAF

La figura 5 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de BRAF WT por gPCR en ADN extraido de
pacientes HD (n = 5), pacientes con hiperplasia prostatica benigna (BPH; n = 5) y con cancer de prostata (PCa;
n = 5) después del inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de
puntuaciéon Z de 0 se us6é como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. En este
experimento, 4 de 5 (80%) muestras de plasma de HD o BPH tuvieron una puntuaciéon Z positiva y se
consideraron como negativas para cancer. 4 de 5 (80%) muestras de PCa tuvieron una puntuacién Z negativa y
se consideraron como positivas para cancer. Estos datos definen un umbral de diagnostico para distinguir a
individuos sanos o pacientes con BPH de pacientes con PCa con la prueba descrita.

Ejemplo 6: Diagnéstico de cancer gastrico con BRAF

La figura 6 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de BRAF WT por gPCR en ADN extraido de
pacientes HD (n = 5) y pacientes con cancer gastrico (cancer gastrico; n = 6) después del inmunoaislamiento de
exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuaciéon Z de 0 se us6é como umbral
de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. En este experimento, 5 de 5 (100%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer. 5 de 6 (83%) muestras de
PCa tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas para cancer. Estos datos definen un
umbral de diagnéstico para distinguir a individuos sanos de pacientes con cancer gastrico con la prueba descrita.

Ejemplo 7: Diagnéstico de cancer ovarico con BRAF

La figura 7 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de BRAF de tipo natural (WT) por PCR en
tiempo real en ADN extraido de pacientes HD (n = 5) y pacientes con cancer ovarico (ovario; n = 6) después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. En este experimento, 4 de 5 (80%)
muestras de plasma de HD tuvieron una puntuacion Z positiva y se consideraron como negativas para cancer. 4
de 6 (66%) muestras de PCa tuvieron una puntuacion Z negativa y se consideraron como positivas para cancer.
Estos datos definen un umbral de diagnéstico para distinguir a individuos sanos de pacientes con cancer ovarico
con la prueba descrita.

Ejemplo 8: Diagnéstico de cancer colorrectal o de préstata con KRAS

La figura 8 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de KRAS de tipo natural (WT) por PCR en
tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD, con BPH y con cancer después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. A) 4 de 5 (80%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 5 (80%)
muestras de plasma de CRC tuvieron una puntuaciéon Z negativa y se consideraron como positivas para cancer.
B) 4 de 5 (80%) muestras de plasma de HD y BPH tuvieron una puntuacion Z positiva y se consideraron como
negativas para cancer, mientras que 4 de 5 (80%) muestras de plasma de PCa tuvieron una puntuaciéon Z
negativa y se consideraron como positivas para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de
diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos o pacientes con enfermedad benigna de los pacientes con
cancer, puede generarse usando el gen de KRAS WT en lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.
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Ejemplo 9: Diagnéstico de cancer de pulmén con EGFR

La figura 9 muestra los resultados de un andlisis cuantitativo del gen de EGFR de tipo natural (WT) por PCR en
tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de pulmén después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. 11 de 15 (77%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 5 de 9
(60%) muestras de plasma de cancer de pulmén tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como
positivas para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los
individuos sanos de los pacientes con cancer de pulmoén, puede generarse usando el gen de EGFR WT en lugar
del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 10: Diagnéstico de cancer de pulmén con HERV-W

La figura 10 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén HERV-W por
PCR en tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de pulmén después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describid anteriormente. 8 de 10 (80%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 6 de 7 (85%)
muestras de plasma de cancer de pulmon tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer de pulmén, puede generarse usando el elemento de retrotransposén HERV-W en
lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 11: Diagnéstico de cancer de pulmén con LINE

La figura 11 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposon LINE por PCR en
tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de pulmén después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describid anteriormente. 9 de 10 (90%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 6 (67%)
muestras de plasma de cancer de pulmon tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer de pulmén, puede generarse usando el elemento de retrotransposén LINE en lugar
del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 12: Diagnéstico de cancer de pulmén con el gen de ¢c-Myc

La figura 12 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de ¢c-Myc por PCR en tiempo real en ADN
extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de pulmén después del inmunoaislamiento de exosomas con
perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0 se usé como umbral de diagnéstico,
tal como se describié anteriormente. 7 de 7 (100%) muestras de plasma de HD tuvieron una puntuacién Z de
cero o positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 6 (67%) muestras de plasma
de cancer de pulmén tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas para cancer. En
general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de los pacientes
con cancer de pulmén, puede generarse usando el gen de ¢c-Myc en lugar del gen de BRAF WT como lectura de
PCR.

Ejemplo 13: Diagnéstico de cancer de mama con HERV-W

La figura 13 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén HERV-W por
PCR en tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de mama después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. 7 de 9 (78%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 5 (80%)
muestras de plasma de cancer de mama tuvieron una puntuacion Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer de mama, puede generarse usando el elemento de retrotransposén HERV-W en
lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 14: Diagnéstico de cancer de mama con LINE

La figura 14 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposon LINE por PCR en
tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de mama después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
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se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describid anteriormente. 9 de 10 (90%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 5 (80%)
muestras de plasma de cancer de mama tuvieron una puntuacion Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer de mama, puede generarse usando el elemento de retrotransposén LINE en lugar
del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 15: Diagnéstico de cancer de prostata con AR-WT

La figura 15 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de AR WT por PCR en tiempo real en ADN
extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de préstata después del inmunoaislamiento de exosomas
con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0 se usé como umbral de
diagnostico, tal como se describié anteriormente. 1 de 1 (100%) muestra de plasma de HD tuvo una puntuacion Z
positiva y se consideré como negativa para cancer, mientras que 15 de 16 (93%) muestras de plasma de cancer
de prostata tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas para cancer. En general, estos
datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de los pacientes con cancer de
prostata, puede generarse usando el gen de AR WT en lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 16: Diagnéstico de cancer de prostata con AR-T878A

La figura 16 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de AR T878A por PCR en tiempo real en
ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de préstata después del inmunoaislamiento de
exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuaciéon Z de 0 se us6é como umbral
de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. 1 de 1 (100%) muestra de plasma de HD tuvo una
puntuacién Z positiva y se consideré como negativa para cancer, mientras que 2 de 2 (100%) muestras de
plasma de cancer de prostata tuvieron una puntuacioén Z negativa y se consideraron como positivas para cancer.
En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de los
pacientes con cancer de prostata, puede generarse usando el gen de AR T878A en lugar del gen de BRAF WT
como lectura de PCR.

Ejemplo 17: Diagnéstico de cancer colorrectal con HERV-W

La figura 17 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén HERV-W por
PCR en tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer colorrectal (CRC) después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describid anteriormente. 8 de 10 (80%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacion Z negativa y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 9 de 10
(90%) muestras de plasma de CRC tuvieron una puntuaciéon Z positiva y se consideraron como positivas para
cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de
los pacientes con CRC, puede generarse usando el elemento de retrotransposén HERV-W en lugar del gen de
BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 18: Diagnéstico de cancer colorrectal con LINE

La figura 18 muestra los resultados de un andlisis cuantitativo del elemento de retrotransposén LINE por PCR en
tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer colorrectal (CRC) después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. 7 de 9 (77%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacion Z negativa y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 8 de 10
(80%) muestras de plasma de CRC tuvieron una puntuaciéon Z positiva y se consideraron como positivas para
cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de
los pacientes con CRC, puede generarse usando el elemento de retrotransposén LINE en lugar del gen de BRAF
WT como lectura de PCR.

Ejemplo 19: Diagnéstico de cancer gastrico con HERV-W

La figura 19 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén HERV-W por
PCR en tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer gastrico después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describid anteriormente. 7 de 10 (70%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 5 (80%)
muestras de plasma de cancer gastrico tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer gastrico, puede generarse usando el elemento de retrotransposén HERV-W en lugar
del gen de BRAF WT como lectura de PCR.
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Ejemplo 20: Diagnéstico de cancer géstrico con LINE

La figura 20 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén LINE por PCR en
tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer gastrico después del inmunoaislamiento
de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0 se usé como
umbral de diagnoéstico, tal como se describié anteriormente. 7 de 10 (70%) muestras de plasma de HD tuvieron
una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 5 (80%) muestras
de plasma de cancer gastrico tuvieron una puntuaciéon Z negativa y se consideraron como positivas para cancer.
En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de los
pacientes con cancer gastrico, puede generarse usando el elemento de retrotransposon LINE en lugar del gen de
BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 21: Diagnéstico de cancer ovarico con c-Myc

La figura 21 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de ¢c-Myc por PCR en tiempo real en ADN
extraido de muestras de pacientes HD y con cancer ovarico después del inmunoaislamiento de exosomas con
perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0 se usé como umbral de diagnéstico,
tal como se describié anteriormente. 2 de 3 (70%) muestras de plasma de HD tuvieron una puntuacién Z positiva
y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 2 de 2 (100%) muestras de plasma de cancer
ovarico tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas para cancer. En general, estos
datos indican que un umbral de diagndstico, para distinguir a los individuos sanos de los pacientes con cancer
ovarico, puede generarse usando el gen de ¢c-Myc en lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 22: Diagnéstico de cancer de pulmén con HERV-W

La figura 22 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén HERV-W por
PCR en tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de pulmén después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. 6 de 8 (77%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 5 (80%)
muestras de plasma de cancer de pulmon tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer de pulmén, puede generarse usando el elemento de retrotransposén HERV-W a
partir de ARN en lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 23: Diagnéstico de cancer de pulmén con c-Myc

La figura 23 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del ARN mensajero (ARNm) de ¢-Myc por PCR en
tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de pulmén después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. 4 de 5 (80%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 5 de 6 (85%)
muestras de plasma de cancer de pulmon tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer de pulmén, puede generarse usando el ARNm de c¢c-Myc en lugar del gen de BRAF
WT como lectura de PCR.

Ejemplo 24: Diagnéstico de cancer de pulmén con LINE

La figura 24 muestra los resultados de un andlisis cuantitativo del elemento de retrotransposén LINE por PCR en
tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de pulmén después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. 12 de 15 (80%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 6 (67%)
muestras de plasma de cancer de pulmon tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer de pulmén, puede generarse usando el elemento de retrotransposén LINE a partir
de ARN en lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 25: Diagnéstico de cancer colorrectal con LINE

La figura 25 muestra los resultados de un andlisis cuantitativo del elemento de retrotransposén LINE por PCR en
tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer colorrectal (CRC) después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. 7 de 9 (77%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 5
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(80%) muestras de plasma de CRC tuvieron una puntuaciéon Z positiva y se consideraron como positivas para
cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de
los pacientes con CRC, puede generarse usando el elemento de retrotransposén LINE a partir de ARN en lugar
del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 26: Diagnéstico de cancer colorrectal con EGFR

La figura 26 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del ARN mensajero (ARNm) de EGFR WT por
PCR en tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer colorrectal (CRC) después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describid anteriormente. 5 de 5 (100%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 3 de 5
(60%) muestras de plasma de CRC tuvieron una puntuaciéon Z positiva y se consideraron como positivas para
cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de
los pacientes con CRC, puede generarse usando el ARNm de EGFR WT en lugar del gen de BRAF WT como
lectura de PCR.

Ejemplo 27: Diagnéstico de cancer colorrectal con HERV-W

La figura 27 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén HERV-W por
PCR en tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer colorrectal (CRC) después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. 6 de 8 (75%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 5
(80%) muestras de plasma de CRC tuvieron una puntuaciéon Z positiva y se consideraron como positivas para
cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de
los pacientes con CRC, puede generarse usando el retrotransposén HERV-W en ARN en lugar del gen de BRAF
WT como lectura de PCR.

Ejemplo 28: Diagnéstico de cancer de mama con LINE

La figura 28 muestra los resultados de un andlisis cuantitativo del elemento de retrotransposén LINE por PCR en
tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de mama después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. 12 de 15 (80%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 5 de 8 (62%)
muestras de plasma de cancer de mama tuvieron una puntuacion Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer de mama, puede generarse usando el elemento de retrotransposén LINE a partir de
ARN en lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 29: Diagnéstico de melanoma con HERV-W

La figura 29 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén HERV-W por
PCR en tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con melanoma después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. 2 de 3 (66%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 4 de 4
(100%) muestras de plasma de melanoma tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con melanoma, puede generarse usando el elemento de retrotransposén HERV-W a partir de
ARN en lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 30: Diagnéstico de cancer ovarico con HERV-W

La figura 30 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén HERV-W por
PCR en tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer ovarico después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnostico, tal como se describié anteriormente. 2 de 3 (66%) muestras de plasma de
HD tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 2 de 2
(100%) muestras de plasma de cancer ovarico tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como
positivas para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los
individuos sanos de los pacientes con cancer ovarico, puede generarse usando el elemento de retrotransposoén
HERV-W a partir de ARN en lugar del gen de BRAF WT como lectura de PCR.
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Ejemplo 31: Diagnéstico de cancer de prostata con AR-WT

La figura 31 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen del receptor de andrégenos (AR)-WT por
PCR en tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de prostata después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. 1 de 1 (100%) muestra de plasma de
HD tuvo una puntuacién Z positiva y se consideré6 como negativa para cancer, mientras que 12 de 15 (80%)
muestras de plasma de cancer de préstata tuvieron una puntuaciéon Z negativa y se consideraron como positivas
para cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos
de los pacientes con cancer de préstata, puede generarse usando el gen de AR-WT a partir de ARN en lugar del
gen de BRAF WT como lectura de PCR.

Ejemplo 32: Diagnéstico de cancer de préstata con AR-V7

La figura 32 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de la variante 7 de corte y empalme del
receptor de andrégenos (AR-V7) por PCR en tiempo real en ARN extraido de muestras de pacientes HD y con
cancer de prostata después del inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-
CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0 se usé como umbral de diagnostico, tal como se describio anteriormente. 1
de 1 (100%) muestra de plasma de HD tuvo una puntuaciéon Z positiva y se consideré6 como negativa para
cancer. 4 de 6 (67%) pacientes con cancer de prostata, que respondian a inhibidores de AR, tuvieron una
puntuacién Z negativa y se consideraron respondedores verdaderos, mientras que 5 de 10 (50%) muestras de
plasma de cancer de prostata, que no respondian a inhibidores de AR, tuvieron una puntuacién Z positiva y se
consideraron como no respondedores verdaderos. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico,
para distinguir a los individuos sanos y pacientes con cancer de préstata respondedores de los pacientes con
cancer no respondedores, puede generarse usando el gen de AR-V7 a partir de ARN.

Ejemplo 33: Diagnéstico de cancer de vejiga con LINE

La figura 33 muestra los resultados de un andlisis cuantitativo del elemento de retrotransposén LINE por PCR en
tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de vejiga después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. 2 de 2 (100%) muestras de orina de HD
tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 3 de 4 (75%)
muestras de orina de cancer de vejiga tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas para
cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de
los pacientes con cancer de vejiga, puede generarse usando el elemento de retrotransposén LINE.

Ejemplo 34: Diagnéstico de cancer de vejiga con HERV-W

La figura 34 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del elemento de retrotransposén HERV-W por
PCR en tiempo real en ADN extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de vejiga después del
inmunoaislamiento de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0
se us6 como umbral de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. 2 de 2 (100%) muestras de orina de HD
tuvieron una puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 3 de 4 (75%)
muestras de orina de cancer de vejiga tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas para
cancer. En general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de
los pacientes con cancer de vejiga, puede generarse usando el elemento de retrotransposén HERV-W.

Ejemplo 35: Diagnéstico de cancer de vejiga con c-Myc

La figura 35 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del gen de ¢c-Myc por PCR en tiempo real en ADN
extraido de muestras de pacientes HD y con cancer de vejiga después del inmunoaislamiento de exosomas con
perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0 se usé como umbral de diagnéstico,
tal como se describié anteriormente. 2 de 2 (100%) muestras de orina de HD tuvieron una puntuaciéon Z positiva y
se consideraron como negativas para cancer, mientras que 3 de 4 (75%) muestras de orina de cancer de vejiga
tuvieron una puntuacién Z negativa y se consideraron como positivas para cancer. En general, estos datos
indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de los pacientes con cancer de
vejiga, puede generarse usando el gen de ¢c-Myc.

Ejemplo 36: Diagnéstico de cancer de vejiga con LINE

La figura 36 muestra los resultados de un analisis cuantitativo del ARN del elemento de retrotransposon LINE por
PCR en tiempo real a partir de muestras de pacientes HD y con cancer de vejiga después del inmunoaislamiento
de exosomas con perlas recubiertas con anticuerpo anti-CAIX. Un valor de puntuacién Z de 0 se usé como
umbral de diagnéstico, tal como se describié anteriormente. 2 de 2 (100%) muestras de orina de HD tuvieron una
puntuacién Z positiva y se consideraron como negativas para cancer, mientras que 3 de 4 (75%) muestras de
orina de cancer de vejiga tuvieron una puntuacion Z negativa y se consideraron como positivas para cancer. En
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general, estos datos indican que un umbral de diagnéstico, para distinguir a los individuos sanos de los pacientes
con cancer de vejiga, puede generarse usando el elemento de retrotransposén LINE.
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REIVINDICACIONES

1. Método para el aislamiento in vitro de exosomas derivados de tumores a partir de un liquido biolégico,
comprendiendo tal método capturar exosomas a partir de una muestra de ese liquido biolégico con un anticuerpo
anti-CA-IX.

2. Método para la cuantificacién in vitro de una secuencia de acido nucleico relacionada con tumores a partir de
un liquido biolégico, comprendiendo tal método

a) capturar exosomas a partir de una muestra de tal liquido bioclégico con un anticuerpo anti-CA-IX, y

b) detectar el nivel de secuencia de acido nucleico relacionada con tumores presente en los exosomas
capturados en la etapa a).

3. Método para determinar in vitro la presencia de un tumor en un sujeto que comprende
a) capturar exosomas a partir de una muestra de liquido biolégico de ese sujeto con un anticuerpo anti-CA-IX,

b) determinar el nivel de una secuencia de acido nucleico relacionada con tumores presente en los exosomas
aislados en la etapa a), y

¢) comparar el nivel de secuencia de acido nucleico relacionada con tumores determinado en la etapa b) con uno
0 mas valores de referencia.

4. Método segun las reivindicaciones 1-3, en el que el tumor se selecciona de la lista de cancer de pulmén,
cancer de mama, cancer de vejiga, cancer renal, cancer de prostata, cancer colorrectal, cancer gastrico, cancer
ovarico y melanoma.

5. Método segun las reivindicaciones 2-3, en el que la secuencia de &cido nucleico relacionada con tumores se
selecciona de la lista de una secuencia de ADN bicatenario, una secuencia de ADN monocatenario y una
secuencia de ARN.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que la secuencia de acido nucleico relacionada con tumores de ADN
bicatenario es una secuencia de tipo natural de un gen diana seleccionado del grupo que consiste en el gen de
BRAF, el gen de KRAS, el gen de NRAS, el gen de EGFR y el gen de AR.

7. Método segun la reivindicacion 5, en el que la secuencia de acido nucleico relacionada con tumores de ADN
bicatenario es una secuencia mutada de un gen diana seleccionado del grupo que consiste en el gen de BRAF,
el gen de KRAS, el gen de NRAS, el gen de EGFR y el gen de AR.

8. Método segun la reivindicacion 7, en el que la secuencia mutada se selecciona de la lista de una amplificacién,
una mutacién puntual, una delecién y una insercion.

9. Método segun la reivindicacion 5, en el que la secuencia de acido nucleico relacionada con tumores de ADN
bicatenario se selecciona de la lista de una amplificacion del gen de BRAF WT, una mutacién puntual del gen de
BRAF, una amplificacién del gen de KRAS WT, una mutacién puntual del gen de KRAS, una amplificaciéon del
gen de NRAS WT, una mutacién puntual del gen de NRAS, una amplificacién del gen de cMyc WT, una
amplificacion del gen de EGFR WT, una mutacion puntual del gen de EGFR, una delecion del gen de EGFR, una
inserciéon del gen de EGFR, el gen de AR WT y una mutacién puntual del gen de AR.

10. Método segun la reivindicacion 5, en el que la secuencia de &cido nucleico relacionada con tumores de ADN
monocatenario se selecciona de la lista de una amplificacién del gen de cMyc WT, un retrotransposon del
elemento nuclear entremezclado largo (LINE), un retrotransposén del elemento nuclear entremezclado corto
(SINE) y un retrotransposén del retrovirus endégeno humano (HERV).

11. Método segun la reivindicacion 5, en el que la secuencia de ARN se selecciona de |a lista de ARNm de cMyc
WT, ARNm de LINE, ARNm de SINE, ARNm de HERV, ARNm de receptor de andrégenos (AR) WT y ARNm de
la variante de corte y empalme del gen de AR.

12. Método segun las reivindicaciones 1-11, en el que el liquido bioldégico se selecciona de la lista de sangre,
plasma, suero, orina y saliva.
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