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DESCRIPCION

Métodos para evaluar el riesgo de desarrollar cancer colorrectal

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente divulgacion se refiere a métodos y sistemas para evaluar el riesgo de un sujeto humano de desarrollar
cancer colorrectal. Estos métodos pueden combinarse con el riesgo clinico de los sujetos para mejorar el andlisis del
riesgo. Estos métodos pueden utilizarse para ayudar a tomar decisiones sobre los regimenes de cribado del cancer
colorrectal adecuados.

FONDO DE LA INVENCION

[0002] Los programas de cribado del cancer colorrectal propugnan la administracion de pruebas a individuos de
poblaciones aparentemente sanas para identificar a los individuos que padecen cancer colorrectal premaligno o en
estadios tempranos, de modo que puedan beneficiarse de la prevencién o de un tratamiento precoz. Las pruebas de
cribado pueden incluir pruebas de sangre oculta en heces y colonoscopia. En la poblacion de riesgo medio, el cribado
basado en pruebas de sangre oculta en heces reduce la mortalidad colorrectal entre un 15% y un 25% (Hewitson et al.,
2007). El cribado endoscépico puede reducir la mortalidad entre un 30% y un 40% (Brenner et al., 2014).

[0003] Examinar a un gran nimero de personas puede ser costoso. Lo ideal seria que la decisidn sobre quién debe
someterse al cribado, asi como el procedimiento y la intensidad del mismo, se basaran en el riesgo de cancer colorrectal
de cada persona. Sin embargo, dado que actualmente no existen métodos precisos o validos para determinar el riesgo
individual de padecer la enfermedad, el cribado selectivo sblo se basa en los factores de riesgo muy generales de la edad,
el sexo y, en ocasiones, los antecedentes familiares. Esto hace que los programas de cribado sean ineficaces porque
muchos de los que se someten a cribado nunca padeceran cancer colorrectal, y muchos de los que no se someten a
cribado corren un riesgo considerable de padecer la enfermedad (Ait Ouakrim et al., 2012).

[0004] Las evaluaciones del riesgo genético pueden aumentar la eficacia de los programas de cribado. Sin embargo, la
susceptibilidad genética al cancer colorrectal hereditario es compleja e implica maltiples variantes y genes.

[0005] Para aumentar la eficacia del cribado y reducir la mortalidad por cancer colorrectal, se necesitan métodos
mejorados para evaluar el riesgo de que un sujeto humano desarrolle cancer colorrectal.

[0006] HSU et al. ("A model to determine colorectal cancer risk using common genetic susceptibility loci",
GASTROENTEROLOGY, vol. 148, n? 7, 2015, paginas 1330-1339) divulga un método para evaluar el riesgo de un sujeto
humano de desarrollar cancer colorrectal. EIl método comprende el genotipado de un conjunto de 27 SNP seleccionados
de entre las variantes de riesgo previamente comunicadas y validadas (véase la Tabla Suplementaria 4) en una muestra
biolégica del sujeto, la determinacion de la presencia de variantes de riesgo y el calculo del riesgo o predisposicién al
cancer colorrectal (véase el Resumen y Métodos).

RESUMEN DE LA INVENCION

[0007] Los presentes inventores han identificado SNP dentro del genoma que son Utiles para evaluar el riesgo de que un
sujeto desarrolle cancer colorrectal.

[0008] En consecuencia, la presente invencién se refiere a un método para evaluar el riesgo de un sujeto humano de
desarrollar cancer colorrectal que comprende realizar una evaluacién del riesgo genético del sujeto, en la que la evaluacién
del riesgo genético implica detectar, en una muestra biolégica derivada del sujeto, la presencia de al menos 45
polimorfismos de nucleétido Unico proporcionados en la Tabla 1. La presente invencién se define ademdas en las
reivindicaciones.

[0009] También se divulga en el presente documento a un método para evaluar el riesgo de un sujeto humano de
desarrollar cancer colorrectal que comprende:
realizar una evaluacion del riesgo genético del sujeto, donde la evaluacién del riesgo genético implica detectar, en una
muestra biologica derivada del sujeto, la presencia de al menos 28 polimorfismos de nucleétido inico seleccionados de
la Tabla 1, o un polimorfismo de nucleétido Gnico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.

[0010] Algunos polimorfismos de nucleétido Gnico son mas informativos que otros para una evaluacioén de riesgo concreta.
Asi, la evaluacién del riesgo genético comprende al menos detectar la presencia de los polimorfismos de nucleétido Unico
rs3987, rs35509282 y rs744166. Como se describe en el presente documento, puede detectarse la presencia de un
polimorfismo de nucleétido Unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de los polimorfismos de nucleétido Unico
rs3987, rs35509282 y rs744166.

[0011] La evaluacién del riesgo genético puede comprender la deteccién de mas de 28 polimorfismos de nucleétido Unico
seleccionados de la Tabla 1, o un polimorfismo de nucleétido nico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.
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Por ejemplo, pueden detectarse al menos 29, al menos 30, al menos 31, al menos 32, al menos 33, al menos 34, al menos
35, al menos 36, al menos 37, al menos 38, al menos 39, al menos 40, al menos 41, al menos 42, al menos 43, al menos
44 polimorfismos de nucleétido Unico. En el método de la presente invencion, se detectan al menos 45 polimorfismos de
nucleétido Unico.

[0012] La evaluacién del riesgo genético comprende la deteccion de la presencia del polimorfismo de nucleétido Unico
rs5934683. Como se describe en el presente documento, puede detectarse la presencia de un polimorfismo de nucleétido
unico en desequilibrio de ligamiento con el polimorfismo de nucleétido Unico rs5934683.

[0013] En el método de la presente invencidn, la evaluacion del riesgo genético puede combinarse con una evaluacion
del riesgo clinico para obtener el riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal. En un ejemplo, la
evaluacion del riesgo clinico implica obtener informacion del sujeto sobre uno o mas de los siguientes aspectos:
antecedentes médicos de cancer colorrectal, edad, antecedentes familiares de cancer colorrectal, resultados de una
colonoscopia o sigmoidoscopia previa y raza/etnia. En otro ejemplo, la evaluacién del riesgo clinico implica obtener
informacién del sujeto sobre la edad y/o los antecedentes de cancer colorrectal de un familiar de primer grado. En una
realizacion, los antecedentes familiares de cancer colorrectal incluyen antecedentes familiares multigeneracionales.

[0014] Un experto en la materia apreciara que la combinacién de la evaluacion del riesgo clinico y la evaluacién del riesgo
genético define el riesgo general de los sujetos de desarrollar cancer de colon. Asi, los métodos de la invencién pueden
utilizarse para evaluar el riesgo global.

[0015] Los métodos aqui descritos pueden determinar el riesgo absoluto de un sujeto humano femenino de desarrollar
cancer de colon.

[0016] Alternativamente, los métodos aqui descritos pueden determinar el riesgo relativo de un sujeto humano femenino
de desarrollar cancer de colon.

[0017] El método de la invencion puede ser aplicable a sujetos con sintomas de cancer colorrectal. Por ejemplo, los
sujetos que han tenido una prueba de sangre oculta en heces positiva pueden ser evaluados utilizando los métodos de la
presente divulgacion. Las pruebas de sangre oculta en heces se recomiendan generalmente a los sujetos de unos 50
afios de edad. Los presentes inventores han descubierto que ciertos individuos tienen un mayor riesgo de padecer cancer
colorrectal mucho antes de alcanzar los 50 afios de edad, en particular si a un pariente de primer grado se le ha
diagnosticado cancer colorrectal. Estos resultados sugieren que algunos individuos deberian ser evaluados antes para
determinar si presentan riesgo de cancer colorrectal. Asi, los sujetos evaluados mediante los métodos aqui descritos
pueden tener al menos 40 afios de edad. En algunas realizaciones, el sujeto evaluado tiene al menos 30 afios de edad y
tiene antecedentes familiares de cancer colorrectal. Por ejemplo, un familiar de primer grado puede haber sido
diagnosticado de cancer colorrectal.

[0018] En los métodos de la invencion, el sujeto puede ser hombre o mujer. En algunas realizaciones, el sujeto es varén.

[0019] Los sujetos que se determina que estan en riesgo de desarrollar cancer colorrectal utilizando la presente invencion
pueden entonces inscribirse en un programa de cribado o someterse a un cribado mas frecuente.

[0020] En algunas realizaciones, el rendimiento del método de la invencion se caracteriza por un area bajo la curva (AUC)
de al menos 0,63 aproximadamente.

[0021] Un polimorfismo de nucleétido unico en desequilibrio de ligamiento puede tener un desequilibrio de ligamiento
superior a 0,9. Alternativamente, un polimorfismo de un solo nucleétido en desequilibrio de ligamiento puede tener un
desequilibrio de ligamiento de 1.

[0022] En otro aspecto, los métodos de la presente invencion se utilizan para determinar la necesidad de pruebas
diagnésticas rutinarias de un sujeto humano para cancer colorrectal. Por ejemplo, si se tiene en cuenta que cada uno de
los polimorfismos de nucledtido Unico puede estar presente hasta dos veces en el genoma diploide somatico del sujeto,
un sujeto que tenga al menos 41, al menos 42, al menos 44, al menos 46, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al
menos 65, o al menos 70, de los polimorfismos de nucleétido Unico deberia inscribirse en un programa de cribado fecal
oculto, colonoscépico o sigmoidoscopico. Alternativamente, si la evaluacion sitla al sujeto en el 20% superior de sujetos
de una poblacién con riesgo de desarrollar cancer colorrectal, el sujeto se inscribe en un programa de cribado oculto en
heces, colonoscépico o sigmoidoscépico. Como alternativa adicional, si la evaluacion sitla al sujeto en el 10% superior
de sujetos de una poblacién con riesgo de desarrollar cancer colorrectal, el sujeto se inscribe en un programa de cribado
oculto en heces, colonoscopico o sigmoidoscopico.

[0023] En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método de cribado de cancer colorrectal en un sujeto
humano, el método comprende evaluar el riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal utilizando el método de la
invencion, y cribado rutinario de cancer colorrectal en el sujeto si se evalla que tiene riesgo de desarrollar cancer
colorrectal.
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[0024] En otro aspecto, los métodos de la presente divulgacion se utilizan como una terapia contra el cancer colorrectal
para su uso en la prevencién del cancer colorrectal en un sujeto humano en riesgo del mismo.

[0025] También se divulga en el presente documento, pero no forma parte de la invencion reivindicada, un kit que
comprende al menos 28 conjuntos de cebadores para amplificar 28 o mas acidos nucleicos, en el que los 28 o mas acidos
nucleicos comprenden un polimorfismo de nucleotido Unico seleccionado de la Tabla 1, o un polimorfismo de nucleétido
Unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.

[0026] También se divulga en el presente documento, pero no forma parte de la invencién reivindicada, una matriz
genética que comprende al menos 28 conjuntos de sondas para hibridar con 28 o mas acidos nucleicos, en los que los
28 o mas acidos nucleicos comprenden un polimorfismo de nucleétido Unico seleccionado de la Tabla 1, o un polimorfismo
de nucledétido nico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.

[0027] También se divulga en el presente documento un método implementado por ordenador para evaluar el riesgo de
un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal, el método operable en un sistema informatico que comprende un
procesador y una memoria, el método comprende:

recibir datos de riesgo genético del sujeto, en los que los datos de riesgo genético se obtuvieron
detectando, en una muestra biolégica derivada del sujeto, la presencia de al menos 28 polimorfismos
de nucledtido Unico de la Tabla 1, o un polimorfismo de nucleotido Unico en desequilibrio de ligamiento
con uno o mas de ellos;

procesar los datos para determinar el riesgo del sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal;
emitir el riesgo del sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal.

[0028] En una realizacién, el método implementado por ordenador comprende ademas la recepcion de datos de riesgo
clinico del sujeto;

procesar los datos para combinar los datos de riesgo clinico con los datos de riesgo genético para
obtener el riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal;
emitir el riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un método implementado por ordenador para evaluar el riesgo de un
sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal, el método operable en un sistema informatico que comprende un
procesador y una memoria, el método comprende:

recibir datos de riesgo genético del sujeto, en los que los datos de riesgo genético se obtuvieron
detectando, en una muestra biolégica derivada del sujeto, la presencia de al menos 45 polimorfismos
de nucledtido Unico de la Tabla 1, o un polimorfismo de nucleotido Unico en desequilibrio de ligamiento
con uno o mas de ellos;

procesar los datos para determinar el riesgo del sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal;
emitir el riesgo del sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal.

[0029] En una realizacién, el método implementado por ordenador comprende ademas la recepcion de datos de riesgo
clinico del sujeto;

procesar los datos para combinar los datos de riesgo clinico con los datos de riesgo genético para
obtener el riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal;
emitir el riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal.

[0030] En algunas realizaciones, los datos de riesgo del sujeto se reciben desde una interfaz de usuario acoplada al
sistema informatico. En algunas realizaciones, los datos de riesgo del sujeto se reciben de un dispositivo remoto a través
de una red de comunicaciones inalambrica. En algunas realizaciones, la interfaz de usuario o el dispositivo remoto es una
plataforma de matriz SNP. En algunas realizaciones, la salida comprende la salida de informacién a una interfaz de usuario
acoplada al sistema informatico. En algunas realizaciones, la salida comprende la transmisién de informacién a un
dispositivo remoto a través de una red de comunicaciones inalambrica.

[0031] Cualquier ejemplo aqui expuesto se considerara aplicable mutatis mutandis a cualquier otro ejemplo, a menos que
se indique especificamente lo contrario.

[0032] La presente divulgacion de la invencion no debe limitarse en su alcance por los ejemplos especificos descritos en
el presente documento, que estan destinados Unicamente a fines de ejemplificacién. Los productos, composiciones y
métodos funcionalmente equivalentes estan claramente dentro del alcance de la divulgacion, tal y como se describe en el
presente documento.

[0033] A lo largo de esta especificacién, a menos que se indique especificamente lo contrario o que el contexto requiera
otra cosa, la referencia a una Unica etapa, composicién de materia, grupo de etapas o grupo de composiciones de materia
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se entendera que abarca uno y una pluralidad (es decir, uno o mas) de dichas etapas, composiciones de materia, grupos
de etapas o grupo de composiciones de materia.

[0034] A lo largo de esta especificacion, se entendera que la palabra "comprende"”, o variaciones como "comprende" o
"que comprende”, implica la inclusién de un elemento, nimero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros o
etapas, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros
0 etapas.

[0035] La invencién se describe a continuacion mediante los siguientes Ejemplos no limitativos y con referencia a los
dibujos adjuntos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS ADJUNTOS

[0036]

Figura 1. La distribucion simulada de alelos de riesgo para 1.000.000 de personas con antecedentes
de cancer colorrectal (rojo) y 1.000.000 de personas sin antecedentes de cancer colorrectal (azul); y el
riesgo acumulado de cancer colorrectal hasta los 70 afios para el nimero de alelos de riesgo para una
poblacién australiana (cuadrado) y estadounidense (circulo).

Figura 2. Riesgos australianos de cancer colorrectal (hombres y mujeres combinados) por categoria de
edad, antecedentes familiares de cancer colorrectal (pariente de primer grado) y por nimero de alelos
de riesgo. Panel A: riesgos acumulados hasta los 70 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para
el nimero de alelos de riesgo. Panel B: riesgos acumulados hasta los 70 afios con deciles mas altos y
mas bajos para el nimero de alelos de riesgo. Panel C: Riesgos a 5 afios con los quintiles mas altos y
mas bajos para el nimero de alelos de riesgo. Panel D: Riesgos a 5 afios con deciles mas altos y mas
bajos para el nimero de alelos de riesgo.

Figura 3. Riesgos de cancer colorrectal en EE.UU. (hombres y mujeres combinados) por categoria de
edad, antecedentes familiares de cancer colorrectal (pariente de primer grado) y por nimero de alelos
de riesgo. Panel A: riesgos acumulados hasta los 70 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para
el nimero de alelos de riesgo. Panel B: riesgos acumulados hasta los 70 afios con deciles mas altos y
mas bajos para el nimero de alelos de riesgo. Panel C: Riesgos a 5 afios con los quintiles mas altos y
mas bajos para el nimero de alelos de riesgo. Panel D: Riesgos a 5 afios con deciles mas altos y mas
bajos para el nimero de alelos de riesgo.

Figura 4. Riesgos australianos de cancer colorrectal (varones) por categoria de edad, antecedentes
familiares de cancer colorrectal (pariente de primer grado) y por nimero de alelos de riesgo. Panel A:
riesgos acumulados hasta los 70 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para el nimero de alelos
de riesgo. Panel B: riesgos acumulados hasta los 70 afios con deciles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo. Panel C: Riesgos a 5 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo. Panel D: Riesgos a 5 afios con deciles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo.

Figura 5. Riesgos australianos de cancer colorrectal (mujeres) por categoria de edad, antecedentes
familiares de cancer colorrectal (pariente de primer grado) y por nimero de alelos de riesgo. Panel A:
riesgos acumulados hasta los 70 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para el nimero de alelos
de riesgo. Panel B: riesgos acumulados hasta los 70 afios con deciles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo. Panel C: Riesgos a 5 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo. Panel D: Riesgos a 5 afios con deciles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo.

Figura 6. Riesgos de cancer colorrectal en EE.UU. (varones) por categoria de edad, antecedentes
familiares de cancer colorrectal (pariente de primer grado) y por nimero de alelos de riesgo. Panel A:
riesgos acumulados hasta los 70 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para el nimero de alelos
de riesgo. Panel B: riesgos acumulados hasta los 70 afios con deciles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo. Panel C: Riesgos a 5 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo. Panel D: Riesgos a 5 afios con deciles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo.

Figura 7. Riesgos de cancer colorrectal en EE.UU. (mujeres) por categoria de edad, antecedentes
familiares de cancer colorrectal (pariente de primer grado) y por nimero de alelos de riesgo. Panel A:
riesgos acumulados hasta los 70 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para el nimero de alelos
de riesgo. Panel B: riesgos acumulados hasta los 70 afios con deciles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo. Panel C: Riesgos a 5 afios con los quintiles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo. Panel D: Riesgos a 5 afios con deciles mas altos y mas bajos para el
numero de alelos de riesgo.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Técnicas Generales vy Definiciones Seleccionadas

[0037] A menos que se definan especificamente de otro modo, se entendera que todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que los cominmente entendidos por una persona con
conocimientos ordinarios en la materia (p. ej., analisis del cancer colorrectal, genética molecular, bioinformatica y
bioguimica).

[0038] A menos que se indique o contrario, las técnicas moleculares y estadisticas utilizadas en la presente divulgacion
son procedimientos estandar, bien conocidos por los expertos en la materia. Dichas técnicas se describen y explican en
toda la bibliografia en fuentes como, J. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley and Sons (1984), J.
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989), T.A. Brown
(editor), Essential Molecular Biology: A Practical Approach,), D.M. Glover y B.D. Hames (editores), DNA Cloning: A
Practical Approach, volimenes 1-4, IRL Press (1995 y 1996), y F.M. Ausubel et al. (editores), Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Pub. Associates y Wiley-Interscience (1988, incluidas todas las actualizaciones hasta la
actualidad), Ed Harlow y David Lane (editores) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988),
y J.E. Coligan et al. (editores) Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons (incluidas todas las actualizaciones
hasta la fecha).

[0039] Debe entenderse que esta invencion no se limita a realizaciones particulares, que pueden, por supuesto, variar.
También debe entenderse que la terminologia empleada en el presente documento tiene por objeto describir inicamente
realizaciones concretas y no pretende ser limitativa. Tal como se utilizan en esta especificacién y en las reivindicaciones
anexas, los términos en singular y las formas singulares "un/una”, por ejemplo, incluyen opcionalmente referentes plurales
a menos que el contenido indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "una sonda" incluye
opcionalmente una pluralidad de moléculas de sonda; del mismo modo, dependiendo del contexto, el uso del término "un
acido nucleico" incluye opcionalmente, en la practica, muchas copias de esa molécula de acido nucleico.

[0040] Tal como se utiliza aqui, el término "aproximadamente”, a menos que se indique lo contrario, se refiere a +/- 10%,
mas preferiblemente +/- 5%, mas preferiblemente +/- 1%, del valor designado.

[0041] El término "y/o", p. €j., "X y/o Y" se entendera en el sentido de "X e Y" 0 "X 0 Y" y se considerara que proporciona
apoyo explicito para ambos significados o para cualquiera de ellos.

[0042] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cancer colorrectal” abarca cualquier tipo de cancer que
nwon

pueda desarrollarse en el colon o el recto de un sujeto. Los términos "cancer colorrectal”, "cancer de colon”, "cancer rectal”
y "cancer de intestino" pueden utilizarse indistintamente en el contexto de la presente divulgacion.

[0043] Por ejemplo, el cancer colorrectal puede caracterizarse como T estadio 1 - 4. En otro ejemplo, el cancer colorrectal
puede caracterizarse como estadio A - D de Dukes

[0044] Tal como se utiliza aqui, "cancer colorrectal" también abarca un fenotipo que muestra una predisposicion a
desarrollar cancer colorrectal en un individuo. Un fenotipo que muestre una predisposicion al cancer colorrectal puede,
por ejemplo, mostrar una mayor probabilidad de que el cancer se desarrolle en un individuo con el fenotipo que en los
miembros de una poblacién general relevante bajo un conjunto dado de condiciones ambientales (dieta, régimen de
actividad fisica, localizacién geografica, etc.). Por ejemplo, el cancer colorrectal puede clasificarse clinicamente como
premaligno (por ejemplo, hiperplasia, adenoma).

[0045] Un "polimorfismo" es un locus que es variable; es decir, dentro de una poblacién, la secuencia de nucledtidos en
un polimorfismo tiene mas de una version o alelo. Un ejemplo de polimorfismo es el "polimorfismo de nucleétido Gnico”,
que es un polimorfismo en una Unica posicion de nucleétido en un genoma (el nucleétido en la posicién especificada varia
entre individuos o poblaciones).

[0046] Tal como se utiliza aqui, el término "SNP" o "polimorfismo de nucleétido Unico" se refiere a una variacién genética
entre individuos; p. €j., una Unica posicion de base nitrogenada en el ADN de los organismos que es variable. En el
presente documento, "SNP" es el plural de SNP. Por supuesto, cuando uno se refiere al ADN en el presente documento,
dicha referencia puede incluir derivados del ADN como amplicéns, transcritos de ARN del mismo, etc.

[0047] El término "alelo” se refiere a una de dos o mas secuencias nucleotidicas diferentes que se producen o estan
codificadas en un locus especifico, 0 a dos 0 mas secuencias polipeptidicas diferentes codificadas por dicho locus. p. €j.,
un primer alelo puede ocurrir en un cromosoma, mientras que un segundo alelo ocurre en un segundo cromosoma
homélogo, p. €., como ocurre en diferentes cromosomas de un individuo heterocigoto, o entre diferentes individuos
homocigotos o heterocigotos de una poblacién. Un alelo se correlaciona "positivamente” con un rasgo cuando estd ligado
a él y cuando la presencia del alelo es un indicador de que el rasgo o la forma del rasgo se producira en un individuo que
comprenda el alelo. Un alelo se correlaciona "negativamente" con un rasgo cuando esta ligado a él y cuando la presencia
del alelo es un indicador de que un rasgo o forma de rasgo no se producira en un individuo que comprenda el alelo. El
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término "alelo de riesgo" se utiliza en el contexto de la presente divulgacion para referirse a un alelo que indica una
propension genética a la susceptibilidad al cancer colorrectal. Un sujeto puede ser homocigoto, heterocigoto o nulo para
un alelo de riesgo concreto.

[0048] Un polimorfismo o alelo marcador esta "correlacionado” o "asociado" con un fenotipo especifico (susceptibilidad al
cancer colorrectal, etc.) cuando puede relacionarse estadisticamente (positiva o negativamente) con el fenotipo. Los
métodos para determinar si un polimorfismo o alelo esta vinculado estadisticamente son conocidos por los expertos en la
materia. Es decir, el polimorfismo o polimorfismos especificados se dan con mas frecuencia en una poblacién de casos
(p- €j., pacientes con cancer colorrectal) que en una poblacién de control (p. €j., individuos que no padecen cancer
colorrectal). A menudo se infiere que esta correlacién es de naturaleza causal, pero no tiene por qué serlo: el simple
vinculo genético con (asociacién con) un locus para un rasgo que subyace al fenotipo es suficiente para que se produzca
la correlacibn/asociacion.

[0049] La expresion "desequilibrio de ligamiento" (LD) se utiliza para describir la correlacion estadistica entre dos
genotipos polimoérficos vecinos. Normalmente, la LD se refiere a la correlacion entre los alelos de un gameto aleatorio en
los dos loci, suponiendo un equilibrio de Hardy-Weinberg (independencia estadistica) entre gametos. La LD se cuantifica
con el parametro de asociacion de Lewontin (D') o con el coeficiente de correlacién de Pearson (r) (Devlin y Risch, 1995).
Dos loci con un valor LD de 1 se dice que estan en LD completa. En el otro extremo, dos loci con un valor LD de 0 se
denominan en equilibrio de ligamiento. El desequilibrio de ligamiento se calcula aplicando el algoritmo de maximizacién
de expectativas (EM) para la estimacion de frecuencias de haplotipos (Slatkin y Excoffier, 1996). Los valores de LD segun
la presente divulgacién para genotipos/loci vecinos se seleccionan por encima de 0,5, mas preferiblemente, por encima
de 0,6, aun mas preferiblemente, por encima de 0,7, preferiblemente, por encima de 0,8, mas preferiblemente por encima
de 0,9, idealmente aproximadamente de 1,0. Muchos de los SNP en desequilibrio de ligamiento con los SNP de la presente
divulgacion que se describen aqui tienen valores de LD de 0,9 o 1.

[0050] Otra forma en la que un experto en la materia puede identificar facilmente SNP en desequilibrio de ligamiento con
los SNP aqui descritos es determinando la puntuacion LOD para dos loci. LOD son las siglas en inglés de "logaritmo de
las probabilidades", una estimacién estadistica de si es probable que dos genes, o un gen y un gen de una enfermedad,
estén situados cerca el uno del otro en un cromosoma y, por tanto, sea probable que se hereden. Por lo general, una
puntuacién LOD de entre 2 y 3 o superior significa que dos genes estan situados cerca el uno del otro en el cromosoma.
Asi, los valores LOD para genotipos/loci vecinos pueden seleccionarse al menos por encima de 2, al menos por encima
de 3, al menos por encima de 4, al menos por encima de 5, al menos por encima de 6, al menos por encima de 7, al
menos por encima de 8, al menos por encima de 9, al menos por encima de 10, al menos por encima de 20, al menos por
encima de 30, al menos por encima de 40, al menos por encima de 50.

[0051] Los SNP en desequilibrio de ligamiento con los SNP aqui divulgados pueden tener una distancia de recombinacion
genética especificada menor o igual a unos 20 centimorgan (cM) o menos. Por ejemplo, 15 ¢cM o0 menos, 10 cM o menos,
9 cM o menos, 8 cM o0 menos, 7 cM o0 menos, 6 cM o menos, 5 ¢cM o menos, 4 cM o menos, 3 ¢cM o0 menos, 2 cM o0 menos,
1 ¢cM o menos, 0,75 cM o0 menos, 0,5 ¢M o0 menos, 0,25 cM 0 menos, 0 0,1 cM o0 menos. Por ejemplo, dos loci ligados
dentro de un Unico segmento cromosémico pueden sufrir recombinacién entre si durante la meiosis con una frecuencia
menor o igual a aproximadamente el 20%, aproximadamente el 19%, aproximadamente el 18%, aproximadamente el
17%, aproximadamente el 16%, aproximadamente el 15%, aproximadamente el 14%, aproximadamente el 13%,
aproximadamente el 12%, aproximadamente el 11%, aproximadamente el 10%, aproximadamente el 9%,
aproximadamente el 8%, aproximadamente el 7%, aproximadamente el 6%, aproximadamente el 5%, aproximadamente
el 4%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 1%, aproximadamente el 0,75%,
aproximadamente el 0,5%, aproximadamente el 0,25% o aproximadamente el 0,1% o menos.

[0052] Los SNP en desequilibrio de ligamiento con los SNP aqui divulgados pueden estar dentro de un radio de al menos
100 kb (que se correlaciona en humanos con aproximadamente 0,1 ¢cM, dependiendo de la tasa de recombinacién local),
al menos 50 kb, al menos 20 kb 0 menos entre si.

[0053] Un enfoque ejemplar para la identificacién de marcadores sustitutos para un SNP particular implica una estrategia
simple que presume que los SNP que rodean al SNP objetivo estan en desequilibrio de ligamiento y, por lo tanto, pueden
proporcionar informacién sobre la susceptibilidad a la enfermedad. Por lo tanto, los marcadores potencialmente sustitutos
pueden identificarse a partir de bases de datos de acceso publico, como HAPMAP, mediante la busqueda de SNP que
cumplan determinados criterios que la comunidad cientifica haya considerado adecuados para la seleccién de candidatos
a marcadores sustitutos.

[0054] "Frecuencia alélica" se refiere a la frecuencia (proporcion o porcentaje) en la que un alelo esta presente en un
locus dentro de un individuo, dentro de una linea o dentro de una poblacién de lineas. Por ejemplo, para un alelo "A", los
individuos diploides de genotipo "AA", "Aa" o0 "aa" tienen frecuencias alélicas de 1,0, 0,5 0 0,0, respectivamente. Se puede
estimar la frecuencia alélica dentro de una linea o poblacion (p. gj., casos o controles) promediando las frecuencias alélicas
de una muestra de individuos de esa linea o poblacién. Del mismo modo, se puede calcular la frecuencia alélica dentro
de una poblacion de lineas promediando las frecuencias alélicas de las lineas que componen la poblacion.

[0055] El término "frecuencia alélica" puede utilizarse para definir la frecuencia alélica menor (MAF). El MAF se refiere a
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la frecuencia con la que se produce el alelo menos comun en una poblacién determinada.

[0056] Un individuo es "homocigoto" si so6lo tiene un tipo de alelo en un locus determinado (p. €j., un individuo diploide
tiene una copia del mismo alelo en un locus para cada uno de los dos cromosomas homélogos). Un individuo es
"heterocigoto” si mas de un tipo de alelo esta presente en un locus determinado (p. €j., un individuo diploide con una copia
de cada uno de dos alelos diferentes). El término "homogeneidad" indica que los miembros de un grupo tienen el mismo
genotipo en uno o mas loci especificos. En cambio, el término "heterogeneidad” se utiliza para indicar que los individuos
del grupo difieren en genotipo en uno o mas loci especificos.

[0057] Un "locus” es una posicion o regidon cromosomica. Por ejemplo, un locus polimoérfico es una posicion o regién donde
se localiza un acido nucleico polimérfico, un determinante de rasgo, un gen o un marcador. En otro ejemplo, un "locus
genético" es una localizacién (region) cromosémica especifica en el genoma de una especie donde se puede encontrar
un gen especifico.

[0058] Un "marcador"”, "marcador molecular" o "acido nucleico marcador" se refiere a una secuencia de nucledtidos o
producto codificado de la misma (p. €j., una proteina) utilizado como punto de referencia al identificar un locus o un locus
vinculado. Un marcador puede derivarse de una secuencia de nucleétidos genémica o de secuencias de nucleotidos
expresadas (p. €j., de un ARN, ARNn, ARNm, un ADNg, etc.), o de un polipéptido codificado. El término también se refiere
a secuencias de acido nucleico complementarias o flanqueantes de las secuencias marcadoras, como los acidos nucleicos
utilizados como sondas o pares de cebadores capaces de amplificar la secuencia marcadora. Una "sonda marcadora” es
una secuencia o0 molécula de acido nucleico que puede utilizarse para identificar la presencia de un locus marcador, p.
€j., una sonda de acido nucleico complementaria a una secuencia de locus marcador. Los acidos nucleicos son
"complementarios" cuando se hibridan especificamente en solucion, p. €j., segun las reglas de emparejamiento de bases
de Watson-Crick. Un "locus marcador”" es un locus que puede utilizarse para rastrear la presencia de un segundo locus
ligado, p. €j., un locus ligado o correlacionado que codifica o contribuye a la variacién poblacional de un rasgo fenotipico.
Por ejemplo, un locus marcador puede utilizarse para supervisar la segregacion de alelos en un locus, como un locus de
rasgo cuantitativo (QTL), que estan genética o fisicamente vinculados al locus marcador. Asi, un "alelo marcador",
alternativamente un "alelo de un locus marcador" es una de una pluralidad de secuencias de nucleétidos polimérficos
encontradas en un locus marcador en una poblacion que es polimérfica para el locus marcador.

[0059] Se divulgan aqui loci marcadores correlacionados con un fenotipo de interés, p. €j., cancer colorrectal. Se espera
que cada uno de los marcadores identificados se encuentre en estrecha proximidad fisica y genética (dando lugar a un
enlace fisico y/o genético) con un elemento genético, p. ej., un QTL que contribuya al fenotipo pertinente. Los marcadores
correspondientes a polimorfismos genéticos entre miembros de una poblacion pueden detectarse mediante métodos bien
establecidos en la técnica. Entre ellos se incluyen, p. €j., los métodos de amplificacion de secuencias especificas basados
en la PCR, la deteccion de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), la deteccién de marcadores
isoenzimaticos, la deteccién de hibridacion especifica de alelos (ASH), la deteccidn de extensién de nucleétido Unico, la
deteccién de secuencias variables amplificadas del genoma, la deteccion de replicacion de secuencias autosostenida, la
deteccién de repeticiones de secuencias simples (SSR), la deteccién de polimorfismos de nucleétido Gnico (SNP) o la
deteccién de polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP).

[0060] El término "amplificar" en el contexto de la amplificacion de acidos nucleicos es cualquier proceso mediante el cual
se producen copias adicionales de un &cido nucleico seleccionado (o una forma transcrita del mismo). Los métodos de
amplificacién tipicos incluyen varios métodos de replicacion basados en polimerasas, incluida la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), métodos mediados por ligasas como la reaccién en cadena de la ligasa (LCR) y métodos de
amplificacién basados en la ARN polimerasa (p. €j., por transcripcion).

[0061] Un "amplicon" es un acido nucleico amplificado, p. €j., un acido nucleico que se produce amplificando un acido
nucleico molde mediante cualquier método de amplificacion disponible (p. gj., PCR, LCR, transcripcion o similar).

[0062] Un acido nucleico especificado es "derivado de" un acido nucleico dado cuando se construye usando la secuencia
del acido nucleico dado, o cuando el acido nucleico especificado se construye usando €l acido nucleico dado.

[0063] Un "gen" es una o mas secuencia(s) de nucleétidos en un genoma que en conjunto codifican una o mas moléculas
expresadas, p. gj., un ARN, o polipéptido. El gen puede incluir secuencias codificantes que se transcriben en ARN que
luego puede traducirse en una secuencia polipeptidica, y puede incluir secuencias estructurales o reguladoras asociadas
que ayudan a la replicacién o expresion del gen.

[0064] Un "genotipo" es la constitucién genética de un individuo (o grupo de individuos) en uno o mas loci genéticos. El
genotipo se define por el alelo o alelos de uno o varios loci conocidos del individuo, normalmente, la compilacién de alelos
heredados de sus progenitores.

[0065] Un "haplotipo” es el genotipo de un individuo en una pluralidad de loci genéticos de una Unica cadena de ADN.
Normalmente, los loci genéticos descritos por un haplotipo estan fisica y genéticamente vinculados, es decir, en la misma
cadena cromosoémica.
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[0066] Un "conjunto” de marcadores, sondas o cebadores se refiere a una coleccién o grupo de marcadores sondas,
cebadores, o los datos derivados de los mismos, utilizados para un propésito comun (p. ej., evaluar el riesgo de un
individuo de desarrollar cancer colorrectal). Con frecuencia, los datos correspondientes a los marcadores, sondas o
cebadores, o derivados de su uso, se almacenan en un soporte electrénico. Si bien cada uno de los miembros de un
conjunto posee utilidad con respecto al proposito especificado, los marcadores individuales seleccionados del conjunto,
asi como los subconjuntos que incluyen algunos, pero no todos los marcadores, también son eficaces para lograr el
propésito especificado.

[0067] Los polimorfismos y genes, y las correspondientes sondas marcadoras, amplicéns o cebadores descritos
anteriormente pueden incorporarse en cualquier sistema del presente documento, ya sea en forma de acidos nucleicos
fisicos, o en forma de instrucciones del sistema que incluyan informacién de secuencia para los acidos nucleicos. Por
ejemplo, el sistema puede incluir cebadores o amplicéns correspondientes a (o que amplifican una porcién de) un gen o
polimorfismo descrito en el presente documento. Como en los métodos anteriores, el conjunto de sondas o cebadores
marcadores detecta opcionalmente una pluralidad de polimorfismos en una pluralidad de dichos genes o loci genéticos.
Asi, por ejemplo, el conjunto de sondas o cebadores marcadores detecta al menos un polimorfismo en cada uno de estos
genes, o cualquier otro polimorfismo, gen o locus definido en el presente documento. Dicha sonda o cebador puede incluir
una secuencia de nucleétidos de dicho polimorfismo o gen, o un acido nucleico complementario del mismo, o un producto
transcrito del mismo (p. €j., una forma de ARNn o ARNm producida a partir de una secuencia genoémica, p. €j., por
transcripcion o empalme).

[0068] Tal como se utilizan en el presente documento, las "curvas caracteristicas operativas del receptor" se refieren a un
trazado grafico de la sensibilidad frente a la sensibilidad. (1 - especificidad) para un sistema clasificador binario a medida
que varia su umbral de discriminacién. El ROC también puede representarse de forma equivalente trazando la fraccién
de verdaderos positivos (TPR = tasa de verdaderos positivos) frente a la fraccién de falsos positivos (FPR = tasa de falsos
positivos). También se conoce como curva caracteristica de funcionamiento relativo, porque es una comparacién de dos
caracteristicas de funcionamiento (TPR y FPR) a medida que cambia el criterio. El analisis ROC proporciona herramientas
para seleccionar modelos posiblemente 6ptimos y descartar los suboptimos independientemente de (y antes de
especificar) el contexto de costes o la distribucién de clases. Los métodos de uso en el contexto de la divulgacién seran
claros para los expertos en la materia.

[0069] Tal y como se utiliza aqui, el término "combinar la evaluacién del riesgo genético con la evaluacién del riesgo
clinico para obtener el riesgo" se refiere a cualquier analisis matematico adecuado que se base en los resultados de las
dos evaluaciones. Por ejemplo, los resultados de la evaluacién del riesgo clinico y de la evaluacion del riesgo genético
pueden sumarse, mas preferiblemente multiplicarse.

[0070] Tal como se utilizan aqui, los términos "cribado rutinario del cancer colorrectal" y "cribado mas frecuente" son
términos relativos, y se basan en una comparacion con el nivel de cribado recomendado a un sujeto que no tiene riesgo
identificado de desarrollar cancer colorrectal. Por ejemplo, el cribado sistematico puede incluir el cribado de materia fecal
oculta, la colonoscopia o la sigmoidoscopia cada uno o dos afios. A continuacion, se analizan otros intervalos de tiempo
para el cribado sistematico.

Evaluacién del riesgo genético

[0071] El método de la presente invencién se refiere a la evaluacion del riesgo de un sujeto de desarrollar cancer
colorrectal mediante la realizacion de una evaluacion del riesgo genético.

[0072] La evaluacién del riesgo genético puede realizarse analizando el genotipo del sujeto en dos o mas loci de
polimorfismos de nucledtido Gnico. Por ejemplo, pueden detectarse al menos 28 polimorfismos de un solo nucleétido. En
otros ejemplos, se detectan al menos 29, al menos 30, al menos 31, al menos 32, al menos 33, al menos 34, al menos
35, al menos 36, al menos 37, al menos 38, al menos 39, al menos 40, al menos 41, al menos 42, al menos 43, al menos
44 polimorfismos de nucleétido Unico. La evaluacion del riesgo genético del método de la invencion se realiza detectando
al menos 45 polimorfismos de nucleétido Gnico.

[0073] Como apreciara el destinatario experto, cada SNP que aumenta el riesgo de desarrollar cancer colorrectal tiene
una razén de posibilidades de asociacién con el cancer colorrectal superior a 1,0. En algunas realizaciones, ninguno de
los polimorfismos tiene una razén de posibilidades de asociacién con el cancer colorrectal superior a 3 o superior a 4.

[0074] Los ejemplos de SNP que se detectan como parte de la evaluacion del riesgo genético incluyen, pero no se limitan
a, SNP seleccionados del grupo que consiste en rs72647484, rs10911251, rs6687758, 6691170, rs11903757, rs812481,
rs35360328, rs10936599, rs3987, rs35509282, rs647161, rs1321311, rs16892766, rs6983267, rs10505477, rs7014346,
rs719725, rs10904849, rs10795668, rs704017, rs11190164, rs1035209, rs12241008, rs174537, rs4246215, rs174550,
rs1535, rs3824999, rs3802842, rs3217810, rs3217901, rs10774214, rs11169552, rs7136702, rs3184504, rs59336,
rs73208120, rs1957636, rs4444235, rs11632715, rs16969681, rs9929218, rs16941835, rs744166, rs4939827,
rs10411210, rs1800469, rs2241714, rs2423279, rs4813802, rs961253, rs6066825, rs4925386 o rs5934683. Como
también se divulga en el presente documento, los SNP que se detectan pueden ser SNP en desequilibrio de ligamiento
con uno o mas de los de la lista anterior. En el método de la invencién, los SNP detectados son los de la Tabla 1. Como
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también se describe en el presente documento, al realizar la evaluacién del riesgo genético se detectan al menos 28 SNP
de la Tabla 1 o un polimorfismo de nucledtido Unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.
Alternativamente, se detectan al menos 29, al menos 30, al menos 31, al menos 32, al menos 33, al menos 34, al menos
35, al menos 36, al menos 37, al menos 38, al menos 39, al menos 40, al menos 41, al menos 42, al menos 43, al menos
44 polimorfismos de nucleotido Unico de la Tabla 1 o un polimorfismo de nucleétido Unico en desequilibrio de ligamiento
con uno o mas de ellos. En el método de la invencién, se detectan al menos 45 polimorfismos de nucleétido Unico de la
Tabla 1.

Tabla 1. SNP asociados al cancer colorrectal. La tabla indica la nomenclatura del SNP, el gen o genes mas cercanos o
dentro de la probable diana reguladora del SNP, el genotipo del alelo de riesgo notificado, la frecuencia del alelo de
riesgo notificada en los controles, la asociacion notificada con el cancer colorrectal por alelo de riesgo (razén de
posibilidades), el riesgo relativo familiar (FRR) atribuible al SNP y la proporcién del log FRR debida al SNP. *Gen mas
cercano o probable diana reguladora del SNP. Los SNP en desequilibrio de ligamiento se muestran entre corchetes [ ].
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[0075] Los polimorfismos de nucleétido unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de los polimorfismos de
nucleétido Unico seleccionados de la Tabla 1 pueden tener valores LD de al menos 0,5, al menos 0,6, al menos 0,7, al
menos 0,8. Alternativamente, los polimorfismos de nucleétido Unico en desequilibrio de ligamiento pueden tener valores
de LD de al menos 0,9. En otra alternativa, los polimorfismos de nucleétido Unico en desequilibrio de ligamiento pueden
tener valores de LD de al menos 1.

[0076] Algunos polimorfismos de nucleétido Gnico son mas informativos que otros para una evaluacioén de riesgo concreta.
Por ejemplo, la evaluacién del riesgo genético puede comprender la deteccién de rs3987, rs35509282 y rs744166, o un
polimorfismo de nucleétido Unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.

[0077] La evaluacion del riesgo genético del método de la invencién comprende detectar rs72647484, rs10911251,
rs6687758, rs11903757, rs812481, rs35360328, rs10936599, rs3987, rs35509282, rs647161, rs1321311, rs16892766,
rs6983267, rs719725, rs10904849, rs10795668, rs704017, rs11190164, rs12241008, 11ghap (alguno o todos los
rs174537, rs4246215, rs174550, y rs1535), rs3824999, rs3802842, rs3217810, rs3217901, rs10774214, rs11169552,
rs7136702, rs3184504, rs59336, rs73208120, rs1957636, rs4444235, rs11632715, rs16969681, rs9929218, rs16941835,
rs744166, rs4939827, rs10411210, 19ghap” (alguno o todos los rs1800469 y rs2241714), rs2423279, rs4813802,
rs961253, rs6066825, rs4925386. Como también se describe en el presente documento, la evaluacién del riesgo genético
puede comprender la deteccion de un polimorfismo de nucleétido Unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de
los SNP enumerados anteriormente.

[0078] La evaluacién del riesgo genético del método de la invencién comprende detectar la presencia del polimorfismo de
nucleétido unico rs5934683. Como también se describe en el presente documento, la evaluacion del riesgo genético
puede comprender la deteccién de un polimorfismo de nucleotido Unico en desequilibrio de ligamiento.

[0079] En algunas realizaciones, el nimero de SNP evaluados se basa en la mejora de reclasificacion neta en la
prediccion de riesgo calculada utilizando el indice de reclasificacion neta (NRI) (Pencina et al., 2008). En algunas
realizaciones, la mejora de reclasificaciéon neta de los métodos de la presente divulgacion es superior a 0,01.

[0080] En otras realizaciones, la mejora de reclasificacion neta de los métodos de la presente divulgacion es superior a
0,05. En algunas realizaciones, la mejora de reclasificacion neta de los métodos de la presente divulgacion es superior a
0,1.

[0081] Los SNP en desequilibrio de ligamiento con los mencionados especificamente en el presente documento son
facilmente identificables por los expertos en la materia. Ejemplos de tales SNP incluyen cuatro SNP perfectamente
correlacionados dentro de 11q12.2 (rs174537, rs4246215, rs174550, y rs1535). Estos cuatro SNP se denominan en la
presente divulgaciéon haplotipo 11g12.2. Otro ejemplo son los genes rs1800469 y rs2241714, que se encuentran en
19q13.2. Estos SNP también estan perfectamente correlacionados y se denominan en la presente divulgacion haplotipo
19q13.2. Otros ejemplos incluyen rs6687758 y rs6691170, localizados en 1g41; rs10505477, rs6983267 y rs7014346,
localizados en 8g24.21; rs11632715 y rs16969681 localizados en 15931; rs1035209, rs11190164 localizados en 10g24.2;
rs11169552, rs7136702 localizados en 12q13.13 (mas ejemplos posibles en la Tabla 2).
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Tabla 2. Lista de SNP (SNP correlacionados) en LD* con los seis principales SNP de riesgo (DbSNP). Se muestran los
SNP con un ™ superior a 0,08 (poblaciones afroamericana, americana, asiatica y europea) en el conjunto de datos
HAPMAP (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov).
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Evaluacién Clinica de Riesgos

[0082] Los métodos de la invencién y tal como se divulgan aqui pueden comprender la realizacion de una evaluacion del
riesgo clinico del sujeto. Los resultados de la evaluacién del riesgo clinico pueden combinarse con la evaluacién del riesgo
genético para obtener el riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal.

[0083] En el método de la invencién puede utilizarse cualquier procedimiento adecuado de evaluacion del riesgo clinico.
Preferiblemente, la evaluacién del riesgo clinico no implica el genotipado del sujeto en uno o mas loci. No obstante, el
procedimiento de evaluacién del riesgo clinico puede incluir la obtencién de informacién sobre mutaciones en los genes
MLH1, MSH2y MSH6 y el estado de inestabilidad de microsatélites.

[0084] En algunas realizaciones, el procedimiento de evaluacion del riesgo clinico incluye la obtencién de informacion del

sujeto sobre uno o mas de los siguientes aspectos: antecedentes médicos de cancer colorrectal y/o polipos, edad,
antecedentes familiares de cancer colorrectal y/o pélipos y/u otro tipo de cancer, incluida la edad del familiar en el momento
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del diagndstico, resultados de colonoscopias y/o sigmoidoscopias previas, resultados de pruebas previas de sangre oculta
en heces, peso, indice de masa corporal, altura, sexo, antecedentes de consumo de alcohol, antecedentes de tabaquismo,
antecedentes de ejercicio, dieta (p. ej., consumo de folato, verduras, carne roja, frutas, fibra y grasas saturadas),
prevalencia de enfermedad inflamatoria intestinal, raza/etnia, uso de aspirina y NSAID, implantacion de la sustitucion
estrogénica y uso de anticonceptivos orales. Por ejemplo, el procedimiento de evaluacion del riesgo clinico puede incluir
la obtencion de informacién del sujeto sobre los antecedentes de cancer colorrectal de un familiar de primer grado. En
otro ejemplo, el procedimiento de evaluacién del riesgo clinico incluye la obtencién de informacién del sujeto sobre la edad
y/o los antecedentes de cancer colorrectal de un familiar de primer grado.

[0085] En algunas realizaciones, la evaluacion del riesgo clinico incluye detalles relativos a los antecedentes familiares
de cancer colorrectal de al menos algunos, preferiblemente todos, los familiares de primer grado.

[0086] En algunas realizaciones, la historia familiar de cancer colorrectal implica un analisis de la historia familiar
multigeneracional. Tal y como se utiliza aqui, "historia familiar multigeneracional" se refiere al analisis de 2 o mas
generaciones. La historia familiar multigeneracional puede incluir un analisis de, por ejemplo, entre la misma generacién
(por ejemplo, primos), y/o entre generaciones (por ejemplo, tios y tias). Por ejemplo, en algunas realizaciones, la
evaluacion del riesgo clinico incluye detalles relativos a los antecedentes familiares de cancer colorrectal de al menos
algunos, preferiblemente todos, los familiares de segundo grado. En algunas realizaciones, la evaluacién del riesgo clinico
incluye detalles relativos a los antecedentes familiares de cancer colorrectal de al menos algunos, preferiblemente todos,
los familiares de segundo y tercer grado.

[0087] En algunas realizaciones, el procedimiento de evaluacién del riesgo clinico proporciona una estimacion del riesgo
de que el sujeto desarrolle cancer colorrectal durante el siguiente periodo de 5 afios (es decir, riesgo a 5 afios). En un
ejemplo, el riesgo a 5 afios determinado por la evaluacién del riesgo clinico se sitla entre el 1% y el 3% aproximadamente.
En otro ejemplo, el riesgo a 5 afios determinado por la evaluacién del riesgo clinico se sitla entre el 1,5% y el 2%
aproximadamente.

[0088] En algunas realizaciones, el procedimiento de evaluacién del riesgo clinico proporciona una estimacion del riesgo
de que el sujeto desarrolle cancer colorrectal durante el préoximo periodo de 10 afios (es decir, riesgo a 10 afios). En un
ejemplo, el riesgo a 10 afios determinado por la evaluacion del riesgo clinico se sitla entre el 1% y el 3%
aproximadamente. En otro ejemplo, el riesgo a 5 afios determinado por la evaluacién del riesgo clinico se sitda entre el
1,5% y el 2% aproximadamente.

[0089] En algunas realizaciones, el procedimiento de evaluacién del riesgo clinico proporciona una estimacion del riesgo
de que el sujeto desarrolle cancer colorrectal hasta los 70 afios (es decir, el riesgo de por vida). En un ejemplo, €l riesgo
a lo largo de la vida determinado por la evaluacién del riesgo clinico se sitlia entre el 15% y el 30% aproximadamente. En
otro ejemplo, el tiempo de vida determinado por la evaluacion del riesgo clinico se sitia entre el 20% y el 25%
aproximadamente.

[0090] En algunas realizaciones, la evaluacion del riesgo clinico utiliza un modelo que calcula el riesgo absoluto de
desarrollar cancer de colon. Por ejemplo, €l riesgo absoluto de desarrollar cancer de colon puede calcularse utilizando las
tasas de incidencia del cancer y teniendo en cuenta el riesgo concurrente de morir por otras causas distintas del cancer
de colon. En algunas realizaciones, la evaluacién del riesgo clinico proporciona un riesgo absoluto a 5 afios de desarrollar
cancer de colon. En algunas realizaciones, la evaluacién del riesgo clinico proporciona un riesgo absoluto a 10 afios de
desarrollar cancer de colon.

[0091] Ejemplos de procedimientos de evaluacion del riesgo clinico incluyen, entre otros, el indice de Riesgo de Cancer
de Harvard, la Herramienta de Evaluacion del Riesgo de Cancer Colorrectal del Instituto Nacional del Cancer, la
Herramienta de la Clinica Cleveland, el modelo de probabilidad de Reparacion de Desajustes (también conocido como
MMRpro), la Herramienta de Prediccion del Riesgo Colorrectal (CRIPT) y similares (véase, por ejemplo, Usher-Smith et
al., 2015). En estos algoritmos ejemplares de prediccién del riesgo se ha recopilado un amplio conjunto de investigaciones
centradas en las mutaciones de alto riesgo y en los factores de riesgo fenotipicos.

[0092] El indice de Riesgo de Cancer de Harvard predice el riesgo a 10 afios de desarrollar cancer de colon utilizando
datos de antecedentes familiares (parientes de primer grado con cancer de colon) y factores ambientales como el indice
de masa corporal, el uso de aspirina, el consumo de cigarrillos, los antecedentes de enfermedad inflamatoria intestinal, la
altura, la actividad fisica, la sustitucion de estrégenos, el uso de anticonceptivos orales y el consumo de folato, verduras,
alcohol, carne roja, frutas, fibra y grasas saturadas. En un ejemplo, el procedimiento de evaluacion del riesgo clinico utiliza
el Indice de Riesgo de Cancer de Harvard para predecir el riesgo a 10 afios de que el sujeto desarrolle cancer de colon.

[0093] La Herramienta de Evaluacion del Riesgo de Cancer Colorrectal predice los riesgos a 5, 10, 20 afios y de por vida
de desarrollar cancer colorrectal en personas mayores de 50 afios en funcion de la edad, el sexo, el uso de sigmoidoscopia
y/o colonoscopia, la actividad actual en el tiempo libre, el uso de aspirina y NSAID, los antecedentes de tabaquismo, el
indice de masa corporal, los antecedentes de reemplazo hormonal y el consumo de verduras. En un ejemplo, el
procedimiento de evaluacién del riesgo clinico utiliza la Herramienta de Evaluacion del Riesgo de Cancer Colorrectal para
predecir el riesgo a 5 afios de que el sujeto desarrolle cancer colorrectal. En otro ejemplo, el procedimiento de evaluacion
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del riesgo clinico utiliza la Herramienta de Evaluacion del Riesgo de Cancer Colorrectal para predecir el riesgo a 10 afios
de que el sujeto desarrolle cancer colorrectal. En otro ejemplo, el procedimiento de evaluacion del riesgo clinico utiliza la
Herramienta de Evaluacion del Riesgo de Cancer Colorrectal para predecir el riesgo a 20 afios de que el sujeto desarrolle
cancer colorrectal. En otro ejemplo, el procedimiento de evaluacién del riesgo clinico utiliza la Herramienta de Evaluacién
del Riesgo de Cancer Colorrectal para predecir el riesgo a lo largo de la vida de que el sujeto desarrolle cancer colorrectal.

[0094] La herramienta de la Clinica Cleveland proporciona una puntuacién de riesgo de cancer colorrectal basada en la
edad, el sexo, el origen étnico, el peso, la altura, el uso de sigmoidoscopia y/o colonoscopia, la prueba de sangre oculta
en heces, el tabaquismo, €l gjercicio, los antecedentes de cancer colorrectal y polipos, y el consumo de verduras y frutas.

[0095] El modelo MMRpro predice los riesgos a cinco afios y de por vida de desarrollar cancer colorrectal y de endometrio
basandose en mutaciones en los genes MLH1, MSH2y MSH6, asi como en factores ambientales como los antecedentes
familiares de la enfermedad, el estado de inestabilidad de microsatélites, la edad y el origen étnico. En un ejemplo, el
procedimiento de evaluacién del riesgo clinico utiliza el modelo MMRpro para predecir el riesgo a 5 afios de que el sujeto
desarrolle cancer colorrectal. En otro ejemplo, el procedimiento de evaluacion del riesgo clinico utiliza el modelo MMRpro
para predecir el riesgo a lo largo de la vida de que el sujeto desarrolle cancer colorrectal.

[0096] EI modelo de la Herramienta de Prediccion del Riesgo Colorrectal (CRIPT) utiliza la historia familiar
multigeneracional mediante un modelo poligénico mixto de genes principales para estimar el riesgo de cancer colorrectal.

Calculo del Riesgo Relativo del SNP_ Compuesto "Riesgo Genético"”

[0097] El "riesgo genético" de un individuo puede definirse como el producto de los valores de riesgo relativo del genotipo
para cada SNP evaluado. Se puede utilizar un modelo de riesgo log-aditivo para definir tres genotipos AA, AB y BB para
un tnico SNP con valores de riesgo relativo de 1, OR y OR2, bajo un modelo de enfermedad rara, donde OR es la razén
de posibilidades de enfermedad previamente descrita para el alelo de alto riesgo, B, frente al alelo de bajo riesgo, A. Si el
alelo B tiene frecuencia (p), entonces estos genotipos tienen frecuencias poblacionales de (1 - p)2, 2p(1 - p), ¥ P
asumiendo el equilibrio de Hardy-Weinberg. Los valores de riesgo relativo del genotipo para cada SNP pueden entonces
escalarse de forma que, basandose en estas frecuencias, el riesgo relativo medio en la poblacién sea 1. En concreto,
dado el riesgo relativo medio poblacional sin escalar:

() =(1-p)* + 2p(l - p)OR + p*OR’

[0098] Los valores de riesgo ajustados 1/u, OR/L y OR/u se utilizan para los genotipos AA, AB y BB. A los genotipos
ausentes se les asigna un riesgo relativo de 1. La siguiente formula puede utilizarse para definir el riesgo genético:

SNP1 x SNP2 x SNP3 x SNPs x SNP x SNPe x SNP7,x SNP, etc.
Se pueden realizar calculos similares para polimorfismos no SNP.

[0099] Un método alternativo para calcular el riesgo SNP compuesto se describe en Mavaddat et al. (2015). En este
ejemplo, se utiliza la siguiente formula;

PRS =/31X1+ﬁ2x2+ ....ﬂg)fﬁ"ﬁﬂl‘n

donde B« es el log razén de posibilidades (OR) por alelo para el cancer de colon asociado con el alelo menor para el SNP
K, ¥ X« el nimero de alelos para el mismo SNP (0, 1 0 2), n es el nimero total de SNP y PRS es la puntuacién de riesgo
poligénico (que también puede denominarse riesgo SNP compuesto).

[0100] Se prevé que el "riesgo” de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal pueda proporcionarse como un
riesgo relativo (o cociente de riesgos) o un riesgo absoluto, segln sea necesario.

[0101] En algunas realizaciones, la evaluacion del riesgo genético obtiene el "riesgo relativo” de un sujeto humano de
desarrollar cancer colorrectal. El riesgo relativo (o cociente de riesgos), medido como la incidencia de una enfermedad en
individuos con una caracteristica (0 exposicién) concreta dividida por la incidencia de la enfermedad en individuos sin la
caracteristica, indica si esa exposicidon concreta aumenta o disminuye el riesgo. El riesgo relativo es (til para identificar
las caracteristicas que se asocian a una enfermedad, pero por si mismo no es especialmente Util para orientar las
decisiones de cribado, ya que la frecuencia del riesgo (incidencia) se anula.

[0102] En algunas realizaciones, la evaluacién del riesgo genético obtiene el "riesgo absoluto" de un sujeto humano de
desarrollar cancer colorrectal. El riesgo absoluto es la probabilidad numérica de que un sujeto humano desarrolle cancer
colorrectal en un periodo determinado (por ejemplo, 5, 10, 15, 20 o mas afios). Refleja el riesgo de un sujeto humano de
desarrollar cancer colorrectal en la medida en que no considera diversos factores de riesgo de forma aislada.
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Evaluacién Clinica Combinada x Riesgo Genético

[0103] Al combinar la evaluacion del riesgo clinico con la evaluacion del riesgo genético para obtener el "riesgo" de un
sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal, puede utilizarse la siguiente férmula: [Riesgo (es decir, Evaluacién Clinica
x Riesgo SNP)] = [Riesgo de Evaluacién Clinica] x SNP1 x SNP2 x SNP3 x SNP4+ x SNP x SNPs x SNP7, x SNPs,... x
SNP4s etc.

[0104] Donde Evaluacion Clinica es el riesgo proporcionado por la evaluacién clinica, y sne1 @ snpas son el riesgo relativo
para los SNP individuales, cada uno escalado para tener una media poblacional de 1 como se ha descrito anteriormente.
Dado que los valores de riesgo SNP se han "centrado" para tener un riesgo medio poblacional de 1, si se asume la
independencia entre los SNP, entonces el riesgo medio poblacional a través de todos los genotipos para el valor
combinado es coherente con la estimaciéon de riesgo subyacente de la Evaluacion Clinica.

[0105] En algunas realizaciones, el riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal se calcula mediante
[Riesgo de evaluacion clinica] x SNP1 x SNP2 x SNP3 x SNP4 x SNPs x SNPes x SNP7, x SNPs,... x SNP4s etc. En algunas
realizaciones, el riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal se calcula mediante [Evaluacion clinica del
riesgo a 5 afos] x SNP1 x SNP2 x SNP3 x SNP4 x SNPs5 x SNPs x SNP7, x SNPs,... x SNP4s etc.

[0106] En algunas realizaciones, el riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal se calcula mediante
[Evaluacion clinica riesgo de por vida] x SNP1 x SNP2 x SNP3 x SNP4 x SNPs x SNPs x SNP7, x SNPs,... x SNPss etc. En
algunas realizaciones, la Evaluacién Clinica se lleva a cabo evaluando uno o mas de los siguientes aspectos: historial
médico de cancer colorrectal, edad, historial familiar de cancer colorrectal, resultados de colonoscopias/sigmoidoscopias
previas y raza/etnia para proporcionar un riesgo clinico. En esta realizacion, el riesgo (es decir, el riesgo genético
combinado x el riesgo clinico) viene dado por:

[Riesgo {es deds, « clirien ¥ gendticol = fator cinicay x fator clinicoy, v fator dinicos

factor 1 x Si\f’; X ’Q\‘Pﬁ X ‘S"“EP: X ‘3\?4 x SNPs x SNPg x SNPy, = %s Pe. ... x SNPssete.

[0107] En algunas realizaciones, la Evaluacién Clinica se lleva a cabo evaluando el historial de familiares de primer grado
de cancer colorrectal para proporcionar un riesgo clinico. En esta realizacién, el riesgo (es decir, el riesgo genético
combinado x el riesgo clinico) viene dado por:

[Bigsge {as dedly, riesgo clinigo « gandtin

Hresgodinke saooiado oo ener un panente de primer grado

con cdncer colorrectall X SN x SNP2 « SNPs x SNPs x SNPs x SNPg s SNPyx SNPy,

. x SNPasete

au

[0108] En algunas realizaciones, se puede estimar la proporcion del riesgo relativo familiar logaritmico (FRR; la razén de
posibilidades para el cancer colorrectal asociada con tener un pariente de primer grado con cancer colorrectal) que podria
ser atribuible a los alelos de riesgo de los SNP (suponiendo la deteccién de 45 SNP, equilibrio de Hardy-Weinberg para
cada SNP, equilibrio de vinculacién entre los SNP y un modelo multiplicativo para las asociaciones de los SNP con el
riesgo de cancer colorrectal). SNP1,... SNP4s son SNP de la Tabla 1 y clinicoss,... clinico”, son factores clinicos (nota:
podria tratarse de cualquier factor hereditario que contribuya al FRR). Entonces, si Gi es una variable aleatoria que da el
numero de alelos de riesgo en SNP; para una persona aleatoria de la poblacion, entonces Gis,..., Gm son todas variables
aleatorias independientes (por equilibrio de ligamiento) y la log-razén de probabilidades para una persona aleatoria es
X1 +... + Xm (por modelo multiplicativo asumido), donde Xi = Xi = GilogOR: and OR; es la razén de probabilidades por alelo
para SNPi. Una férmula de Antoniou et al. 2003 ha derivado rigurosamente en Win et al. 2014 se convierten en logFRR =
Ye[Var(Xi}+...+Var(Xm)]. Esto demuestra que el log FRR es la suma de componentes independientes de los SNP conocidos
y desconocidos asociados al cancer colorrectal. La proporcion del log FRR debida a los SNP conocidos es
Ye[Var(X1)+...+Var(Xas)/logFRR, mientras que la proporcién debida a factor(es) clinico(s) es uno menos este valor. En caso
necesario, pueden incorporarse otros factores clinicos al calculo anterior.

[0109] En algunas realizaciones, la evaluacién del riesgo genético se combina con la evaluacion del riesgo clinico para
obtener el "riesgo relativo” de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal. En algunas realizaciones, la evaluacién
del riesgo genético se combina con la evaluacién del riesgo clinico para obtener el "riesgo absoluto” de un sujeto humano
de desarrollar cancer colorrectal.

Sujetos

[0110] El término "sujeto", tal como se utiliza aqui, se refiere a un sujeto humano. Términos como "sujeto", "paciente” o
"individuo" son términos que, en su contexto, pueden utilizarse indistintamente en la presente divulgacion. En un ejemplo,
los métodos de la invencion pueden utilizarse para el cribado rutinario de sujetos. El cribado rutinario puede incluir la
realizacion de pruebas a los sujetos a intervalos de tiempo predeterminados. Los intervalos de tiempo ejemplares incluyen
el cribado mensual, trimestral, semestral, anual, cada dos afios o cada tres afios.
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[0111] Los datos de riesgo actuales sugieren que la persona media alcanza el umbral de riesgo para el cribado de sangre
oculta en heces (que recomiendan la mayoria de los programas nacionales de cribado) en torno a los 50 afios de edad.
Sin embargo, los presentes inventores han descubierto utilizando los métodos de la presente divulgacion que algunos
individuos deberian someterse a un cribado de sangre oculta en heces mucho antes de alcanzar los 50 afios de edad, en
particular si a un pariente de primer grado de estos sujetos se le ha diagnosticado cancer colorrectal. Estos resultados
sugieren que los sujetos menores de 50 afios deben ser evaluados utilizando los métodos de la presente divulgacion. Por
consiguiente, en un ejemplo, los sujetos examinados mediante los métodos de la presente divulgacion tienen al menos
38, al menos 39, al menos 40, al menos 41, al menos 42, al menos 43, al menos 44, al menos 45, al menos 46, al menos
47, al menos 48, al menos 49 afos de edad. En un ejemplo, el sujeto tiene al menos 40 afios.

[0112] Los sujetos con antecedentes familiares de cancer colorrectal pueden someterse antes a un cribado. Por ejemplo,
estos sujetos pueden ser examinados a partir de al menos 30, al menos 31, al menos 32, al menos 33, al menos 34, al
menos 35, al menos 36, al menos 37 afios de edad o mas.

[0113] En otro ejemplo, los sujetos evaluados utilizando los métodos de la invencién han tenido una prueba de sangre
oculta en heces positiva. En otros ejemplos, los sujetos tienen antecedentes personales de polipos adenomatosos o
antecedentes personales de enfermedad inflamatoria intestinal (colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn).

[0114] En otro ejemplo, los métodos de la invencion pueden usarse para evaluar el riesgo de un sujeto humano de
desarrollar cancer colorrectal con sintomas que pueden ser indicativos de cancer colorrectal. En el contexto del cancer
colorrectal, el método seria aplicable a un sujeto con una prueba de cribado fecal oculta positiva o a un sujeto que acuda
a la clinica con sintomas como cambio en los habitos intestinales, incluyendo diarrea o estrefiimiento, cambio en la
consistencia de las heces, hemorragia rectal, molestias abdominales persistentes, como calambres, defecacion
incompleta, gases o dolor.

[0115] Los métodos de la invencion pueden utilizarse para evaluar el riesgo en sujetos masculinos y femeninos. Sin
embargo, en un ejemplo, el sujeto es varon.

[0116] Los métodos de la invencién pueden utilizarse para evaluar el riesgo de desarrollar cancer colorrectal en sujetos
humanos de diversos origenes étnicos. Es bien sabido que a lo largo del tiempo se han ido mezclando diferentes origenes
étnicos. Aunque en la practica esto no influye en la capacidad de un experto para practicar los métodos aqui descritos,
puede ser conveniente identificar el origen étnico del sujeto. En este caso, la etnia del sujeto humano puede ser declarada
por €l mismo. Por ejemplo, se puede pedir a los sujetos que identifiquen su origen étnico en respuesta a esta pregunta:
"¢ A qué grupo étnico pertenece?" En otro ejemplo, la etnia del sujeto puede derivarse de los historiales médicos tras
obtener el consentimiento correspondiente del sujeto o de la opinién u observaciones de un clinico.

[0117] En un ejemplo, el sujeto puede clasificarse como Caucasoide, Australoide, Mongoloide y Negroide basandose en
la antropologia fisica. En algunas realizaciones, el sujeto puede ser caucasico, afroamericano, hispano, asiatico, indio o
latino. En un ejemplo, el sujeto es caucasico. Por ejemplo, el sujeto puede ser europeo.

[0118] Un sujeto de origen predominantemente europeo, ya sea directo o indirecto a través de la ascendencia, con piel
blanca se considera caucasico en el contexto de la presente divulgacion. Un caucéasico puede tener, por ejemplo, al menos
un 75% de ascendencia caucasica (por ejemplo, pero sin limitarse a ello, el sujeto tiene al menos tres abuelos caucasicos).

[0119] Un sujeto americano con ascendencia predominantemente africana central o meridional, por ejemplo, al menos un
75% de ascendencia africana central o meridional, y piel negra se considera afroamericano en el contexto de la presente
divulgacion. Un principio similar se aplica, por ejemplo, a los subditos de ascendencia centroafricana o sudafricana que
viven en otros paises (por ejemplo, Gran Bretafia, Canada u Holanda).

[0120] Un sujeto predominantemente originario de Espafia o de un pais hispanohablante, como un pais de América
Central o del Sur, ya sea directa o indirectamente por ascendencia, se considera hispano en el contexto de la presente
divulgacion. Un sujeto hispano puede tener, por ejemplo, al menos un 75% de ascendencia hispana.

Cribado Rutinario

[0121] Las pruebas de sangre oculta en heces y la colonoscopia/ sigmoidoscopia reducen la mortalidad por cancer
colorrectal, pero son caras de ofrecer de forma rutinaria a un gran nimero de sujetos. En consecuencia, es conveniente
identificar a la poblacién adecuada para realizar el cribado. En un ejemplo, los métodos de la invencién pueden utilizarse
para determinar la necesidad de realizar pruebas diagndésticas rutinarias de cancer colorrectal en un sujeto humano. Dicho
cribado rutinario puede incluir pruebas de sangre oculta en heces o colonoscopia/sigmoidoscopia a intervalos de tiempo
predeterminados como los comentados anteriormente.

[0122] En un ejemplo, la necesidad de pruebas diagnésticas rutinarias de un sujeto humano para cancer colorrectal se
determina en base al nimero de alelos de riesgo detectados. Un experto en la materia apreciaria que cada uno de los
polimorfismos de nucledtido Unico puede estar presente hasta dos veces en el genoma diploide somatico del sujeto. Asi,
por ejemplo, una evaluacion de 28 polimorfismos de un solo nucleétido puede dar lugar a la deteccion de 56 alelos. En
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otro ejemplo, una evaluacion de 45 polimorfismos de un solo nucleétido puede dar como resultado la deteccién de 90
alelos. Una parte de los alelos detectados pueden ser alelos de riesgo. El nimero de alelos de riesgo detectados es
relevante para el riesgo del sujeto de desarrollar un cancer de colon.

[0123] En un ejemplo, cuando se tiene en cuenta que cada uno de los polimorfismos de nucleotido Unico puede estar
presente hasta dos veces en el genoma diploide somatico del sujeto, un sujeto que tiene al menos 41, al menos 42, al
menos 43, al menos 44, al menos 45, al menos 46, al menos 47, al menos 48, al menos 49 al menos 50, al menos 51, al
menos 52, al menos 53, al menos 54, al menos 55, al menos 56, al menos 57, al menos 58, al menos 59, al menos 60 o
mas alelos de riesgo de los polimorfismos de nucleétido Unico debe inscribirse en un programa de cribado oculto en heces,
cribado colonoscopico o sigmoidoscoépico. Por ejemplo, los sujetos con al menos 44 alelos de riesgo de los polimorfismos
de un solo nucleétido deben inscribirse en un programa de cribado fecal oculto, colonoscopico o sigmoidoscopico. En un
ejemplo, los sujetos de al menos 49 afios de edad con al menos 44 alelos de riesgo de los polimorfismos de nucleétido
Unico deben inscribirse en un programa de cribado colonoscépico o sigmoidoscépico.

[0124] En otro ejemplo, los sujetos con al menos 46 alelos de riesgo de los polimorfismos de nucleétido Unico deben
inscribirse en un programa de cribado fecal oculto, colonoscopico o sigmoidoscépico. En este ejemplo, los sujetos de al
menos 47 afios de edad con al menos 46 alelos de riesgo de los polimorfismos de nucleétido Unico deben inscribirse en
un programa de cribado colonoscopico o sigmoidoscopico.

[0125] En otro ejemplo, la necesidad de pruebas diagnosticas rutinarias de cancer colorrectal en un sujeto humano se
determina basandose en la clasificacién de riesgo del sujeto dentro de una poblacién de sujetos. Por ejemplo, si la
evaluacion sitla al sujeto en el top 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18,17, 16, 15, 14, 13,12, 11,10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2, 1% de sujetos de una poblacién con riesgo de desarrollar cancer colorrectal, entonces el sujeto se inscribe
en un programa de cribado oculto en heces, colonoscopico o sigmoidoscépico.

[0126] En un ejemplo, el riesgo genético se calcula en funcién de: SNP1 x SNP2 x SNP3 x SNP4 x SNPs x SNPs x SNP7,x
SNPx y los sujetos con un riesgo superior a aproximadamente el 5,9% se inscriben en un programa de cribado oculto en
heces, colonoscopico o sigmoidoscopico. En otro ejemplo, los sujetos con un riesgo superior a aproximadamente 6,0, 6,1,
6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4% 0 mas se inscriben en un programa de cribado oculto en
heces, colonoscopico o sigmoidoscopico.

[0127] En otro ejemplo, el riesgo combinado (es decir, riesgo clinico x riesgo genético) se calcula a partir de: [riesgo clinico
asociado a tener un pariente de primer grado con cancer colorrectal] x SNP1 x SNP2 x SNP3 x SNP4 x SNPs x SNPs x
SNP7,x SNPx y los sujetos que tienen un riesgo superior a aproximadamente el 11,5% se inscriben en un programa de
cribado oculto en heces, colonoscopico o sigmoidoscopico. En otro ejemplo, los sujetos que tienen un riesgo superior a
aproximadamente 12, 12,5, 13, 13,1, 13,2, 13,3, 13,4, 13,5, 14% o0 mas se inscriben en un programa de cribado fecal
oculto, colonoscépico o sigmoidoscépico.

[0128] En otro ejemplo, los métodos de la invencion se incorporan a un método de cribado del cancer colorrectal en un
sujeto. En este ejemplo, el riesgo de un sujeto de desarrollar cancer colorrectal se evalla utilizando los métodos de la
invencion y el sujeto se somete a un cribado rutinario de cancer colorrectal mediante colonoscopia o sigmoidoscopia si se
evalla que tiene riesgo de desarrollar cancer colorrectal.

[0129] Los métodos de la invencion también pueden utilizarse en combinacion con otros métodos o "prueba(s)
adicional(es)" para proporcionar una evaluacion del riesgo de desarrollar cancer colorrectal. En este ejemplo, los
resultados de multiples pruebas pueden ayudar a un clinico a determinar si es necesaria una prueba mas definitiva, como
una colonoscopia o una sigmoidoscopia. En un ejemplo, los métodos de la invencién pueden realizarse en combinacion
con una prueba de sangre oculta en heces.

Rendimiento del Método

[0130] En diversas realizaciones, el rendimiento del método se caracteriza por un area bajo la curva (AUC) de al menos
aproximadamente 0,61, al menos aproximadamente 0,62, al menos aproximadamente 0,63.

[0131] En diversas realizaciones, la sensibilidad alcanzada por los métodos de la presente divulgacién es de al menos
aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente
71%, al menos aproximadamente 72%, al menos aproximadamente 73%, al menos aproximadamente 74%, al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 76%, al menos aproximadamente 77%, al menos aproximadamente
78%, al menos aproximadamente del 79%, al menos aproximadamente del 80%, al menos aproximadamente del 81%, al
menos aproximadamente del 82%, al menos aproximadamente del 83%, al menos aproximadamente del 84%, al menos
aproximadamente del 85%, al menos aproximadamente del 86%, al menos aproximadamente del 87%, al menos
aproximadamente del 88%, al menos aproximadamente del 89%, al menos aproximadamente del 90%, al menos
aproximadamente del 91%, al menos aproximadamente del 92%, al menos aproximadamente del 93%, al menos
aproximadamente del 94%, al menos aproximadamente del 95%.

[0132] En diversas realizaciones, la especificidad lograda por los métodos de la presente divulgacién es de al menos
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aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente
71%, al menos aproximadamente 72%, al menos aproximadamente 73%, al menos aproximadamente 74%, al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 76%, al menos aproximadamente 77%, al menos aproximadamente
78%, al menos aproximadamente del 79%, al menos aproximadamente del 80%, al menos aproximadamente del 81%, al
menos aproximadamente del 82%, al menos aproximadamente del 83%, al menos aproximadamente del 84%, al menos
aproximadamente del 85%, al menos aproximadamente del 86%, al menos aproximadamente del 87%, al menos
aproximadamente del 88%, al menos aproximadamente del 89%, al menos aproximadamente del 90%, al menos
aproximadamente del 91%, al menos aproximadamente del 92%, al menos aproximadamente del 93%, al menos
aproximadamente del 94%, al menos aproximadamente del 95%.

Tratamiento

[0133] Una alta propension genética al cancer colorrectal puede tratarse como una advertencia para iniciar un tratamiento
profilactico o terapéutico. Asi, tras realizar los métodos de la invencion, se puede prescribir o administrar un tratamiento
al sujeto. En algunas realizaciones, los métodos de la invencién se refieren a una terapia contra el cancer colorrectal para
su uso en la prevencién o reduccién del riesgo de cancer colorrectal en un sujeto humano en riesgo del mismo. Como
también se describe en el presente documento, al sujeto se le puede prescribir o0 administrar un agente terapéutico o
profilactico. Por ejemplo, al sujeto se le puede prescribir o administrar un quimiopreventivo. En otros ejemplos, al sujeto
se le pueden prescribir o administrar antiinflamatorios no esteroideos como aspirina, buprofeno, paracetamol y naproxeno
o terapia hormonal (estrégeno mas progestina). En otro ejemplo, el tratamiento puede incluir una intervencién conductual,
como la manipulacion de la dieta de los sujetos. Las modificaciones dietéticas ejemplares incluyen el aumento de fibra,
acidos grasos monoinsaturados y/o aceite de pescado.

Preparacion y Andlisis de Muestras

[0134] En la realizacion de los métodos de la invencién, se requiere una muestra biolégica de un sujeto. Se considera que
términos como "muestra" y "espécimen” son términos que, en su contexto, pueden utilizarse indistintamente en la presente
divulgacion. Se puede utilizar cualquier material biolégico como la muestra mencionada, siempre y cuando se pueda
derivar del sujeto y se pueda aislar y analizar el ADN de acuerdo con los métodos de la presente divulgacién. Las muestras
suelen tomarse, previo consentimiento informado, de un paciente mediante métodos de laboratorio médico estandar. La
muestra puede estar en una forma tomada directamente del paciente, 0 puede estar al menos parcialmente procesada
(purificada) para eliminar al menos parte del material no acido nucleico.

[0135] Las "muestras biologicas" ejemplares incluyen fluidos corporales (sangre, saliva, orina, etc.), biopsia, tejido y/o
desechos del paciente. Asi, biopsias de tejido, heces, esputo, saliva, sangre, linfa, lagrimas, sudor, orina, secreciones
vaginales, o similares pueden ser faciimente analizados para SNP, al igual que cualquier tejido de interés que contenga
los &acidos nucleicos apropiados. En una realizacion, la muestra biolégica es una muestra de células de la mejilla.

[0136] En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de sangre. Una muestra de sangre puede tratarse para
eliminar células concretas mediante diversos métodos, como la centrifugacion, la cromatografia de afinidad (por ejemplo,
medios inmunoabsorbentes), la inmunoseleccion y la filtracion, si es necesario. Asi, en un ejemplo, la muestra puede
comprender un tipo celular especifico o una mezcla de tipos celulares aislados directamente del sujeto o purificados a
partir de una muestra obtenida del sujeto. En un ejemplo, la muestra biolégica son células mononucleares de sangre
periférica (pBMC). Se conocen varios métodos para purificar subpoblaciones de células. Por ejemplo, las pBMC pueden
purificarse a partir de sangre total utilizando diversos métodos conocidos de centrifugacion basados en Ficoll (por ejemplo,
centrifugacién en gradiente de densidad Ficoll-Hypaque).

[0137] Se puede extraer ADN de la muestra para detectar SNP. En un ejemplo, el ADN es ADN genémico. Los expertos
en la materia conocen varios métodos para aislar el ADN, en particular el ADN genémico. En general, los métodos
conocidos implican la disrupcién y lisis del material de partida, seguida de la eliminacién de proteinas y otros
contaminantes y, por ultimo, la recuperacion del ADN. Por ejemplo, las técnicas de precipitacién con alcohol, extraccion
orgéanica con fenol/cloroformo y salazén se han utilizado durante muchos afios para extraer y aislar el ADN. Existen varios
kits comerciales para la extraccion de ADN genémico (Qiagen, Life technologies; Sigma). La pureza y la concentracion
del ADN pueden evaluarse mediante diversos métodos, por ejemplo, la espectrofotometria.

Estrategias de deteccién de marcadores

[0138] En los métodos de la invencién pueden utilizarse cebadores de amplificacion para amplificar marcadores (p. €.,
loci marcadores) y sondas adecuadas para detectar dichos marcadores o para genotipar una muestra con respecto a
multiples alelos marcadores. Por ejemplo, la seleccién de cebadores para la PCR de largo alcance se describe en los
documentos US 10/042,406 y US 10/236,480; para la PCR de corto alcance, el documento US 10/341,832 proporciona
orientacién con respecto a la seleccién de cebadores. Ademas, existen programas publicos como "Oligo" para el disefio
de cebadores. Con el software de seleccion y disefio de cebadores disponible, la secuencia del genoma humano
disponible publicamente y las localizaciones de los polimorfismos, un experto en la materia puede construir cebadores
para amplificar los SNP para practicar el método de la invencién. Ademas, se apreciara que la sonda precisa a utilizar
para la deteccién de un acido nucleico que comprende un SNP (p. €j., un amplicén que comprende el SNP) puede variar,
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p. €j., cualquier sonda que pueda identificar la region de un amplicén marcador a detectar puede utilizarse junto con la
presente divulgacion. Ademas, la configuracion de las sondas de deteccién puede, por supuesto, variar.

[0139] En la Tabla 3 se proporcionan ejemplos de cebadores oligonucleotidicos Utiles para amplificar acidos nucleicos
que comprenden SNP que se sabe que estan asociados con un cancer colorrectal. Como apreciara el experto, la
secuencia de la regién genémica a la que hibridan estos oligonucleétidos puede utilizarse para disefiar cebadores que
sean mas largos en el extremo 5' y/o 3', posiblemente mas cortos en el extremo 5' y/o 3' (siempre que la version truncada
pueda seguir utilizandose para la amplificacién) o que no compartan ninguna similitud de secuencia. (siempre que la
version truncada pueda seguir utilizandose para la amplificaciéon), que tengan una o unas pocas diferencias de nucleétidos
(pero que, no obstante, puedan seguir utilizandose para la amplificacién), o que no compartan ninguna similitud de
secuencia con los proporcionados, pero que estén disefiados basandose en secuencias genémicas cercanas a las que
hibridan los oligonucleétidos especificamente proporcionados y que puedan seguir utilizandose para la amplificacion.

Tabla 3. Cebadores y sondas TagMan para los seis SNP de mayor riesgo mostrados en la Tabla 1.

QNP Cabador dirsclo

PErdBATEEE | TOUCASCARAGTGOTGASAAG {8BL
HHY

P 38RT AR ACTETCSTOTOTIGRTTY
SEQNY

FSIRSINDRE R e L S e 2V S
{BEG I NOE) m &@

PR IBERTES | AALGETCAGACGLAAACA  {BEG

{BEG D é&i\ 3

ERRIERT | COTTTGAGCTCAGCAGATSAR &sc’*ﬁwmwwr{;ﬁ* BEG 0
(SEQ D HOS RO _

TR U TTOSRCUACACAGTETCTAA (B0 | TOAGTIGUTOTOROTRTAATG (BEQ |

NN NGy ;

[0140] Los cebadores pueden ser radiomarcados, o marcados por cualquier medio adecuado (p. ej., utilizando una
etiqueta fluorescente no radiactiva), para permitir la visualizacion rapida de amplicons de diferentes tamafios después de
una reaccion de amplificacién sin ningina etapa adicional de marcacion o visualizacion. Alternativamente, los cebadores
pueden no estar marcados, y los amplicons pueden visualizarse tras su resolucion de tamafio, p. €j., tras electroforesis
en gel de agarosa o acrilamida. Por ejemplo, la tincién con bromuro de etidio de los amplicons de la PCR tras la resolucién
del tamafio permite visualizar los amplicéns de distinto tamafio.

[0141] No se pretende que los cebadores se limiten a generar un amplicon de un tamafio determinado. Por ejemplo, los
cebadores utilizados para amplificar los loci y alelos marcadores pueden no limitarse a amplificar toda la region del locus
pertinente, o cualquier subregion del mismo. Los cebadores pueden generar un amplicon de cualquier longitud adecuada
para la deteccién. Por ejemplo, la amplificacién del marcador puede producir un amplicén de al menos 20 nuclettidos de
longitud, o alternativamente, de al menos 50 nucleétidos de longitud, o alternativamente, de al menos 100 nucleotidos de
longitud, o alternativamente, de al menos 200 nucleétidos de longitud. Pueden detectarse amplicéns de cualquier tamafio
utilizando las diversas tecnologias aqui descritas. Las diferencias en la composicién o el tamafio de las bases pueden
detectarse mediante métodos convencionales como la electroforesis.

[0142] De hecho, se apreciara que la amplificacién no es un requisito para la deteccién de marcadores, por ejemplo uno
puede detectar directamente ADN gendmico no amplificado simplemente realizando un Southern blot en una muestra de
ADN gendmico.

[0143] Tipicamente, los marcadores moleculares pueden ser detectados por cualquier método establecido disponible en
el arte, incluyendo, sin limitacién, hibridacion especifica de alelo (ASH), deteccién de extension de nucledtido Unico,
hibridacién de matriz (opcionalmente incluyendo ASH), u otros métodos para detectar polimorfismos de nucleétido Unico,
deteccién de polimorfismo de longitud de fragmento amplificado (AFLP), deteccién de secuencia variable amplificada,
deteccién de ADN polimoérfico amplificado aleatoriamente (RAPD), deteccion de polimorfismo de longitud de fragmento de
restriccion (RFLP), deteccién de replicacion de secuencia autosostenida, deteccién de repeticion de secuencia simple
(SSR) y deteccion de polimorfismos de conformacién de cadena simple (SSCP).

[0144] Algunas técnicas para detectar marcadores genéticos utilizan la hibridacion de un &cido nucleico de sonda a acidos
nucleicos correspondientes al marcador genético (p. ej., acidos nucleicos amplificados producidos utilizando ADN
gendémico como molde). Los formatos de hibridacion, que incluyen, entre otros: ensayos de hibridacién en fase de solucién,
en fase solida, en fase mixta o in situ, son Utiles para la deteccion de alelos. Una extensa guia sobre la hibridacién de
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acidos nucleicos se encuentra en Tijssen (1993) y Sambrook et al. (supra).

[0145] También puede realizarse la deteccion por PCR utilizando sondas de oligonucleétidos fluorogénicos de doble
marcacion, cominmente denominadas sondas "TagMan™". Estas sondas se componen de oligodesoxinucleétidos cortos
(p. €j., 20-25 bases) marcados con dos colorantes fluorescentes diferentes. En el extremo 5' de cada sonda se encuentra
un colorante informador, y en el extremo 3' de cada sonda se encuentra un colorante amortiguador. La secuencia de la
sonda oligonucleotidica es complementaria a una secuencia diana interna presente en un amplicon PCR. Cuando la sonda
esta intacta, se produce una transferencia de energia entre los dos fluoréforos y la emisién del indicador es apagada por
el inhibidor mediante FRET. Durante la fase de extensién de la PCR, la sonda es escindida por la actividad 5' nucleasa
de la polimerasa utilizada en la reaccién, liberando asi el indicador del inhibidor del oligonucleétido y produciendo un
aumento de la intensidad de emision del indicador. En consecuencia, las sondas TagMan™ son oligonucledtidos que
tienen un marcador y un inhibidor, donde el marcador se libera durante la amplificacién por la accién exonucleasa de la
polimerasa utilizada en la amplificacion. Esto proporciona una medida en tiempo real de la amplificacién durante la
sintesis. Existe una gran variedad de reactivos TagMan™ disponibles en el mercado, p. j., en Applied Biosystems (sede
de la divisién en Foster City, California), asi como en diversos proveedores especializados como Biosearch Technologies
(p- €j., sondas de inhibidor de agujero negro). En el documento WO 92/02638, p. ej., se ofrecen mas detalles sobre las
estrategias de sonda de doble marcacion.

[0146] Otros métodos similares incluyen, p. €j., la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia entre dos
sondas hibridadas adyacentemente, p. ej., utilizando el formato "LightCycler® descrito en US 6,174,670.

[0147] La deteccién basada en matrices puede realizarse utilizando matrices disponibles comercialmente, p. gj., de
Affymetrix (Santa Clara, Calif.) u otros fabricantes. Entre las revisiones sobre el funcionamiento de las matrices de &acidos
nucleicos se incluyen Sapolsky et al. (1999); Lockhart (1998); Fodor (1997a); Fodor (1997b) y Chee et al. (1996). La
deteccién basada en matrices es uno de los métodos preferidos para la identificacién de marcadores en muestras, debido
a la naturaleza inherente de alto rendimiento de la deteccién basada en matrices.

[0148] La muestra de acido nucleico a analizar es aislada, amplificada y, tipicamente, marcada con biotina y/o un grupo
indicador fluorescente. A continuacion, la muestra de acido nucleico marcada se incuba con la matriz utilizando una
estacion de fluidica y un horno de hibridacién. La matriz puede lavarse y tefiirse o contratefiirse, segin convenga al
método de deteccion. Tras la hibridacion, el lavado y la tincion, la matriz se introduce en un escéner, donde se detectan
los patrones de hibridacion. Los datos de hibridacion se recogen como luz emitida por los grupos informadores
fluorescentes ya incorporados al acido nucleico marcado, que ahora esta unido a la matriz de sondas. Las sondas que
coinciden mas claramente con el acido nucleico marcado producen sefiales mas fuertes que las que tienen coincidencias
errdneas. Dado que se conocen la secuencia y la posicion de cada sonda en la matriz, por complementariedad se puede
identificar la identidad de la muestra de acido nucleico aplicada a la matriz de sondas.

Correlacién de Marcadores con el Riesgo de Cancer

[0149] Las correlaciones entre los SNP y el riesgo de cancer colorrectal pueden realizarse mediante cualquier método
que pueda identificar una relacién entre un alelo y un mayor riesgo de cancer, o una combinacion de alelos y un mayor
riesgo de cancer. Por ejemplo, los alelos en genes o loci definidos en el presente documento pueden correlacionarse con
un mayor riesgo de cancer colorrectal. Por lo general, estos métodos consisten en consultar una tabla de consulta que
contiene las correlaciones entre los alelos del polimorfismo y el riesgo de cancer. La tabla puede incluir datos de multiples
relaciones alelo-riesgo y puede tener en cuenta los efectos aditivos u otros efectos de orden superior de multiples
relaciones alelo-riesgo, p. e]., mediante el uso de herramientas estadisticas como el andlisis de componentes principales,
algoritmos heuristicos, etc.

[0150] La correlacion de un marcador con un riesgo de cancer incluye opcionalmente la realizacién de una o mas pruebas
estadisticas de correlacion. Se conocen muchas pruebas estadisticas y la mayoria se implementan por ordenador para
facilitar el analisis. Se conocen diversos métodos estadisticos para determinar asociaciones/correlaciones entre rasgos
fenotipicos y marcadores biolégicos, que pueden aplicarse a la presente divulgacién. Hartl (1981). En Lynch y Walsh
(1998) se describen diversos modelos estadisticos apropiados. Estos modelos pueden, por ejemplo, proporcionar
correlaciones entre valores genotipicos y fenotipicos, caracterizar la influencia de un locus en el riesgo de cancer, ordenar
la relacion entre el entorno y el genotipo, determinar la dominancia o penetrancia de los genes, determinar los efectos
epigenéticos maternos y de otro tipo, determinar los componentes principales en un analisis (mediante el analisis de
componentes principales, o "ACP"), y similares. Las referencias citadas en estos textos proporcionan muchos mas detalles
sobre los modelos estadisticos para correlacionar los marcadores y el riesgo de cancer.

[0151] Ademas de los métodos estadisticos estandar para determinar la correlacién, pueden utilizarse otros métodos que
determinan correlaciones mediante el reconocimiento de patrones y el entrenamiento, como el uso de algoritmos
genéticos, para determinar correlaciones entre marcadores y riesgo de cancer. Esto resulta especialmente (til a la hora
de identificar correlaciones de orden superior entre multiples alelos y €l riesgo de cancer. A modo de ejemplo, los enfoques
de redes neuronales pueden acoplarse a la programacién de tipo algoritmo genético para el desarrollo heuristico de un
modelo de espacio de datos estructura-funcién que determine las correlaciones entre la informacién genética y los
resultados fenotipicos.
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[0152] En cualquier caso, esencialmente cualquier prueba estadistica puede aplicarse en un modelo implementado por
ordenador, por métodos de programacién estandar, o utilizando cualquiera de una variedad de paquetes de software "off
the shelf" que realizan tales andlisis estadisticos, incluyendo, p. €j., los sefialados anteriormente y los que estan
disponibles comercialmente, p. €j., de Partek Incorporated (St. Peters, Mo.; www.partek.com), p. €j., que proporcionan
software para el reconocimiento de patrones (p. gj., que proporcionan Partek Pro 2000 Pattern Recognition Software).

[0153] Se pueden encontrar detalles adicionales sobre los estudios de asociacion en los documentos US 10/106,097, US
10/042,819, US 10/286,417, US 10/768,788, US 10/447,685, US 10/970,761 y US 7,127,355.

[0154] Los sistemas para realizar las correlaciones anteriores son también una caracteristica de la divulgacion.
Tipicamente, el sistema incluird instrucciones que correlacionan la presencia o ausencia de un alelo (ya sea detectado
directamente o, p. €j., a través de los niveles de expresioén) con un riesgo de cancer previsto.

[0155] Opcionalmente, las instrucciones del sistema también pueden incluir software que acepte informacion de
diagnostico asociada con cualquier informacién alélica detectada, p. €j., un diagnéstico de que un sujeto con el alelo
relevante tiene un riesgo de cancer particular. Este software puede ser de naturaleza heuristica, utilizando las
asociaciones introducidas para mejorar la precision de las tablas de consulta y/o la interpretacién de las tablas de consulta
por parte del sistema. Mas arriba se describen diversos enfoques de este tipo, como las redes neuronales, la modelizacién
de Markov y otros analisis estadisticos.

Elaboracién de Perfiles Polimérficos

[0156] En el presente documento se describen métodos para determinar el perfil polimérfico de un individuo en los SNP
descritos en el presente documento (Tabla 6) o SNP en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.

[0157] El perfil polimorfico constituye las formas polimérficas que ocupan los diversos sitios polimérficos en un individuo.
En un genoma diploide, dos formas polimorficas, iguales o diferentes entre si, suelen ocupar cada sitio polimérfico. Asi,
el perfil polimérfico en los sitios X e Y puede representarse en la forma X (x1, x1}, e Y (y1, y2), en la que x1, x1 representa
dos copias del alelo x1 que ocupan el sitio X y y1, y2 representan alelos heterocigotos que ocupan el sitio Y.

[0158] EI perfil polimérfico de un individuo puede ser puntuado por comparacion con las formas polimérficas asociadas
con la susceptibilidad al cancer colorrectal que ocurren en cada sitio. La comparacion puede realizarse en al menos, p.
ej., 1,2, 5,10, 25, 50, o todos los sitios polimérficos, y opcionalmente, otros en desequilibrio de ligamiento con ellos. Los
sitios polimoérficos pueden analizarse en combinacién con otros sitios polimérficos.

[0159] EI perfil polimérfico es Util, por ejemplo, en la seleccién de agentes para afectar el tratamiento o la profilaxis del
cancer colorrectal en un individuo dado. Es probable que los individuos con perfiles polimérficos similares respondan a
los agentes de forma parecida.

Método informatizado

[0160] Los métodos de la invencién pueden ser implementados por un sistema como un método implementado por
ordenador. Por ejemplo, el sistema puede ser un sistema informatico que comprenda uno o una pluralidad de
procesadores que puedan funcionar juntos (denominados por comodidad "procesador") conectados a una memoria. La
memoria puede ser un medio no transitorio legible por ordenador, como un disco duro, un disco de estado sélido o un CD-
ROM. El software, es decir, las instrucciones ejecutables o el codigo de programa, como el cédigo de programa agrupado
en modulos de coédigo, puede almacenarse en la memoria, y puede, cuando es ejecutado por el procesador, hacer que el
sistema informatico realice funciones tales como determinar que debe realizarse una tarea para ayudar a un usuario a
determinar el riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal recibiendo datos que indican el riesgo genético
y, opcionalmente, el riesgo clinico de que el sujeto desarrolle cancer colorrectal, en los que el riesgo genético se ha
obtenido detectando, en una muestra biolégica procedente del sujeto, la presencia de al menos 45 polimorfismos de
nucleétido Gnico que figuran en la Tabla 1 ; procesar los datos para obtener el riesgo de un sujeto humano de desarrollar
cancer colorrectal; emitir la presencia del riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal.

[0161] Por ejemplo, la memoria puede comprender codigo de programa que cuando es ejecutado por el procesador hace
que el sistema determine la presencia de los al menos 45 polimorfismos de nucleétido Unico mostrados en la Tabla 1, o
reciba datos que indiquen la presencia de los al menos 45 polimorfismos de nucleétido Unico seleccionados de la Tabla
1; procese los datos para obtener €l riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal; informe del riesgo de
un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal. Asi, en una realizacion, el cédigo de programa hace que el sistema
determine el "riesgo genético".

[0162] En otra realizacién, la memoria puede comprender un cédigo de programa que, cuando es ejecutado por el
procesador, hace que el sistema determine la presencia de al menos 45 polimorfismos de nucleétido Unico mostrados en
la Tabla 1, o reciba datos que indiquen la presencia de al menos 45 polimorfismos de nucleétido (inico mostrados en la
Tabla 1, y reciba o determine datos de riesgo clinico para el sujeto; procese los datos para combinar los datos de riesgo
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genético con los datos de riesgo clinico para obtener el riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal; informe del
riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal. Por ejemplo, el codigo del programa puede hacer que el
sistema combine datos de evaluacion del riesgo clinico x riesgo genético.

[0163] En algunas realizaciones, el sistema puede estar acoplado a una interfaz de usuario para permitir al sistema recibir
informacién de un usuario y/o emitir o mostrar informacion. Por ejemplo, la interfaz de usuario puede comprender una
interfaz grafica de usuario, una interfaz de usuario de voz o una pantalla tactil. En un ejemplo, la interfaz de usuario es
una plataforma de matriz SNP.

[0164] En algunas realizaciones, el sistema puede estar configurado para comunicarse con al menos un dispositivo o
servidor remoto a través de una red de comunicaciones tal como una red de comunicaciones inalambrica. Por ejemplo, el
sistema puede estar configurado para recibir informacion del dispositivo o servidor a través de la red de comunicaciones
y para transmitir informacion al mismo dispositivo o servidor o a otro diferente a través de la red de comunicaciones. En
otras realizaciones, el sistema puede estar aislado de la interaccion directa del usuario.

[0165] En algunas realizaciones, la ejecucion de los métodos de la invencién para evaluar el riesgo de un sujeto de
desarrollar cancer colorrectal permite establecer una regla de diagnéstico o prondstico basada en el riesgo genético de
que el sujeto desarrolle cancer colorrectal. Por ejemplo, la regla de diagnéstico o pronéstico puede basarse en el riesgo
genético relativo a un nivel de riesgo de control, estandar o umbral. En otro ejemplo, la regla diagnéstica o prondstica
puede basarse en el riesgo genético y clinico combinado en relacion con un nivel de riesgo de control, estandar o umbral.

[0166] En algunas realizaciones, la regla de diagnéstico o pronéstico se basa en la aplicacién de un algoritmo estadistico
y de aprendizaje automatico. Un algoritmo de este tipo utiliza relaciones entre una poblacion de SNP y el estado de la
enfermedad observado en los datos de entrenamiento (con estado de enfermedad conocido) para inferir relaciones que
luego se utilizan para determinar el riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal en sujetos con un riesgo
desconocido. Se emplea un algoritmo que proporciona el riesgo de que un sujeto humano desarrolle cancer colorrectal.
El algoritmo realiza una funcion de analisis multivariante o univariante.

Kits y Productos

[0167] También se divulga en el presente documento, pero no forma parte de la invencién reivindicada, un kit que
comprende al menos 28 conjuntos de cebadores para amplificar 28 o mas acidos nucleicos, en el que los 28 o mas acidos
nucleicos comprenden un polimorfismo de nucleotido Unico seleccionado de la Tabla 1, o un polimorfismo de nucleétido
Unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.

[0168] El kit puede comprender por lo menos 28, por lo menos 29, por lo menos 30, por lo menos 31, por [0 menos 32,
por lo menos 33, por lo menos 34, por 1o menos 35, por lo menos 36, por lo menos 37, por lo menos 38, por lo menos 39,
por lo menos 40, por lo menos 41, por 1o menos 42, por [o menos 43 al menos 44, al menos 45 conjuntos de cebadores
para amplificar acidos nucleicos que comprenden un polimorfismo de nucleétido Unico seleccionado de la Tabla 1, o un
polimorfismo de nucleétido Unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.

[0169] Como pueden apreciar los expertos en la materia, una vez identificado un SNP, se pueden disefiar cebadores para
amplificar el SNP de forma rutinaria. Existen varios programas informaticos gratuitos que pueden sugerir cebadores
adecuados para amplificar los SNP de interés.

[0170] Una vez mas, seria conocido por los expertos en la materia que los cebadores PCR de un par de cebadores PCR
pueden disefiarse para amplificar especificamente una region de interés a partir de ADN humano. En el contexto de la
presente divulgacion, la regién de interés contiene la variacion de base Unica (por ejemplo, polimorfismo de un solo
nucleétido, SNP) que se genotipara. Cada cebador PCR de un par de cebadores PCR puede colocarse adyacente a una
variacién monobasica concreta en sitios opuestos de la variacion de la secuencia de ADN. Ademas, los cebadores PCR
pueden disefiarse para evitar cualquier variacion de secuencia de ADN conocida y secuencias de ADN repetitivas en sus
sitios de unién al cebador PCR.

[0171] El kit puede comprender ademas otros reactivos necesarios para realizar una reaccién de amplificacion, como un
tampon, nucledtidos y/o una polimerasa, asi como reactivos para extraer acidos nucleicos de una muestra.

[0172] La deteccion basada en matrices es un método preferido para evaluar los SNP de la divulgacién en muestras,
debido a la naturaleza inherente de alto rendimiento de la deteccién basada en matrices. En la bibliografia se han descrito
diversas matrices de sondas que pueden utilizarse en el contexto de la presente divulgacién para la deteccion de SNP
que puedan correlacionarse con el cancer colorrectal. Por ejemplo, en una realizacién de la divulgacion se utilizan chips
de matrices de sondas de ADN. El reconocimiento del ADN de la muestra por el conjunto de sondas de ADN tiene lugar
mediante la hibridacién del ADN. Cuando una muestra de ADN se hibrida con una matriz de sondas de ADN, la muestra
se une a aquellas sondas que son complementarias a la secuencia de ADN de la muestra. Evaluando a qué sondas
hibrida mas fuertemente el ADN de muestra de un individuo, es posible determinar si una secuencia conocida de acido
nucleico esta presente o no en la muestra, determinando asi si un marcador encontrado en el acido nucleico esta presente.
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[0173] Asi pues, también se divulga en el presente documento pero no forma parte de la invencién reivindicada un
conjunto genético que comprende al menos 28 conjuntos de sondas para hibridar con 28 o méas acidos nucleicos, en el
que los 28 o mas acidos nucleicos comprenden un polimorfismo de nucleétido Unico seleccionado de la Tabla 1, o un
polimorfismo de nucleétido Unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos. En una realizacion, la matriz
comprende al menos 28, al menos 29, al menos 30, al menos 31, al menos 32, al menos 33, al menos 34, al menos 35,
al menos 36, al menos 37, al menos 38, al menos 39, al menos 40, al menos 41, al menos 42, al menos 43, al menos 44,
al menos 45 sondas para hibridacién con acidos nucleicos que comprenden un polimorfismo de nucleétido Unico
seleccionado de la Tabla 1, o un polimorfismo de nucledtido Unico en desequilibrio de ligamiento con uno o mas de ellos.

[0174] Los cebadores y sondas para otros SNP pueden incluirse con los kits ejemplificados anteriormente. Por gjemplo,
pueden incluirse cebadores y/o sondas para el SNP del cromosoma X (rs5934683) u otros SNP diversos.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1 - SNP Indicativos del Riesgo de Cancer Colorrectal

[0175] Se identificaron 54 SNP asociados al cancer colorrectal en poblaciones europeas. De ellos, cuatro SNP dentro de
11q12.2 (rs174537, rs4246215, rs174550 y rs1535) estan perfectamente correlacionados y pueden ser representados por
un haplotipo comuin (denominado aqui haplotipo 11g12.2). Dos SNP dentro de 19q13.2 (rs1800469 y rs2241714) estan
perfectamente correlacionados y pueden estar representados por un haplotipo comin (denominado aqui haplotipo
19g13.2). Un SNP se encuentra en el cromosoma X (rs5934683) y no se incluyd en la simulacion del riesgo de cancer
colorrectal para hombres y mujeres combinados. Dos SNP dentro de 1g41 (rs6687758 y rs6691170) estan en desequilibrio
de ligamiento. Por lo tanto, se excluyo el rs6691170. Tres SNP dentro de 8924.21 (rs10505477, rs6983267 y rs7014346)
tienen un primo D de 1,0. Por lo tanto, se excluyeron rs10505477 y rs7014346. Dos SNP dentro de 10g24.2 (rs1035209
y rs11190164) tienen un primo D de 0,9. Por lo tanto, se excluyé el rs1035209.

[0176] En consecuencia, se han identificado 45 SNP en total, estando los SNP restantes en desequilibrio de ligamiento
con los mismos o en el cromosoma X. Los SNP indicativos de riesgo de cancer colorrectal se muestran en la Tabla 4. La
frecuencia alélica de cada alelo de riesgo y la razén de posibilidades por alelo de riesgo también se muestran en la Tabla
4,

[0177] La frecuencia media de los alelos de riesgo fue de 0,43 (rango de 0,07 a 0,91). La razon de posibilidades media
por alelo de riesgo fue de 1,14 (rango de 1,05 a 1,53). El riesgo relativo familiar (FRR; la razén de posibilidades de cancer
colorrectal asociada a tener un familiar de primer grado con céncer colorrectal) medio que podria atribuirse a cada SNP
fue de 1,0040 (rango de 1,0006 a 1,0281)}, lo que supone el 0,50% (rango de 0,07% a 3,41%) del log FRR total. El FRR
combinado que podria atribuirse a los 45 SNP fue de 1,1980, lo que representa el 22,3% del FRR logaritmico total. El
FRR estimado no debido a los SNP fue de 1,88.

Tabla 4. SNP asociados al cancer colorrectal. La tabla indica la nomenclatura del SNP, el gen o genes mas cercanos o
dentro de la probable diana reguladora del SNP, el genotipo del alelo de riesgo notificado, la frecuencia del alelo de
riesgo notificada en los controles, la asociacion notificada con el cancer colorrectal por alelo de riesgo (razén de
posibilidades), el riesgo relativo familiar (FRR) atribuible al SNP y la proporcién del log FRR debida al SNP. *Gen mas
cercano o probable diana reguladora del SNP. Los SNP en desequilibrio de ligamiento se muestran entre corchetes [ ].
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EJEMPLO 2 - Simulacion de Alelos de Riesgo

[0178] Se realizé una simulacién para determinar la capacidad del nimero acumulado de alelos de riesgo de los SNP
para discriminar los casos de cancer colorrectal de los controles y para estimar el riesgo de cancer colorrectal en funcién
del nimero de alelos de riesgo utilizando el software PLINK  (Purcell et al, 2007)
(http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/).

[0179] Se simul6 una poblacién de 1.000.000 de personas con cancer colorrectal (casos) y 1.000.000 de personas sin
cancer colorrectal (controles). La distribucion de alelos de riesgo de SNP para la poblacién simulada se ajusto a las
frecuencias de alelos de riesgo y las razones de posibilidades por alelo notificadas de las asociaciones de cancer
colorrectal. En esta evaluacion se asumié un modelo simplista de riesgo en el que la asociacién con el cancer colorrectal
para cada SNP era independiente. En este analisis también se asumié que las razones de posibilidades comunicadas
para el cancer colorrectal para cada SNP eran aplicables tanto a hombres como a mujeres y eran constantes con la edad.

[0180] Se evalu6 el poder discriminatorio de los SNP para distinguir los casos de los controles utilizando una curva
operativa del receptor y estimando el area bajo la curva (la probabilidad de que un caso de cancer colorrectal seleccionado
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aleatoriamente tenga mas alelos de riesgo que un control seleccionado aleatoriamente). Se estimaron las razones de
posibilidades para el riesgo de cancer colorrectal para: (i) estar en el quintil mas alto y méas bajo para el nimero de alelos
de riesgo estar en el quintil medio; (ii} estar en el decil mas alto y mas bajo para el nimero de alelos de riesgo frente a
estar en la mediana del nimero de alelos de riesgo; v (iii) por desviacion estandar de alelos de riesgo. Los puntos de corte
para €l niumero de alelos de riesgo para quintiles y deciles, y la desviacion estandar, se basaron en la distribucion de
alelos de riesgo para los controles.

[0181] Bajo el supuesto de que estas razones de posibilidades eran constantes con la edad e iguales para hombres y
mujeres, se estimé el riesgo acumulado de por vida (desde el nacimiento hasta los 70 afios) y el riesgo a cinco afios para
cada categoria de edad de cancer colorrectal para Australia y EE.UU. por el nimero de alelos de riesgo SNP. Se asumié
que las incidencias especificas por edad de la poblacion australiana y estadounidense eran las incidencias de las personas
con la mediana del nimero de alelos de riesgo. Las incidencias poblacionales de cancer colorrectal se obtuvieron del
Instituto Australiano de Salud y Bienestar, 2015 y de las Estadisticas de Cancer del Programa de Vigilancia, Epidemiologia
y Resultados Finales (SEER) (Howlander et al., 1975-2011).

[0182] Se estimé la proporcidn del riesgo relativo familiar logaritmico (FRR; la razén de posibilidades de cancer colorrectal
asociada a tener un familiar de primer grado con cancer colorrectal) que podria atribuirse a los alelos de riesgo de los
SNP. Se asumi6 el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada SNP, el equilibrio de ligamiento entre los SNP y un modelo
multiplicativo para las asociaciones de los SNP con el riesgo de cancer colorrectal. Mas concretamente, dejemos que
SNP41,..., SNP4s sean los SNP conocidos asociados al cancer colorrectal y dejemos que factor clinicos,..., factor clinico”,
sean los desconocidos (nota: estos podrian ser cualquier factor hereditario que contribuya al FRR, pero para simplificar
pensamos en ellos como SNP). Entonces, si G; es una variable aleatoria que da el nimero de alelos de riesgo en SNP;
para una persona aleatoria de la poblacién, entonces Gi,..., Gm son todas variables aleatorias independientes (por
equilibrio de ligamiento) y el log-razén de posibilidades para una persona aleatoria es Xi + --- + Xm (por el modelo
multiplicativo asumido), donde X; = Gilog OR;y ORi es el razdn de posibilidades por alelo para SNP. Una formula de
Antoniou et al. (2003} ha derivado rigurosamente en Win et al. (2014) se convierte entonces en logFRR = .[Var(X1)+...+
Var(Xm)].

[0183] Esto muestra que el log FRR es la suma de componentes independientes de los SNP conocidos y desconocidos
asociados al cancer colorrectal. La proporcién del log FRR debida a los SNP conocidos es
Yoo(Var(Xi1)+...+Var(Xss))/logFRR mientras que la proporcion debida a los SNP desconocidos es uno menos este valor. Se
asumi6 que el FRR de tener al menos un pariente de primer grado con cancer colorrectal era de 2,25, basandose en un
metaanalisis previo de antecedentes familiares de cancer colorrectal (Johns et al., 2001) y un calculo elemental
(asumiendo el equilibrio de Hardy-Weinberg) muestra que Var(Xj) = 2 pi (1 - pi))(logOR;, donde pi es la frecuencia alélica
menor del SNP;. Utilizando esta estadistica, se estimo el riesgo a cinco afios de cancer colorrectal segun el nimero de
alelos de riesgo, con y sin antecedentes familiares de cancer colorrectal.

[0184] El nimero de alelos de riesgo para las personas simuladas con y sin cancer colorrectal se muestra en la Figura 1
y puede resumirse como sigue:

- Aquellos con cancer colorrectal: mediana de 42 alelos de riesgo, rango de 21 a 61 alelos de riesgo, media de
41,6 alelos de riesgo, desviacion estandar de 4,2 alelos de riesgo;

- Aguellos sin cancer colorrectal: mediana 40 alelos de riesgo, rango 20 a 59, media 39,7 alelos de riesgo,
desviacion estandar 4,2 alelos de riesgo; cuartil superior 44 0 mas alelos de riesgo; cuartil inferior 36 0 menos
alelos de riesgo; decil superior 46 0 mas alelos de riesgo; decil inferior 34 0 menos alelos de riesgo) (Figura 1).

[0185] Tener 29 alelos de riesgo correspondia a un riesgo de cancer colorrectal a lo largo de la vida del 1,4% para una
persona de Australia y del 1,0% para una persona de Estados Unidos. Los riesgos respectivos para 36 alelos de riesgo
fueron del 2,9% vy el 2,0%; para 43 alelos de riesgo fueron del 6,1% y el 4,3%; y para 50 alelos de riesgo fueron del 12,5%
y el 8,8% (Figura 1). En comparacién con las personas en el quintil medio del nimero de alelos de riesgo, la razén de
posibilidades de cancer colorrectal fue de 1,81 para las personas en el quintil mas alto del nimero de alelos de riesgo, y
de 0,51 para las personas en el quintil mas bajo; esto equivale a un riesgo interquintil de 3,55 veces (quintil mas alto frente
a quintil mas bajo). En comparacién con las personas con la mediana de 40 alelos de riesgo, la razon de posibilidades de
cancer colorrectal fue de 2,27 para las personas en el decil mas alto del nimero de alelos de riesgo, y de 0,45 para las
personas en el decil mas bajo; esto equivale a un riesgo 5,04 veces mayor entre deciles (decil mas alto frente a decil mas
bajo). La razén de posibilidades por desviaciéon estandar de los alelos de riesgo fue de 1,57. La curva caracteristica
operativa del receptor tenia un area bajo la curva de 0,63.

[0186] Segun las tasas de incidencia poblacional de cancer colorrectal de 2011 en Australia, el riesgo acumulativo medio
de cancer colorrectal hasta los 70 afios era del 3,3 %. Para las personas en el quintil mas alto por nimero de alelos de
riesgo, el riesgo acumulado fue del 5,9% (11,5% si también tenian un familiar de primer grado con cancer colorrectal, y
5,5% si no lo tenian) en comparacién con el 1,7% para las personas en el quintil mas bajo por nimero de alelos de riesgo
(3,2% si también tenian un familiar de primer grado con cancer colorrectal, y 1,6% si no lo tenian).

[0187] Para las personas en el decil mas alto para el nimero de alelos de riesgo, el riesgo acumulado fue del 7,4% (13,4%
si también tenian un pariente de primer grado con cancer colorrectal, y 6,9% si no lo tenian) en comparacién con el 1,5%
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para las personas en el decil mas bajo para el nimero de alelos de riesgo (2,8% si también tenian un pariente de primer
grado con cancer colorrectal, y 1,4% si no lo tenian; Figura 2 A, B). Las estimaciones para los hombres fueron por término
medio aproximadamente un 13% mas altas y para las mujeres fueron por término medio un 16% mas bajas que para
hombres y mujeres juntos (Figuras 4 y 5).

[0188] El riesgo quinquenal de cancer colorrectal para la persona media (no afectada previamente) en Australia alcanza
el 1% a los 63 afios. El mismo riesgo del 1% a 5 afios se alcanza aproximadamente 7 afios antes para las personas en el
quintil mas alto por nimero de alelos de riesgo (y aproximadamente 14 afios antes si también tenian antecedentes
familiares de cancer colorrectal), y aproximadamente 10 afios antes para las personas en el decil mas alto por nimero de
alelos de riesgo (16 afios antes si también tenian antecedentes familiares; Figura 2 Paneles C, D y Tabla 5). Por término
medio, los varones alcanzaron el umbral de riesgo del 1% 1-2 afios antes, y las mujeres alcanzaron el umbral 3-4 afios
después por término medio que los varones y las mujeres juntos (Tabla 5).

Tabla 5. Edad (afios) a la que el riesgo de cancer colorrectal a 5 afios alcanza o supera umbrales del 1%, para diversas
categorias de antecedentes familiares de cancer colorrectal (al menos un familiar de primer grado) y alelos de riesgo de
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[0189] Dado que las tasas de incidencia de cancer colorrectal en la poblacién de los EE.UU. son mas bajas (especialmente
después de los 50 afios en comparacion con Australia), los riesgos asociados basados en el nimero de alelos de riesgo
y los antecedentes familiares también son mas bajos que los de Australia (Figura 3 Paneles A, B, Figuras 6 y 7). En
comparacion, el mismo riesgo del 1% se alcanza aproximadamente 9 afios antes para las personas en el quintil mas alto
por numero de alelos de riesgo (20 afios antes si también tenian antecedentes familiares de cancer colorrectal), y
aproximadamente 12 afios antes para las personas en el decil mas alto por nimero de alelos de riesgo (22 afios antes si
también tenian antecedentes familiares; Figura 3 Paneles C, D y Tabla 5). Por término medio, los varones alcanzaron el
umbral de riesgo del 1% entre 3 y 5 afios antes, y las mujeres entre 1 y 3 afios después que los hombres y las mujeres
juntos (Tabla 5).

EJEMPLO 3 - Clasificacion de los Sujetos Sequn el Riesqo de Cancer Colorrectal

[0190] Se utilizaron simulaciones para cuantificar la utilidad de un panel de 45 SNP asociados al riesgo para categorizar
a las personas en funcion de su riesgo de cancer colorrectal. Las personas situadas en los extremos del espectro de
alelos de riesgo tenian considerablemente mas probabilidades de desarrollar cancer colorrectal (extremo superior) o
menos probabilidades (extremo inferior). Dado que la variacién total del riesgo asociada a estos SNP en toda la poblacion
puede explicar aproximadamente una cuarta parte del FRR total, la fuerza predictiva del perfil SNP aumenta si también
se tienen en cuenta los antecedentes familiares de cancer colorrectal. Dado que la fuerza de la asociacién con el cancer
colorrectal para aquellos que se encuentran en el 20% mas bajo de la poblacion (para el nimero de alelos de riesgo de
estos SNP) es aproximadamente la inversa del aumento del riesgo asociado con el resto de FRR, las personas que tienen
antecedentes familiares de cancer colorrectal pero que también se encuentran en el quintil mas bajo de la poblacion para
el nimero de alelos de riesgo de estos SNP, estan en riesgo poblacional.

[0191] Por lo tanto, la medicién de estos SNP es un método Util para la evaluacién del riesgo de cancer colorrectal, y
puede ser utilizado como una herramienta para determinar quién debe ser recomendado para el cribado del cancer
colorrectal, y en qué intensidad. Por ejemplo, una persona en el 20% superior de la poblacién para alelos de riesgo (al
menos 44 alelos) alcanza el riesgo medio de la poblacién a 5 afios 9 afios antes que la persona media. Por lo tanto, si la
persona media alcanza el umbral de riesgo para el cribado de sangre oculta en heces (que recomiendan la mayoria de
los programas nacionales de cribado) a los 50 afos, entonces una persona con al menos 44 alelos de riesgo alcanza el
mismo umbral de riesgo a los 41 afios. Las edades para iniciar el cribado mediante colonoscopia en personas con un
familiar de primer grado con cancer colorrectal serian 49 y 47 afios para el quintil mas alto y el decil mas alto de alelos de
riesgo, respectivamente. En EE.UU., donde el riesgo poblacional de cancer colorrectal es inferior al de Australia, el umbral
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del 2% para pertenecer al quintil o decil superior y tener antecedentes familiares de cancer colorrectal se alcanza a los 62
y 59 afos respectivamente.

EJEMPLO 4 - Prediccion del Riesqo de Cancer Colorrectal sin Sindrome de Lynch Basada en 45 SNP
Independientes Asociados al Riesqo y en Antecedentes Familiares Multigeneracionales

[0192] Se determiné una puntuacién de riesgo basada en los antecedentes familiares que proporciona un riesgo de cancer
colorrectal a 5 afios ajustado por edad y transformado logaritmicamente basado en datos de cancer colorrectal
multigeneracional utilizando un modelo mixto de genes principales - poligénico (CRiPT). Esta evaluacion del riesgo clinico
se combind con la puntuacion de riesgo basada en los 45 SNP enumerados en la Tabla 4. Los inventores utilizaron la
regresion logistica para estimar la razon de posibilidades por desviacién estandar ajustada (OPERA) (Dite et al., 2016)
para cada puntuacioén con riesgo de cancer colorrectal.

[0193] La puntuacién basada en el SNP, la puntuacién basada en los antecedentes familiares y las puntuaciones
combinadas basadas en el SNP y los antecedentes familiares se asociaron con el riesgo de cancer colorrectal con
OPERAs de 1,40 (intervalo de confianza [IC] del 95%, 1,24-1,58), 1,39 (1,26-1,53) y 1,59 (1,42-1,79), respectivamente.
Equivalen a cocientes de riesgo intercuartilicos (riesgo en el 25% mas alto de la poblacion para la puntuacién de riesgo
dividido por el riesgo en el 25% mas bajo de la poblacion) de 2,4, 2,3 y 3,2. La puntuacién de riesgo combinada dio
mejores resultados que las puntuaciones basadas en el SNP y en los antecedentes familiares (ambas P <0,001). En el
caso de las personas con antecedentes familiares moderadamente fuertes que las sitlan en un riesgo aproximadamente
4 veces mayor (similar al de tener dos familiares de primer grado diagnosticados de cancer colorrectal mayores de 50
afos), estas estimaciones predicen que los que se encuentran en el cuartil superior (25%) para las puntuaciones SNP
tienen un riesgo mas de 6 veces superior al de la poblacién, mientras que los que se encuentran en el cuartil inferior tienen
un riesgo inferior a 2,5 veces el de la poblacion.

[0194] Asi, la combinacién de informacién sobre SNP con la historia familiar multigeneracional mejor6 la capacidad de
prediccion del cancer colorrectal en aproximadamente un 40%. Por lo tanto, dado que podria reclasificar el tratamiento
clinico de aproximadamente la mitad de estas personas, esta nueva medida de riesgo combinada puede utilizarse para
orientar mejor el cribado del cancer colorrectal en funcién del riesgo.

[0195] La presente solicitud reivindica prioridad de AU 2016900254 presentada el 28 de enero de 2016 y 2016903246
presentada el 16 de agosto de 2016,

[0196] Cualquier referencia a documentos, actos, materiales, dispositivos, articulos o similares que se haya incluido en la
presente especificacion tiene como Unico propdsito proporcionar un contexto para la presente divulgacién. No debe
considerarse como una admisiéon de que alguno o todos estos asuntos formen parte del estado de la técnica o fueran de
conocimiento general en el campo relevante para la presente divulgacion tal y como existia antes de la fecha de prioridad
de cada reivindicacién de esta solicitud.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para evaluar el riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal que comprende realizar una
evaluacion del riesgo genético del sujeto, donde la evaluacion del riesgo genético implica detectar, en una muestra
biolégica derivada del sujeto, la presencia de al menos los 45 polimorfismos de nucleétido Unico proporcionados en la
Tabla 1.

2.  El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas realizar una evaluacion del riesgo clinico del sujeto y
combinar la evaluacién del riesgo genético con la evaluacion del riesgo clinico para obtener el riesgo de un sujeto humano
de desarrollar cancer colorrectal.

3.  El método de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, en el que el sujeto ha tenido una prueba de sangre oculta
en heces positiva.

4.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el sujeto tiene antecedentes familiares de cancer
colorrectal y tiene al menos 30 afios.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el sujeto es varon.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los resultados de la evaluacién del riesgo indican
que el sujeto debe inscribirse en un programa de cribado o someterse a un cribado mas frecuente.

7.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el rendimiento del método se caracteriza por un
area bajo la curva (AUC) de al menos aproximadamente 0,63.

8. Un método para determinar la necesidad de pruebas diagndsticas rutinarias de un sujeto humano para cancer
colorrectal que comprende evaluar el riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal utilizando el método de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7.

9.  Un método de cribado de cancer colorrectal en un sujeto humano, el método comprende evaluar el riesgo del sujeto
de desarrollar cancer colorrectal utilizando el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y cribado rutinario de
cancer colorrectal en el sujeto si se evalla que tiene riesgo de desarrollar cancer colorrectal.

10. Un método implementado por ordenador para evaluar el riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer
colorrectal, el método operable en un sistema informatico que comprende un procesador y una memoria, el método
comprende:

recibir datos de riesgo genético del sujeto, en los que los datos de riesgo genético se obtuvieron detectando, en
una muestra biologica derivada del sujeto, la presencia de al menos los 45 polimorfismos de un solo nucleétido
proporcionados en la Tabla 1;

procesar los datos para determinar el riesgo del sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal;

emitir el riesgo del sujeto humano de desarrollar cancer colorrectal.

11. El método implementado por ordenador de la reivindicacién 10, que comprende ademas recibir datos de riesgo
clinico del sujeto;

procesar los datos para combinar los datos de riesgo clinico con los datos de riesgo genético para obtener el
riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal;
emitir el riesgo del sujeto de desarrollar cancer colorrectal.

12. El método implementado por ordenador de la reivindicacién 10 o de la reivindicacién 11, en el que los datos de
riesgo del sujeto se reciben desde una interfaz de usuario acoplada al sistema informatico.
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