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METODOS Y KITS PARA DETERMINAR EL RIESGO DE CANCER

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama el beneficio de prioridad bajo 35
U.S.C. §119(e) de la solicitud Provisional de los Paises
Bajos No. 1042665, presentada el 10 de Enero de 2018, y
también al No. de Serie de E.U.A. 62/530,245, presentada el
9 de Julio de 2017. La descripcidén de la solicitud anterior
se considera parte de y se incorpora a manera de referencia

en la descripcién de esta solicitud en su totalidad.
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CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a la determinacién de la
susceptibilidad al céncer y, de manera mas particular, a la
deteccién simulténea e identificacién de genotipos de la
cepa VPH y marcadores genéticos para susceptibilidad al

cancer.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer es una de las causas principales de morbidez y
mortalidad en el mundo representando 14 millones de nuevos
casos y 8.2 millones de muertes en el 2012. De estos, la
prostata y cervical son entre las causas mas comunes de
muertes relacionadas con cancer.

La etiologia de un tipo particular de céncer se asocia
probablemente con un conjunto de variantes genéticas,
muchas de las cuales interactian con factores ambientales.
Los estudios epidemioldégicos respaldados por evidencia
considerable habian mostrado la funcién de los
polimorfismos de nucledétidos individuales (SNP's) como un
componente hereditario en diferentes tipos de céancer.

La infeccién con virus de papiloma humano (VPHs) es un
factor de riesgo primario en el desarrollo de numerosos
canceres. Como tal, los VPHs son responsables por el
desarrollo de casi todos los céanceres cervicales. Ademas,
los VPHs también se han implicado en el desarrollo de
canceres de proéstata.

Ademads del VPH, otros factores de riesgo se pueden
implicar en el desarrollo de canceres cervicales y de
préstata. Por ejemplo, las mutaciones pueden desempefiar la
funcién en 5 a 10% de todos los desarrollos de cancer. De
esta manera, las mutaciones en los tejidos cervicales y de
préstata también pueden constituir factores de riesgo para
el cancer.

Varios métodos bien conocidos en la técnica se pueden
usar para aislar &cido nucleico y para detectar mutaciones
en la secuencia de ADN. Por ejemplo, Ravinder
(WO2004079011) proporciona métodos para aislar 4&cidos
nucleicos libres a través de la adicién de formalina mas la

amplificacién del sitio de interés, hibridacién, lavado,



WO 2019/013613 PCT/MX2018/000084

10

15

20

25

30

4

tincién y disposicién GeneCHIPY® de escaneo para la
detecciédn de trastornos genéticos asociados con
anormalidades cromosémicas mediante el muestreo no
invasivo. Bajo un procedimiento complejo que implica la
amplificacidén de fago Q-beta, la amplificacién de
desplazamiento de hebra, y la reaccién en cadena de la
polimerasa de extensién solapante de empalme, fragmentacidn
de amplicones por digestién de exonucleasa y Tecnologia
BeadArray. Adicionalmente, se describe una PCR multiplex,
técnica de secuenciacidén para la detecciédn de SNPs, vy
reclama la deteccién de secuencia de diferentes especies
incluyendo humanas, aunque no hay genotipificacién de VPH
y/o0 cualquier otro microorganismo. Adicionalmente, no
existe descripcién de un método para deteccién de
propensién al céncer sino un método de diagndstico prenatal
que comprende analizar una composicién que comprende ADN
fetal y ADN materno.

Otra patente basada en microdisposicién describe un
método para la deteccidén de secuencias patogénicas vy
genéticas hospederas simultdneas (W02009095840) . No
obstante, no se describe la genotipificacién de los tipos
virales de VPH especificos, tampoco los SNPs especificos
para el céancer cervical, cancer de préstata u otros tipos
especificos de cancer. Ademéds, el uso de microdisposiciones
es una tecnologia consumidora de tiempo y costo.

Giffard vy colaboradores (W02007109854), describe
métodos para los SNPs y genotipificacién de célula o
células. Estos métodos son aplicables en ya sea células
eucariotas (incluyendo células cancerosas) o células
procariotas (incluyendo varios tipos de bacterias). La
Unica técnica reclamada en esta patente es la PCR en tiempo
real, donde el analisis multiplex se limita al numeroc de
fluoréforos detectados por termocicladores comerciales.

Ademds, la compatibilidad entre los cebadores o sondas
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disefiadas para la PCR en tiempo real con diferentes
plataformas (tal como secuenciacién u otras) no se reclama.
Ademas, no se describen la genotipificacién viral (es decir
VPH) tampoco los métodos no invasivos para la preparacidn
de muestras. Xenomics, (W02010051261) reclama el uso del
fragmento del gen EI del genoma del virus de papiloma como
un marcador especifico para la diagnosis diferencial
mediante la deteccién de los genotipos VPH de riesgo mas
comunes contra el riesgo bajo. La patente indica varias
técnica moleculares incluyendo PCR y PCR en tiempo real
pero no la secuenciaciédn tampoco cuentas magnéticas.
También se describe el uso de &cidos nucleicos aislados de
muestra de orina pero no las secuencias de genoma hospedero
tampoco la identificacién de SNPs.

Existen varias formas para obtener un diagndstico de
céncer, incluyendo historial del paciente, pruebas fisicas,
polimorfismos de riesgo de evaluacién y finalmente, pruebas
de disposicién genética. Las pruebas fisicas se refieren a
formacidén de imagenes y escaneos, los més comunes de estos
son los rayos X, ultrasonidos y MRI’s. También pueden
incluir escaneos PET y endoscopias. En lo que respecta a la
identificacién de los polimorfismos, existen pruebas que
detectan los analitos especificos asociados con el céancer
tal como proteinas o productos metabdlicos. Finalmente, las
pruebas genéticas pueden identificar un cambio en el nivel
molecular directamente en el ADN o ARN de un individuo.
Estos cambios se asocian usualmente con un riesgo
incrementado de la formacidén de neoplasia.

Estas asociaciones con cancer son de mayor
importancia, debido a que todas las pruebas previamente
mencionadas, solo las ©pruebas genéticas son de una
naturaleza preventiva. Es decir, pueden detectar una
amenaza potencial antes de que se presente. Como resultado,

un individuo puede tomar mediciones precautorias tal como
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un cambio en habitos, dieta y monitoreo constante. Todo
esto se puede hacer antes de que la patologia surja y puede
ser muy efectivo en prevenir el desarrcllo de la
enfermedad.

Actualmente, existen diferentes técnicas para detectar
los polimorfismos de riesgo genético. Por ejemplo, la
secuenciacién de genoma, reaccidén en cadena de la
polimerasa cuantitativa (gPCR), microdisposiciones de ADN y
técnica de polimorfismos de longitud de fragmento de
restriccién (RFLPs) . Estas técnicas se utilizan
ampliamente, no solo para la busqueda de cancer y técnicas
sofisticadas bien conocidas. Sin embargo, tienen
desventajas con respecto a su precisidn, capacidad de
repeticién, tiempo de anadlisis, y costo de realizacidn.
También, requieren usualmente una muestra de sangre
invasiva tomada por un flebotomista calificado.

Estos precedentes muestran la necesidad de desarrollar
nuevas técnicas para la prevencién de cancer cervical y de
préstata que sean sensibles, répidas y econdmicas. La
presente invencidén busca responder esta necesidad por la
detecciédn simulténea de varias cepas del VPH y
polimorfismos de riesgo asociados con el céancer. No sélo
eso, fija como objetivo hacerlo de esta manera con una
muestra no invasiva tomada de la orina de ya sea hombres o
mujeres. Esta técnica no invasiva permitiria que un
paciente tome su propia muestra con seguridad y sin dolor
reduciendo no solo el riesgo y estrés al paciente, sino el
costo total en el procedimiento de diagndstico.

Este es un cambio importante de las técnicas invasivas
de la extraccién de sangre o la prueba de Papanicolaou para
mujeres, en los cuales los pacientes deben viajar a una
clinica autorizada y solicitar un analista especializado.
Se ha determinado que la orina puede de hecho ser utilizada

como una muestra de fluido aceptable en las préacticas
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clinicas y aun se ha encontrado que alo-a exitosamente la
presencia de ADN genémico y viral de VPH cuandoc una
infeccidén estd presente. No solo eso, sino una prueba de
orina nec invasiva es mucho mds segura para un paciente que
una prueba de Papanicolaou que puede crear ocasionalmente
microlesiones alrededor del &area infectada de un paciente
femenino creando una respuesta inflamatoria.

Por consiguiente, se describe en la presente nuevos
métodos y kits para determinar simultdneamente si 1los
genotipos de la cepa VPH y los marcadores genéticos para
susceptibilidad al cancer estdn presentes en una muestra de
un sujeto.

De esta manera, en varias modalidades, la presente
invencién se dirige a métodos para determinar
simulténeamente genotipos de la cepa VPH y marcadores
genéticos para la susceptibilidad al céncer en una muestra
de un sujeto.

Koninkl (W02009095840) describe un método para
deteccidén de factores patogénicos y especificos de
hospedero simultdneos en una muestra liquida que comprende
los pasos de extraer ADN fuera del cuerpo humano o animal
de una muestra de tejido; solubilizar el ADN para obtener
una muestra liquida que comprende ADN hospedero y/o ADN
patdégeno; cargar la muestra liquida en la camara del
dispositivo de microdisposicién a fin de hacer contacto con
los nucledtidos de sonda del dispositivo de
microdisposicidén con la muestra liquida y detectar las
interacciones entre el ADN hospedero y/o el ADN patdgeno
comprendido en la muestra liquida y los nucledtidos de
sonda. En este método, el ADN se amplifica después del paso
de extraccién utilizando PCR multiplex con cebadores
especificos para las regiones de ADN hospedero y ADN de
patdgeno. Y el dispositivo de microdisposicidén que

comprende oligonucledtidos de sonda es capaz de enlazar los
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factores de ADN especificos de hospedero implicados en la
susceptibilidad a y/o prognosis de la enfermedad
especifica, y los oligonucledétidos de sonda son capaces de
enlazar los patdgenos de ADN que provocaron una enfermedad
especifica y cualquier cancer provocado por patdgenos tal
como cancer de estdémago y cancer cervical. En este método
se pueden utilizar hasta 20-50 sondas para detectar el ADN
patogénico se pueden utilizar y hasta 30-40 sondas para
detectar marcadores en el ADN hospedero.

No obstante, la invencidén no incluye genotipificacién
de tipos virarles VPH especificos, tampoco SNPs especificos
para el céancer cervical, céncer de préstata u otros tipos
especificos de céncer. La presente solicitud difiere con
ese trabajo en que los genotipo de la cepa VPH especificoes
se eligen y mediante el uso de un ensayo de ligacidédn de
oligonucledtidos en lugar del microdisposicién consumidor
de tiempo y costoso. W02009/095840 describe que los SNPs se
detectan, lo cual conduce a la susceptibilidad a la
infeccidén por el patdgeno en el ADN del hospedero, de esta
manera la sensibilidad al desarrollo de cancer cervical o
cédncer de estdmago también se menciona.

Por otra parte, Rafnar y colaboradores (W02010018601),
describe un método para determinar el riesgo de céancer o
proteccién de la identificacién de uno o mas marcadores
polimérficos rs401681, 1rs2736100 y 1rs2736098. E1 método
comprende la presencia de al menos un alelo de al menos un
marcador polimérfico, vya sea de una muestra de acido
nucleico de humano o en un conjunto de datos de genotipo
del individuo. Este trabajo consistente reclama métodos,
software y hardware para determinar la susceptibilidad al
cdncer en un individuo humano o se Dbasa en datos
indicativos de al menos un marcador polimérfico. También
reclama un método para evaluar un individuo para la

probabilidad de respuesta a un agente terapéutico
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canceroso. En los métodos moleculares para identificacidn
de polimorfismos se basan en amplificacidén por PCR en donde
la genotipificacidn se lleva a cabo utilizando un proceso
seleccionado de hibridacién de sonda especifica de alelo,
extensién de cebadores especifica de alelo, amplificacidn
especifica de alelo, secuenciacién de &cido nucleico,
digestién de 5’ -exonucleasa, ensayo de baliza molecular,
ensayo de ligacidén de oligonucledédtido, andlisis de tamafio,
andlisis de conformacién de hebra individual y tecnoclogia
de microdisposicién. No obstante, las condiciones de PCR
multiplex tampoco las cuentas magnéticas se describen y la
capacidad multiplex en los métodes c¢linicos no se
especifican. Implica un alcance de tipos de cancer
consistentes incluyendo determinar el riesgo o proteccidn
contra cénceres de prédstata, cervicales, de mama, de
pulmén, de piel, colorectal, y de tiroides de acuerdo con
la presencia/ausencia de al menos un alelo de al menos uno
de los tres polimorfismos indicados previamente.
Ww02010018601 ademds, describe un método para
determinar la sensibilidad de un humano a desarrollar
cdncer cervical en una infeccidédn con VPH16, VPH18, VPH31,
VPH33, VPH45 o cualquier otro de los genotipos de la cepa
VPH que detectan la presencia de SNPs en los marcadores al
amplificar el ADN extraido de una muestra obtenida del
paciente utilizando PCR y después un ensayo de hibridacién,

tal como ensayo de ligacidén de oligonucledtidos.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén se basa en el descubrimiento seminal
de la determinacién de la susceptibilidad al <cancer
mediante la identificacidén simulténea y deteccién de 1la
infeccidén por VPH y la genotipificacidén de marcadores de
susceptibilidad al céncer.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
métodos para evaluar la susceptibilidad al cancer en un
sujeto al identificar simulténeamente uno o© mas genes
marcadores de susceptibilidad al cdncer y uno o mas
genotipo de la cepa de virus de papiloma humano (VPH),
evaluando de esta manera la susceptibilidad al cancer en el
sujeto. En un aspecto, la identificacidén del uno o mas
genes marcadores de susceptibilidad al cancer es mediante
la amplificacién de una muestra de ADN sin células del
sujeto wutilizando cebadores para el uno © mas genes
marcadores de susceptibilidad al céncer; y detectar el ADN
amplificado. En otro aspecto, la amplificacién de 1la
muestra de ADN sin células también usa cebadores para el
uno o mas genotipos de 1la cepa VPH. En un aspecto
adicional, el céncer es cancer cervical, de prébstata, de
colon, pancredtico, gastrico, de pulmdén, leucemia y mama.
En ciertos aspectos, el uno o mids genes marcadores de
susceptibilidad al céancer es CaCulA, CaCuB, CaCuC, CaCuD,
CaCuE, CaCuF, CaCuG, CaCuH, CaCuI, CaCuJ, CaPA, CaPB, CaPC,
CaPD, CaPE, CaPF, CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ, COLA, COLB, COLC,
CcoLD, COLE, COLF, COLG, GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, GASG,
LEUA, LEUB, LEUC, LEUD, LEUE, LEUF, MAMA, MAMB, MAMC, MAMD,
MAME, MAMF, MAMG, PROA, PROB, PROC, PROD, PROE, PROF, PANA,
PANB, PANC, PAND, PULA, PULB, PULC, PULD, PULE, PULF, PULG,
GENA, GENB, GEND, GENE, GENG, GENH y/o GENTI; un
polimorfismo de nucledétido individual (SNP) situado dentro

del gen que codifica para IL10, TGF-pl, CYP1lAl, ST3GAL4,
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IL4, AGTR1, ERBB2, HOXB13, Chr8, MSMB, RNASEL, CYP19, ABO,
ABL1, ARID5B, Chrl3, CCKBR, JAK2, NQOl, EGFR, EPHXI,
CHRNA3, 1IRF4, PIK3CA, CXCL8, BRCA2, BRCAl, ATM, TCF2,
TGFB1, Kissl, APC, PGR, MTHFR, MUTYH, CDH1l, IL1B, IL6,
TLR4, TNF-o, MDM2, MLH1, BRAF, TP53, BCAR1l, STKI11, KRAS,
FGFR2, SRD5A2, EIF3H y/o MSH6; y/o SEQ ID NOs:1-67. En
algunos aspectos, el uno o mads genes marcadores de
susceptibilidad al céncer es especifico para el cancer
cervical (CaCuA. CaCuB, CaCuC, CaCuD, CaCuE, CaCufF, CaCugG,
CaCuH, CaCuI, vy/o CaCuJd); especifico para cancer de
préstata (CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE, CaPF, CaPG, CaPH,
CaPI, y/o CaPJ); especifico para cancer de colon (COLA,
COLB, COLC, COLD, COLE, COLF, y/o COLG); especifico para
cdncer géastrico (GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, y/o GASG);
especifico para leucemia (LEUA, LEUB, LEUC, LEUD, LEUE, y/o
LEUF); especifico para cancer de mama (MAMA, MAMB, MAMC,
MAMD, MAME, MAMF, y/o MAMG), PROA, PROB, PROC, PROD, PROE,
PROF; especifico para céancer pancredtico (PANA, PANB, PANC
y/o PAND), especifico para céncer de pulmdn (PULA, PULB,
PULC, PULD, PULE, PULF, y/o PULG); y/o GENA, GENB, GEND,
GENE, GENG, GENH y/o GENI. En un aspecto adicional, el uno
o mas genotipos de la cepa VPH es VPH-16, VPH-18, VPH-31,
VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52, VPH-56,
VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-68, VPH-73 y/o SEQ ID NOs:68-
82. En un aspecto, el uno o mds genotipos de la cepa VPH es
una cepa de alto riesgo. En un aspecto especifico, el
genotipo de la cepa VPH es VPH-16, VPH-18, VPH-31, VPH-45
y/0 VPH-58. En un aspecto adiciocnal, el genotipo de la cepa
de HVP se determina al detectar VPHA, VPHB, VPHC, VPHD,
VPHE, VPHF, VPHG, VPHH, VPHI, VPHJ, VPHK, VPHL, VPHM, HVPN,
y/0 VPHO. En un aspecto adicional, la deteccidén del ADN
amplificado se lleva a cabo por el ensayo de oligo-ligacién
(OLA), PCR, gPCR, secuenciacién de ADN, fluorescencia,

electroforesis en gel, cuentas magnéticas, extensidén de
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cebador especifico de alelo (ASPE) e/o hibridacién directa.
En otro aspecto, el OLA usa sondas para el uno o mas genes
marcadores de susceptibilidad al céncer. En un aspecto
adicional, el OLA también usa sondas para el uno o mas
genotipos de la cepa VPH. En un aspecto, la muestra es una
muestra de saliva, hisopo, sangre u orina. De esta manera,
en varias modalidades, la presente invencidén se dirige a
métodos para determinar simultdneamente los genotipos de la
cepa VPH y marcadores genéticos para la susceptibilidad al
cédncer en una muestra de un sujeto. Los métodos incluyen a)
proporcionar una muestra del sujeto, b) obtener el ADN sin
células de la muestra amplificar el ADN sin células con PCR
de punto final wutilizando cebadores para uno o mas
genotipos de la cepa VPH y cebadores para uno o mas genes
marcadores de susceptibilidad al céncer; d) llevar a cabo
un ensayo de ligacidén de oligonucledtido (OLA) en el ADN
sin células amplificado utilizando sondas para el uno o mas
genotipos de la cepa VPH y sondas para el uno o mas
marcadores de susceptibilidad al céancer y e) determinar si
el unc o mas genotipos de la cepa VPH y el uno o mas
marcadores de susceptibilidad al céncer estdn presentes en
el ADN sin células amplificado. En varias modalidades, la
muestra es una muestra de orina. El uno o mds genotipos de
la cepa VPH pueden incluilr una pluralidad de genotipos de
la cepa VPH de alto riesgo. El uno o mas marcadores de
susceptibilidad al céncer puede incluir una pluralidad de
marcadores de susceptibilidad al céncer cervical o una
pluralidad de marcadores de susceptibilidad al céncer de
préstata.

En una modalidad adicional, la presente invenciédn
proporciona métodos llevados a cabo al amplificar una
muestra de ADN sin «células de un sujeto utilizando
cebadores para uno o mas genes marcadores de

susceptibilidad al céncer y para uno o mas genotipos de la
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cepa de virus de papiloma humano (VPH); y detectar el ADN
amplificado. En un aspecto, el uno o mas genes marcadores
de susceptibilidad al céncer son marcadores para cancer
cervical, de prdstata, de colon, pancredtico, de pulmdén, de
mama, gastrico o leucemia. En un aspecto adicional, el uno
o mé&s genes marcadores de susceptibilidad al cancer es
CaCuZ, CaCuB, CaCuC, CaCuD, CaCuE, CaCuF, CaCuG, CaCuH,
CaCul, CaCuJd, CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE, CaPF, CaPgG,
CaPH, CaPI, CaPJ, COLA, COLB, COLC, COLD, COLE, COLF, COLG,
GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, GASG, LEUA, LEUB, LEUC, LEUD,
LEUE, LEUF, MAMA, MAMB, MAMC, MAMD, MAME, MAMF, MAMG, PROA,
PROB, PROC, PROD, PROE, PROF, PANA, PANB, PANC, PAND, PULA,
PULB, PULC, PULD, PULE, PULF, PULG, GENA, GENB, GEND, GENE,
GENG, GENH vy/o GENI; un polimorfismo de nucledtido
individual (SNP) situado dentro del gen que codifica para
IL10, TGF-P1, CYPIAl, ST3GAL4, IL4, AGTR1l, ERBB2, HOXB13,
Chr8, MSMB, RNASEL, CYP19, ABO, ABL1l, ARID5B, Chrl3, CCKBR,
JAK2, NQO1, EGFR, EPHX1, CHRNA3, 1IRF4, PIK3CA, CXCLS,
BRCA2, BRCAl, ATM, TCF2, TGFB1, KiSSl, APC, PGR, MTHFR,
MUTYH, CDH1, IL1B, IL6, TLR4, TNF-&, MDM2, MLH1, BRAF,
TP53, BCAR1, STK11l, KRAS, FGFR2, SRD5A2, EIF3H y/o MSH6;
y/o SEQ ID NOs:1-67. En un aspecto adicional, el uno o mas
genotipos de la cepa VPH es VPH-16, VPH-18, VPH-31, VPH-33,
VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52, VPH-56, VPH-58,
VPH-59, VPH-66, VPH-68 y/o VPH-73. En ciertos aspectecs, la
deteccidén del ADN amplificado se lleva a cabo por el ensayo
de oligo-ligacién, PCR, secuenciacidn de ADN,
fluorescencia, electroforesis en gel, cuentas magnéticas,
extensién de cebador especifico de alelo (ASPE) e/o
hibridacién directa. En aspectos especificos, la PCR es
gPCR, PCR multiplex o PCR anidada. En un aspecto, la
muestra es una muestra de saliva, hisopo, sangre u orina.
En un aspecto adicional, la presente invencién

proporciona un kit que contiene al menos cebadores para uno
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o mas genes marcadores de susceptibilidad al céancer;
cebadores para uno o mas dgenotipos de la cepa de virus de
papiloma humano (VPH); e instrucciones para el uso. En un
aspecto, el uno o mds genes marcadores de susceptibilidad
al céancer es CaCulA, CaCuB, CaCuC, CaCuDb, CaCuk, CaCuF,
CaCuG, CaCuH, CaCul, CaCud, CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE,
CaPF, CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ, COLA, COLB, COLC, COLD, COLE,
COLF, COLG, GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, GASG, LEUA, LEUB,
LEUC, LEUD, LEUE, LEUF, MAMA, MAMB, MAMC, MAMD, MAME, MAMF,
MAMG, PROA, PROB, PROC, PROD, PROE, PROF, PANA, PANB, PANC,
PAND, PULA, PULB, PULC, PULD, PULE, PULF, PULG, GENA, GENB,
GEND, GENE, GENG, GENH, GENI vy/o SEQ ID NO:1-67; un
polimorfismo de nucleétido individual (SNP) situado dentro
del gen que codifica para IL10, TGF-pl, CYP1Al, ST3GAL4,
IL4, AGTR1l, ERBB2, HOXB13, Chr8, MSMB, RNASEL, CYP19, ABO,
ABL1, ARID5B, Chrl3, CCKBR, JAKZ, NQOl1l, EGFR, EPHXI,
CHRNA3, 1IRF4, PIK3CA, CXCL8, BRCA2, BRCAl, ATM, TCFZ,
TGFB1, KiSsl, APC, PGR, MTHFR, MUTYH, CDH1l, IL1B, IL6,
TLR4, TNF-o, MDM2, MLH1, BRAF, TP53, BCAR1l, STK1ll, KRAS,
FGFR2, SRD5bA2, EIF3H y/o MSH6; y/o SEQ ID NOs: 1-67. En
otro aspecto, el uno o més genotipos de la cepa VPH son
VPH-16, VPH-18, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45,
VPH-51, VPH-52, VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-68 y/o
VPH-73 y/o SEQ ID NOs:68-82. En un aspecto adicional, el
kit también contiene sondas para el uno o mas genes
marcadores de susceptibilidad al cancer y/o sondas para el
uno o mas genotipos de la cepa VPH.

La presente invencidén se mejora ademds en los métodos
descritos y procesos, presentando un método multiplex
innovador para la genotipificacién de VPH simultanea vy
varias identificaciones de SNPs diferentes para tipos
diferentes de predisposicién de céncer.

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de

las presentes ensefianzas se entenderan mejor con referencia
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a la siguientes descripcién,

adjuntas.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Aquellos de experiencia en la técnica entenderan que las
figuras, descritas a continuacién, son para propdsitos
5 ilustrativos solamente. Las figuras no se proponen para
limitar el alcance de las presentes enseflanzas de ninguna
manera.
Las FIGURAS 1A, 1B, 1C, 1D y 1E ilustran la
especificidad de especie en la deteccidn de SNPs asociados
10 con SNPs de riesgo de céancer cervical (CaCu) utilizando
controles sintéticos, <control Dbioldégico y ADN de 2
microorganismos uropatogénicos. FIGURA 1A. Deteccidén de
SNPs A-J de riesgo CaCu utilizando controles sintéticos de
tipo natural (WT), mutante (MT) y heterocigotcs (HET) (CS
15 WT, CS MT y CS HET). FIGURA 1B. Deteccidén de SNPs A-J de
riesgo CaCu utilizando ADN aislado de M1 de control
bioldébgico. FIGURA 1C. Deteccién de SNPs A-J de riesgo CaCu
utilizando ADN aislado de C. lupus familiaris. FIGURA 1D.
Deteccidén de SNPs A-J de riesgo CaCu utilizando ADN aislado
20 de Escherichia coli. FIGURA 1E. Deteccidédn de SNPs A-J de
riesgo CaCu utilizando ADN aislado del virus de
Inmunodeficiencia Humano, VIH.
Las FIGURAS 2A y 2B ilustran la especificidad de
intraensayo con la deteccidén de SNPs A~J de riesgo CaCu
25 utilizando el control bioldégico M1. FIGURA 2A. Deteccidn de
SNPs A-J de riesgo CaCu utilizando sondas CaCu especificas.
FIGURA 2B Deteccidén de SNPs A-J de riesgo CaCu utilizando
sondas especificas para la deteccién de VPH.
La FIGURA 3 ilustra los resultados de las
30 amplificaciones de PCR representativas de la
susceptibilidad al céncer cervical SNP designado como CaCuH
en el cual AL indica lider alélico, C indica sin control de
plantilla, WT 4indica control de ADN de tipo natural

positivo, MT indica un control de ADN mutante positivo, B
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indica ADN extraido de las muestras de sangre. U indica ADN
extraido de las muestras de orina y CL indica ADN extraido
de las lineas de células que presentan el SNP.

Las FIGURAS 4A, 4B, 4C, 4D y 4E ilustran loa
especificidad de especie en la deteccidén de SNPs de riesgo
de céancer de préstata (CaP) utilizando controles
sintéticos, una muestra de control bioldgica y ADN de 7
microorganismos uropatogénicos. FIGURA 4A. Deteccidn de
SNPs A-J de riesgo CaP utilizando controles sintéticos (CS
WT, CS MT y CS HET). FIGURA 4B. Deteccidén SNPs A-J de
riesgo CaP utilizando ADN aislado de M4 de control
biolégico. FIGURA 4C. Deteccidn de SNPs A-J de riesgo CaP
utilizando 100 ng de ADN aislado de C. lupus familiaris.
FIGURA 4D. Deteccidédn de SNPs A-J de riesgo CaP utilizando
100 ng de ADN aislado de Escherichia coli. FIGURA A4E.
Deteccidén de SNPs A-J de riesgo CaP utilizando 100 ng de
ADN aislado de VIH.

Las FIGURAS 5A y 5B ilustran 1la especificidad de
intra-ensayo en la deteccién de SNPs A-J de riesgo CaP
utilizando la muestra de control bioldgica M4. FIGURA b5A.
Deteccidén de SNPs A-J de riesgo CaP utilizando sondas CaP
especificas. FIGURA 5B. Deteccidén de SNPs A-J de riesgo CaP
utilizando sondas especificas para la deteccién de VPH.

La FIGURA 6 muestra los resultados de las
amplificaciones por PCR representativas de los SNPs de
susceptibilidad al cancer de préstata designados como CaPG,
CaPD y CaPH, en los cuales AL indica lider alélico, C
indica sin control de plantilla, WT indica control de ADN
de tipo natural positivo, MT indica control de ADN mutante
positivo, B indica ADN extraido de las muestras de sangre,
U indica ADN extraido de muestras de sangre y CL indica ADN
extraido de la linea de células que presentan el SNP.

Las FIGURAS 7A, 7B, 7C, 7Dy TE ilustran la

especificidad de especie en la descripcidéon de VPH ADN
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utilizando controles sintéticos y controles bioldgicos
positivos para VPHA, VPHB, VPHC, VPHF, VPHG y VPHO. FIGURA
7A. Deteccidédn de VPHs A-O ADN wutilizando controles
sintéticos. FIGURA 7B. Deteccidén de VPH DNA utilizando
controles bioldégicos. FIGURA 7C. Deteccidén de VPH ADN
utilizando ADN aislado de C. lupus familiaris. FIGURA 7D.
Deteccidén de VPH ADN utilizando ADN aislado de Escherichia
coli. FIGURA 7E. Deteccidn de VPH utilizando ADN aislado de
VIH.

Las FIGURAS 8A, 8B, y 8C ilustran la especificidad de
intra-ensayo en la deteccién de VPH ADN utilizando
controles sintéticos. FIGURA B8A. Deteccién de VPH ADN
utilizando sondas de VPH especificas. FIGURA 8B. Deteccién
de VPH ADN utilizando sondas de CaCu especificas. FIGURA
8C. Deteccidén de VPH ADN wutilizando sondas de CaP
especificas.

Las FIGURAS 9A y 9B ilustran los resultados de corrida
de PCR representativas que identifican dos tipos de VPH en
los cuales AL indica lider alélico, C- indica sin control
de plantilla, C+1 indica control positivo sintético, C+2
indica ADN viral y CL indica ADN extraido de una linea de
células conocida por contener el virus correspondiente.
FIGURA 9A. Corridas de PCR representativas que identifican
VPHA. FIGURA 9B. Corridas de PCR representativas dque
identifican VPHB.

La FIGURA 10 muestra la 1identificacién de 20
polimorfismos de riesgo de céncer utilizando controles
sintéticos por la prueba GanPlex MR (Panel A). La grafica
muestra los valores MFI registrados en cada uno de los
polimorfismos de riesgo de cancer cuando se utilizaron
controles sintéticos de tipo natural (CS WT), Mutantes (MT)
y Heterocigotos (HET). Las barras representan el Promedio £
1 D.E. de 2 réplicas.

La FIGURA 11 muestra la identificaron de 22
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polimorfismos de riesgo de cancer utilizando controles
sintéticos por la prueba GanPlex MR (Panel B). La grafica
muestra los valores MFI registrados en cada uno de los
polimorfismos de riesgo de céancer cuando se utilizaron los
controles sintéticos de tipo natural (CS WT), Mutantes (MT)
y Heterocigotos (HET). Las barras representan el Promedio %
1 D.E. de 2 réplicas.

La FIGURA 12 ilustra el ensayo de discriminacidn
alélica de un SNP de riesgo de cancer cervical que muestra
la fluorescencia asociada con el alelo de tipo natural (WT)
en el eje X, la fluorescencia asociada con un alelo mutante
(MT) en el eje Y, y la delimitacidén de 1las areas de
fluorescencia utilizando un control WT sintético, un
control sintético MT y un control sintético heterocigote
(WT/MT) .

Las FIGURAS 13A vy 13B ilustran electroferogramas
ejemplares de acuerdo con varias modalidades descritas en
la presente.

La FIGURA 14 es una grafica de flujo que ilustra la
deteccién de secuencias objetivo previamente amplificadas
por PCR, wutilizando gPCR en presencia de sondas SYBRMF
Green o TagManM® etiquetada con diferentes fluordforos, en
los cuales (1) indica el oligonucledétido delantero, (2) el
oligonucledtido inverso, (5) la secuencia de sonda, (6) la
secuencia objetivo, (7) el extremo de cebador 5, (8) el
extremo de cebador 3, (100) el paso de desnaturalizacidn
(temperatura de 95°C), (200) el paso de alineacidn, y (300)
el paso de extensién (temperatura de 72°C).

La FIGURA 15 ilustra un ejemplo de gréfica de
amplificacién que muestra la secuencia objetivo
identificadas por gPCR utilizando sondas TagMan"®
etiquetadas con tres fluordéforos diferentes. La grafica
muestra el andlisis de una muestra bioldgica incluyendo sus

controles sintéticos respectivos formados para identificar
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uno de los SNPs asociado con céancer de prodstata, en el cual
(29) indica la amplificacién del control sintético positivo
de tipo natural, (30) la amplificacién del control
sintético positivo Mutante, (31) la amplificacién de la
muestra bioldégica Mutante, vy (32) la amplificacidén del
control Negativo.

Las FIGURAS 16A y 16B muestran la identificacién y la
discriminacidén alélica de polimorfismos de riesgo para CaCu
en la muestra de control bioldégica M1l por la prueba Kimera-
TestMR, FIGURA 16A: Se muestran los valores MFI registrados
en cada uno de los polimorfismos de riesgo CaCu
identificades de la muestra de control bioldgica M1l. Las
barras representan el Promedio + 1 D.E. de 4 réplicas.
FIGURA 16B: Gréafica de discriminacidén de alelo originada de
los valores RA obtenidos. La muestra de control bioldgica
M1 presenta los polimorfismos CACUA, CACUB, CACUD y CACUJ
en el genotipo Ho.WT, CACUH y CACUG en el genotipo Ho.MT,
CACUF y CACUC en el genotipo HET.

Las FIGURAS 17A y 17B muestran la identificacidén y
discriminacién alélica de polimorfismos de riego para CaP
en la muestra de contrecl bioldgica por la prueba Kimera-
TestTM. FIGURA 17A: Se muestran los valores MFI registrados
en cada uno de los polimorfismos de riesgo CaP
identificados en la muestra de control bioldégica M4. Las
barras representan el Promedio * 1 D.E. de 4 réplicas.
FIGURA 17B: Gréafica de discriminacién de alelo originada de
los valores RA obtenidos. La muestra de control biolégica
M4 presenta CAPA, CAPB, CAPC, CACUD, CAPE, CAPF, CAPG y los
polimorfismos CAPI en el genotipo Ho.WT, CAPH y CAPJ en el
genotipo HET.

Las FIGURAS 18aA, 18B, 18C, 18D, 18, 18F, 18G, 18H,
181, 18J, 18K, 18L, 18M y 18N muestran la deteccidén de las
cepas de VPH. FIGURA 18A. muestra 5636. FIGURA 18B. muestra
1920. FIGURA 18C. 1929. FIGURA 18D. 1933. FIGURA 18E.
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muestra 1573. FIGURA 18F. muestra 2864. FIGURA 18G. muestra
1877. FIGURA 18H. muestra 1878. FIGURA 18I. muestra 1882.
FIGURA 18J. muestra 1883. FIGURA 18K. muestra 1909. FIGURA
18L. muestra 1920. FIGURA 18M. muestra 1933. FIGURA 18N.
muestra 1939.

Las FIGURAS 1%Aa, 19B, 19C, 19D, 19E, 19F, 19G, 19H vy
191 muestran la determinacidén de susceptibilidad al cancer
de mama. FIGURA 19A. muestra 113. FIGURA 19B muestra 116.
FIGURA 19C. muestra 117. FIGURA 19D. muestra 118. FIGURA
18E. muestra 119. FIGURA 19F muestra 120. FIGURA 19G.
muestra 133. FIGURA 19H. muestra 134.

Las FIGURAS 20aA, 20B, 20C, 20D, 20E, 20F, 20G, 20H,
20I, 20J, 20K, 20L, 20M, 20N, 200, 20pP, 20Q, 20R, 20S, 20T,
20U y 20V muestran la determinacién de la susceptibilidad
al cancer de colon. FIGURA 20A muestra 81. FIGURA 20B
muestra 82. FIGURA 20C muestra 84. FIGURA 20D muestra 85.
FIGURA 20E. muestra 86. FIGURA 20F. muestra 87. FIGURA 20G
muestra 88. FIGURA 20H. muestra 89. FIGURA 20I muestra 90.
FIGURA 20J. muestra 92. FIGURA 20K. muestra 93. FIGURA 20L.
muestra 96. FIGURA 20M. muestra 97. FIGURA 20N. muestra
100. FIGURA 200. muestra 101. FIGURA 20P. muestra 102.
FIGURA 20Q. muestra 103. FIGURA 20R. muestra 104. FIGURA
20S. muestra 105. FIGURA 20T. muestra 106. FIGURA 20U.
muestra 107. FIGURA 20V. muestra 108.

Las FIGURAS 21A, 21B, 21C, 21D y 21lE muestran 1los
resultados de gPCR de una muestra de cancer de mama para
marcadores de genes especificos de cancer de mama. FIGURA
21A. MAMA SNP. FIGURA 21B. MAMB SNP. FIGURA 21C. MAMC SNP.
FIGURA 21D. MAMD SNP. FIGURA 21E. MAMD SNP.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se basa en el descubrimiento seminal
gque la deteccidén simulténea de la infeccidn por VPH y la
genotipificacién de los marcadores de susceptibilidad al
cancer se pueden utilizar para determinar la
susceptibilidad al céancer en un sujeto.

Antes que se describan las presentes descomposiciones
y métodos, se va a entender que esta invencién no se limita
a composiciones particulares, métodos, y condiciones
experimentales descritas, ya que estas composiciones,
métodos y condiciones pueden variar. También se va a
entender que la terminologia utilizada en la presente es
para propdésito de describir modalidades particulares
solamente, y no se proponen para ser limitante, puesto que
el alcance de la presente invencién serd limitada solo en
las reivindicaciones adjuntas.

Como es utiliza en esta especificacién y 1las

Ww 1"

reivindicaciones adjuntas, las formas singulares un”’,

“una”, “el/la” incluyen referencias plurales a menos que el
contexto lo indique claramente de otra manera. De esta
manera, por ejemplo, las referencias al “el método” incluye
uno o mas métodos, vy/o pasos del tipo descrito en la
presente que seran evidentes para aquellas ©personas
expertas en la técnica en la lectura de esta descripcidn y
asi sucesivamente. Por ejemplo, el término “un genotipo de
la cepa VPH” puede incluir “una pluralidad de genotipos de
la cepa VPH”. Similarmente, la forma plural puede incluir
la forma singular.

Todas las publicaciones, patentes, y solicitudes de
patente mencionadas en esta especificacidén se incorporan en
la presente a manera de referencia al mismo grado como si
cada publicacién individual, patente, o solicitud de

patente se hubiera indicado especifica e individualmente a
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ser incorporada por referencia.

A menos que se defina de otra manera, todos 1los
términos técnicos y cientificos utilizados en la presente
tienen el mismo significado como es comlnmente entendido
por uno de experiencia ordinaria en la técnica a la cual
esta invencién pertenece. Aunque cualquiera de los métodos
y materiales similares y equivalentes a aquellos descritos
en la presente se pueden utilizar en la practica o prueba
de la invencién, se entenderd que las modificaciones y
variaciones son abarcadas dentro del espiritu y alcance de
la presente descripcién. Ahora se describen los métodos y
materiales preferidos.

El término “aproximadamente” cuando se utiliza antes
de una designacidén numérica, por ejemplo, pH, temperatura,
cantidad, concentracidn, y peso molecular, incluyendo
intervalo, indica aproximaciones que pueden variar por =
5%, *1% o +0.1%.

Como se utiliza en la especificacidn y

\\unan, \\el/la//

A\ ”
’

reivindicaciones, la forma singular “un
incluyen referentes plurales a menos gque el contexto 1lo
indique claramente de otra manera.

El término “y/0o” se ©propone para referirse a
cualquiera o ambos de los dos componentes de la invencidn.

Varias modalidades de la presente invencién se dirigen
a métodos y kits para determinar simulténeamente si los
genotipos de la cepa VPH y marcadores genéticos para la
susceptibilidad al céncer estan presentes en una muestra de
un sujeto.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
métodos para evaluar la susceptibilidad al céancer en un
sujeto al identificar simultdneamente uno © mas gJgenes
marcadores de susceptibilidad al cancer y una cepa del

genotipo de virus de papiloma humano (VPH), evaluando de

esta manera la susceptibilidad al céncer en el sujeto.
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Como es utiliza en la presente “determinar una
susceptibilidad al céancer” y “evaluar una susceptibilidad
al cancer” en un paciente se puede utilizar
intercambiablemente, y se refiere a la evaluacidén de la
probabilidad del paciente a desarrollar un cierto tipo de
cancer. La evaluacién del riesgo del desarrollo de céncer
de la presente invencidén incluye la deteccién de un ADN de
la cepa VPH, y la deteccidén de SNPs que se asocian con la
susceptibilidad al cancer.

El término “céncer” se refiere a un grupo de
enfermedades caracterizadas por proliferacién de células
anormales y descontroladas comenzando en un sitio (sitio
primario) con el potencial de invadir y/o propagares a
otros sitios (sitios secundarios, metédstasis) que
diferencian el cancer (tumor maligno) del tumor benigno.
Virtualmente, todos los o6rganos se pueden afectar,
conduciendo a mas de 100 tipos de cancer que pueden afectar
humanos. Los canceres pueden resultar de muchas causas
incluyendo  predisposicién genética, infeccién  viral,
disposicién a radiacién ionizante, disposicidn a
contaminantes ambientales, uso de tabaco o alcohol,
obesidad, dieta deficiente, falta de actividad fisica o
cualquier combinacién de los mismos. Los canceres
particulares referido en la presente son cancer cervical,
de prostata, de colon, pancreadtico, de pulmdén o cabeza y
cuello.

Los canceres ejemplares descritos por el Instituto de
Céncer Nacional incluyen: Leucemia Linfoblastica Aguda,
Adulta; Leucemia Linfoblastica Aguda, de la Nifiez; Leucemia
mieloide Aguda, Adulta; Carcinoma Adrenocortical; Carcinoma
Adrenocortical, de la Nifiez; Linfoma Relacionado con SIDA;
Afecciones Malignas Relacionadas con SIDA; Céancer Anal;
Astrocitoma, Cerebelar de la Niflez; Astrocitoma, Cerebral

de la Nifez; Céncer del Conducto Biliar, Extrahepatico;
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Cancer de Vejiga; Cancer de Vejiga, de la Nifiez; Céancer
Oseo, Osteosarcoma/Histiocitoma Fibroso Maligno; Glioma de
Tallo Cerebral, de la Nifiez; Tumor Cerebral, Adulto; Tumor
Cerebral, Glioma del Tallo Cerebral, de la Nifiez; Tumor
Cerebral, Astrocitoma Cerebelar, de la Ninfez; Tumor
Cerebral, Astrocitoma Cerebral/Glioma Maligno, de la Ninez;
Tumor Cerebral, Ependimoma, de la Nifiez; Tumor Cerebral,
Meduloblastoma, de la Nifiez; Tumor Cerebral, Tumores
Neuroectodérmicos Primitivos Suprasensoriales, de la Nifez;
Tumor Cerebral, Ruta Visual y Glioma Hipotalamico, de la
Nifiez; Tumor Cerebral; de la Nifiez (Otros); Cancer de mama;
Céancer de mama y Embarazo; Cancer de mama, de la Nifiez;
Céncer de mama, Masculino; Adenomas
Bronquiales/Carcinoides, de la Nifiez; Tumor Carcinoide, de
la Niflez; Tumor Carcinoide, Gastrointestinal; Carcinoma,
Adrenocortical; Carcinoma, Célula de Islotes; Carcinoma de
Primaric Desconocido; Linfoma del Sistema Nervioso Central,
Primario; Astrocitoma Cerebelar, de la Nifiez; Astrocitoma
Cerebral/Glioma Maligno, de la Nifiez; Céncer Cervical;
Canceres de la Nifiez; Leucemia linfocitica Crénica;
Leucemia Mielogenosa Crénica; Trastornos
Mieloproliferativos Crénicos; Sarcoma de Células Claras de
Revestimiento de Tendén; Céncer de colon; Cancer
Colorectal, de la Nifiez; Linfoma de Células T Cutaneo;
Cancer de Endometrio; Ependimoma, de la Niflez; Céncer
Epitelial, Ovarico; Céancer Esofégico; Céncer Esoféagico, de
la Nifiez; Familia de Tumores de Ewing; Tumor de Células
Germinales Extracraneales, de la Nifiez; Tumor de Células
Germinales Extragonadales; Cancer del Conducto Biliar
Extrahepatico; Cancer Ojos, Melanoma Intraocular; Cancer de
Ojos, Retinoblastoma; Cancer de la Vesicula Biliar; Cancer
Gastrico (Estémago); Cancer Gastrico (Estdémago), de la
Nifiez; Tumor Carcinoide Gastrointestinal; Tumor de Células

Germinales, Extracraneal, de la Nifez; Tumor de Células
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Germinales, Extragonadal; Tumor de Células Germinales,
Ovarico; Tumor Trofoblastico Gestacional; Glioma. Tallo
Cerebral de la Nifiez; Glioma. Ruta Visual de la Niflez e
Hipotaldmico; Leucemia de Células Pilosas; Céancer de Cabeza
y Cuello; Céncer Hepatocelular (Higado), Adulto (Primario);
Cancer Hepatocelular (Higado), de 1la Nifez (Primario);
Linfoma de Hodgkin, Adulto; Linfoma de Hodgkin, de 1la
Nifiez; linfoma de Hodgkin Durante el Embarazo; Cancer
Hipofaringeo; Glioma Hipotaldmico y de la Ruta Visual, de
la Nifiez; Melanoma Intraocular; Carcinoma de Células de los
Islotes (Pa&ncreas Endocrino); Sarcoma de Kaposi; Cancer de
Rifién; Céancer de Laringe; Cancer de Laringe, de la Ninez;
Leucemia, Linfobléstica aguda, Adulta; Leucemia,
Linfoblastica Aguda, de la Nifiez; Leucemia, Mieloide Aguda,
Adulto; Leucemia, Mieloide Aguda, de la Nifiez; Leucemia,
Linfocitica Crénica; Leucemia, Mielogenosa Crénica;
Leucemia, Células Pilosas; Cancer de Labios y Cavidad Oral;
Céancer de Higado, Adulto (Primario); Cancer de Higado, de
la Nifiez (Primario); Céncer de pulmdén, Células no Pequerias;
Cancer de Pulmén, Células Pequefias; Leucemia Linfobléstica,
Aguda Adulta; Leucemia Linfoblastica, Aguda de la Nidez;
Leucemia linfocitica, Crénica; Linfoma, RelacionadO con
SIDA; Linfoma, Sistema Nervioso Central (Primario);
Linfoma, Células T Cuténeas; Linfoma, de Hodgkin, Adulto;
Linfoma, de Hodgkin; de la Nifiez; Linfoma, de Hodgkin
Durante el Embarazo; Linfoma, no de Hodgkin, Adulto;
Linfoma, No de Hedgkin, de la Nifiez; Linfoma, No de Hodgkin
Durante el Embarazo; Linfoma, Sistema Nervioso Central
Primario; Macroglobulinemia, Cancer de mama Masculino de
Waldenstrom; Mesotelioma Maligno, Adulto; Mesotelioma
Maligno, de la Nifiez; Timoma Maligno; Meduloblastoma, de la
Nifiez; Melanoma; Melanoma, Intraocular; Carcinoma de
Células de Merkel; Mesotelioma, Maligno; Cancer de Cuello

Escamoso Metastdsico con Primario Oculto; Sindrome de
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Neoplasia Endocrina Multiple, de la Nifiez; Mieloma
Multiple/Neoplasma de Células Plasmaticas; Fungoides
Micosis; Sindromes de Mielodisplasia; Leucemia Mielogenosa,
Crénica; Leucemia Mielcide, Aguda de 1la Nifiez; Mieloma,
Multiple; Trastornos Mieloproliferativos, Crénicos; Cancer
de la Cavidad Nasal y Seno Paranasal; Cancer Nasofaringeo;
Cancer Nasofaringeo, de la Nifiez; Neuroblastoma; Linfoma No
de Hodgkin, Adulto; Linfoma No de Hodgkin, de la Niflez;
Linfoma No Hodgkin Durante el Embarazo; Cancer de pulmén de
Células no Pequerias; Cancer Oral, de la Niflez; Céncer de la
Cavidad Oral Y Labios; Cancer Orofaringeo;
Osteosarcoma/Histiocitoma Fibroso Maligno de Hueso; Cancer
Ovarico, de la Nifez; Cancer Epitelial Ovarico; Tumor de
Células Germinales de Ovario; Tumor de Potencial Maligno
Bajo de Ovario; Cancer Pancreatico; Cancer Pancreatico, de
la Nifiez, Cancer Pancredtico, Células de Islote; Céncer del
Seno Paranasal y Cavidad Nasal; Cancer de Paratiroides;
Cancer de Pene; Feocromocitoma; Tumores Neuroectodérmicos
Primitivos Pineales y Suprasensoriales, de la Niflez; Tumor
de la Pituitaria; Neoplasma de Células Plasmaticas/mieloma
Multiple; Blastoma Pleuropulmonar; Embarazo y Cancer de
Mama; Embarazo y Linfoma de Hodgkin; Embarazo y Linfoma No
de Hodgkin; Linfoma del Sistema Nervioso Central Primario;
Céancer de Higado Primario, Adulto; Céancer de Higado
Primario, de la Nifiez; Cancer de Préstata; Céncer Rectal;
Cancer de Células Renales (Rifién); Céancer de Células
Renales, de la Niflez; Pelvis y Uréter Renal, Cancer de
Células Transicionales; Retinoblastoma; Rabdomiosarcoma, de
la Niflez; Céncer de Glandulas Salivales; Céancer de la
Glandula Salivar, de la Nifiez; Sarcoma, Familia de Ewing de
Tumores; Sarcoma, Sarcoma de Kaposi (Histiocitoma Fibroso
Maligno de Osteosarccma v de Hueso; Sarcoma,
Rabdomiosarcoma, de la Nifiez; Sarcoma, Tejido Blando,

Adulto; Sarcoma, Tejido Blando, de la Nifiez; Sindrome de
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Sezary; Céancer de Piel; Cancer de Piel, de la Nifez; Cancer
de Piel (Melanoma); Carcinoma de Piel, Células de Merkel;
Cancer de Pulmdén de Células Pequefias; Cancer de Intestino
Delgado; Sarcoma de Tejido Blando, Adulto; Sarcoma de
Tejido Blando, de la Nifiez; Cancer de Cuello Escamoso con
Primario Oculto, Metastésico; Cancer de Estdémago
(Gastrica); Cancer de Estdémago (Gastrica), de la Nifiez;
Tumores Neuroectodérmicos Primitivos Suprasensoriales, de
la Nifiez; Linfoma de Células T, Cuténeo; Cancer Testicular;
Timoma, de la Nifiez; Timoma, Maligno; Céncer de la
Tiroides; Cancer de la Tiroides, de la Nifiez; Cancer de
Células Transicionales de la Pelvis Renal y Uréter; Tumor
Trofobldstico, Gestacional; Sitio Primario Desconocido,
Caéncer de, de la Nifez; Céanceres Inusuales de la Nifiez;
Uréter y Pelvis Renal, Cancer de Células Transicionales;
Céancer Uretral; Sarcoma Uterino; Céncer Vaginal; Glioma de
la Ruta Visual e Hipotalamico, de la Nifiez; Cancer Vulvar;
Macro-globulinemia de Waldenstrom; y Tumor de Wilms.

Los términos “sujeto”, “individuo” vy “paciente” se
utilizan intercambiablemente en la presente y se refieren a
un mamifero y, particularmente, a un humano.

Como se wutiliza en la presente, “Marcadores de
susceptibilidad al céncer” vy ‘“marcadores genéticos de
susceptibilidad al céncer” se utilizan intercambiablemente
y se refieren a cualquiera de los marcadores genéticos que
incrementan el riesgo del portador de tal marcador para
desarrollar el céancer asociado -con el marcador. Los
marcadores genéticos de susceptibilidad al cancer se
refieren en general a mutaciones heredadas o mutaciones
somdticas en los genes supresores de tumor © en oncogenes,
y que son responsables por el mayor riesgo de desarrollo de
cdncer. Sin embargo, los marcadores de susceptibilidad al
cdncer en un sujeto también se pueden identificar como

polimorfismos de nucledtidos individuales (SNPs). Un SNP es
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una variacién de la secuencia de ADN que se presenta cuando
un nucledtido individual - A, T, C, o G - en el genoma
difiere entre los miembros de una especie. Como se utiliza
en la presente, el término SNP se propone para referirse a
aquellas variaciones de secuencia de ADN asociadas con el
cdncer, en particular, con céncer cervical o cancer de
préstata.

Los SNPs se han reportado gue se asocian con canceres
cervicales y de préstata en pacientes. De esta manera, un
numero de SNPs en genes identificados, se ha reportado que
se asocia con cancer cervical y similarmente, a un numero
de SNPs se ha reportado gque se asocia con cancer de
prostata. Estos SNPs se pueden tomar como objetivo en los
métodos y kits en la presente para detectar la presencia de
marcadores genéticos que indican susceptibilidad a céancer
cervical o cancer de préstata.

Ademés, los SNPs se asocian con propensidén a cancer en
érganos diferentes, incluyendc otros o&érganos tal como
cédnceres de mama, pulmdn, pancredticos, gastricos y de
colon. Por otra parte, los SNPs se han asociado con
canceres, incluyendo leucemia, y especificamente leucemia
linfobléastica mieloide croénica, leucemia linfobléastica
mieloide aguda y leucemia linfocitica crénica. Aquellos de
experiencia en la técnica reconocerdn gque los métodos y
kits de la presente invencidén se pueden utilizar para
detectar la presencia de marcadores genéticos indicando
susceptibilidad a esos cénceres también. En otro aspecto,
la deteccidn simulténea de la infeccién por VPH
(genotipificacién) y la propensidén genética de cancer de
prostata, y la deteccidén simultdnea de deteccidn por VPH
(genotipificacién) y la propensién genética de cancer
cervical, se puede lograr utilizando los métodos y kits de
la presente invencién. Las pruebas de ADN se pueden

utilizar para identificar genotipos de la cepa VPH asi como



WO 2019/013613 PCT/MX2018/000084

10

15

20

25

30

30

marcadores de susceptibilidad al céncer en un sujeto.

En ciertos aspectos, el gen marcador de
susceptibilidad al céancer es CaCuA, CaCuB, CaCuC, CaCuD,
CaCuE, CaCuF, CaCuG, CaCuH, CaCuIl, CaCuJ, CaPA, CaPB, CaPC,
CaPD, CaPE, CaPF, CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ, COLA, COLB, COLC,
COLD, COLE, COLF, COLG, GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, GASG,
LEUA, LEUB, LEUC, LEUD, LEUE, LEUF, MAMA, MAMB, MAMC, MAMD,
MAME, MAMF, MAMG, PROA, PROB, PROC, PROD, PROE, PROF, PANA,
PANB, PANC, PAND, PULA, PULB, PULC, PULD, PULE, PULF, PULG,
GENA, GENB, GEND, GENE, GENG, GENH y/o GENI; es un SNP
situado en el gen que codifica para IL10, TGF-pl, CYP1Al,
ST3GAL4, IL4, AGTRl, ERBB2, HOXB13, Chr8, MSMB, RNASEL,
CYP19, ABO, ABL1l, ARID5B, Chrl3, CCKBR, JAKZ, NQOl, EGFR,
EPHX1, CHRNA3, 1IRF4, PIK3CA, CXCL8, BRCA2, BRCAl, ATM,
TCF2, TGFB1l, Kissl, APC, PGR, MTHFR, MUTYH, CDH1, ILIB,
116, TLR4, TNF-«, MDM2, MLH1, BRAF, TP53, BCAR1l, STK1l,
KRAS, FGFR2, SRD5A2, EIF3H y/o MSH6; y/o SEQ ID NOs:1-67
*ver Tabla 22) . En algunos aspectos el gen de
susceptibilidad al <céncer es especifico para cancer
cervical (CaCuA. CaCuB, CaCuC, CaCuD, CaCuk, CaCuF, CaCugG,
CaCuH, CaCul, vy/o CaCuJ); especifico para cancer de
préstata (CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE, CaPF, CaPG, CaPH,
CaPI, y/o CaPJ); especifico para céncer de colon (COLA,
COLB, COLC, COLD, COLE, COLF, y/o COLG); especifico para
cancer gastrico (GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, y/0o GASG) ;
especifico para leucemia (LEUA, LEUB, LEUC, LEUD, LEUE, y/o
LEUF); especifico para céncer de mama (MAMA, MAMB, MAMC,
MAMD, MAME, MAMF, y/o MAMG), PROA, PROB, PROC, PROD, PROE,
PROF; especifico para céancer pancredtico (PANA, PANB, PANC
y/o PAND), especifico para céncer de pulmén (PULA, PULB,
PULC, PULD, PULE, PULF, y/o PULG); y/o GENA, GENB, GEND,
GENE, GENG, GENH y/o GENI. En otros aspectos el uno o mas
genes de susceptibilidad al céncer es CACUA, CACUB, CACUC,
CACUD, CACUF, CACUG, CACUH y/o CACUJ; CAPA, CAPB, CAPC,
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CAPI, y/o CAPJ; MAMC, MAMF, MAMG;

y/o COLA, COLB, COLC y/o COLF.

Tabla 22
SEQ ID Nombre [Ubicacié |Secuencia SNP
NO del SNPn del
SNP
SEQ ID|CACUA |[rs180087 AGCAAGTGCAGACTACTCTTACCCACTTCCCCCAAGCACAG
NO:1 2 TTGGGGTGGGGGACAGCTGAAGAGGTGGAAACATGTGCCTG
situado |AGAATCCTAATGAAATCGGGGTAAAGGAGCCTGGAACACAT
en el CCTGTGACCCCGCCTGTMCTGTAGGAAGCCAGTCTCTGGAA
gen IL- |AGTAAAATGGAAGGGCTGCTTGGGAACTTTGAGGATATTTA
10 GCCCACCCCCTCATTTTTACTTGGGGAAACTAAGGCCCAGA
GACC
SEQ ID|CACUB [rs180046 |[CATCTACAGTGGGGCCGACCGCTATCGCCTGCACACAGCTG
NO:2 8 CTGGTGGCACCGTGCACCTGGAGATCGGCCTGCTGCTCCGC
situado PAACTTCGACCGCTACGGCGTGGAGTGCTGAGGGACTCTGCC
en el TCCAACRTCACCACCATCCACACCCCGGACACCCAGTGATG
gen GGGGAGGATGGCACAGTGGTCAAGAGCACAGACTCTAGAGA
TGFB1 CTGTCAGAGCTGACCCCAGCTAAGGCATGGCACCGCTTCTG
TCCT
SEQ ID|CACUC (rs180046 GGTCCCTCTGGGCCCAGTTTCCCTATCTGTAAATTGGGGAC
NO:3 9 AGTAAATGTATGGGGTCGCAGGGTGTTGAGTGACAGGAGGC
situado [TGCTTAGCCACATGGGAGGTGCTCAGTAAAGGAGAGCAATT
en el CTTACAGGTGTCTGCCTCCTGACCCTTCCATCCYTCAGGTG
gen TCCTGTTGCCCCCTCCTCCCACTGACACCCTCCGGAGGCCC
TGFB1 CCATGTTGACAGACCCTCTTCTCCTACCTTGTTTCCCAGCC
TGAC
SEQ IDI|CACUF |[rs108935 |CTTCCTGCTTTCTGGTGGAAGGGAGGGGCAGACAGTGGGTG
NO: 4 06 TGTCCTGCTCCAGTGTCTAGGCAGGAGAGTTTGTGAAGCYG
situado RCCGGACACCTGTGGCTCTTATTTCCTAGGTGGCCCGAGGC
en el AGCCGGGATGACAGCTCTCCCCAGGAATCCTGCTGCCTGCT
gen GAGAAACATGGTCAGCAAGTCCCGTGAGTGTCATCCGAGGG
ST3GAL4 |CTCCCCCACCCTGGAGGACAGGCCTCAGAAGCCGTCTTCAG
CAGG
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SEQ ID|[CACUG |rs242491 |[CTGGGGAATTCTGGCTGGACTCAGTCCAGAGTCCCACCTCA
NO:5 3 TCACCTGTTCACTTCCAGTTGTCCTGAAGCTGGCTACCAGG
situado [TCTCCTTGGCCACCTGARAGGCCTAATCCTTCTGGCCCCGCC
en el AGACCCYAGGCCTCCAGTCACCTAAGGCCCAGTGAGTGTCC
gen TCTCTTGCTTCTAGGTCCGAACTCGAAATAACAACAGTGTC
DNMT 3B TCCAGCCGGGAGAGGCACAGGCCTTCCCCACGTTCCACCCG

AGGC
SEQ IDI|CACUH [rs224325 TTCCTGAAACCTCAGAATAGACCTACCTTGCCAAGGGCTTC
NO: 6 0 CTTATGGGTAAGGACCTTATGGACCTGCTGGGACCCAAACT
situado [AGGCCTCACCTGATACGACCTGTCCTTCTCAAAACACCTAA
en el ACTTGGGAGAACATTGTYCCCCAGTGCTGGGGTAGGAGAGT
gen IL-4 CTGCCTGTTATTCTGCCTCTATGCAGAGAAGGAGCCCCAGA
TCAGCTTTTCCATGACAGGACAGTTTCCAAGATGCCACCTG

TACT
SEQ ID|CACUJ |rs180087 |CCACAGAAGCTTACAACTAAAAGAAACTCTAAGGCCAATTT
NO: 7 1 AATCCAAGGTTTCATTCTATGTGCTGGAGATGGTGTACAGT
situado |AGGGTGAGGAAACCAAATTCTCAGTTGGCACTGGTGTACCC
en el TTGTACAGGTGATGTAAYATCTCTGTGCCTCAGTTTGCTCA
gen IL- |[CTATAAAATAGAGACGGTAGGGGTCATGGTGAGCACTACCT
10 GACTAGCATATAAGAAGCTTTCAGCAAGTGCAGACTACTCT

TACC
SEQ ID|[CAPA rs5186 GCTCATCCACCAAGAAGCCTGCACCATGTTTTGAGGTTGAG
NO: 8 situado [TGACATGTTCGAAACCTGTCCATAAAGTAATTTTGTGAAAG
en el AAGGAGCAAGAGAACATTCCTCTGCAGCACTTCACTACCAA
gen ATGAGCMTTAGCTACTTTTCAGAATTGAAGGAGAAAATGCA
AGT1R TTATGTGGACTGAACCGACTTTTCTAAAGCTCTGAACAAAA
GCTTTTCTTTCCTTTTGCAACAAGACAAAGCAAAGCCACAT

TTTG
SEQ ID|CAPB rs138213 AAACTCAGTGGGGCGGCTGGGCTACTCTTCCCCGGCCGTGG
NO: 9 187 GAGTCTCCGCGGGGTACGCGGCCAGGGTGGCTGCCTGGGCA
situado |CAGGGTTTCAGCGAGCTCCGGGACACTCGGCAGGAGTAGTA
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en el CCCGCCTYCAAAGTAACCATAAGGCACGGGAGCTGGGGACG
gen TCCCCTGGGGCACCCCAGGGCATGGGTGGCATTGCTTTGGC
HOXB13 GGCTCCGCCGAGCCTGGCAGATCCAAGGGGGCATAGTTGAC
AGCA
SEQ ID|CAPC rs928285 [CYAGCAGAGCCCAGTGCTGGCAGGCAGCGCCACTTTGGTCG
NO:10 8 CCCTTGGGGCACTGGCCTTGTACGTCGCGAAGCC
situado [TCCGGCTACGGGAAGCACACGGAGAGCCTGAAGCCGGCGGC
en el TACCCGCCTGCCARCCCRCGCCGCCTGGTTCCTGCAGGAGC
gen TGCCTTCCTTCGCGGTGCCCGCGGGGATCCTCGCCCGGCAG
SRD5A2 CCCCTCTCCCTCTTCGGGCCACCTGGGACGGTACTTCTGGG
CCTCTTCTGCS
SEQ ID|CAPD rs169019 AATTTAAAATGATACAAAGTTCAAAGTTTAACAAATACATT
NO:11 79 TGAAGCCATTTGCAACAAATACATCTGAAGCTAATTGCTGG
situado CTCTAGAAAGTGTGGGGTCTTTGTTGTGGAGCAGTGTTAAT
en el GATTTAGCATTACTTATMTCTGGCAAATGGTATTTTTGAGA
cromosom TAACATGTTATGGAAGAAAGTGAACTGAACTTGGAAGTTTG
a 8 AAGATCTCGATTGAAGTATCATTTCTGCCTCAACTACTTGC
ATTA
SEQ ID |CAPE rsd424238 (CCATATTTGGGCTATATTAAGTAATAAGCCCACATGCTTTC
NO:12 2 TGTTGAGAAAATACAAAAAGATGTTTCCCTCTGTCATAAAG
situado AAAAAGAGGTAACCCAGGGAACATTTTGTCCCTCTAGTTAT
en el CTTCCCRCAGGCCCATCAAGAATCAGGCAGTAGGTGAAAAA
cromosom (GAAACACAGAGAACCTAGGAACACAATAGGAAGACCACCAT
a 8 GGGCCCTTAGGGAGTCAGCGAAGGCTTATGATGCAAAAAGA
AGGT
SEQ ID|CAPF rs109939 [GGGGACAAGGTAAACACATAACTTGGGTGGAGATGTGATTG
NO:13 94 ATTAATAACTCATAAATCATCTGAAACCATACTTTCCTTTT
situado |GATAGTCAACCCTCTGTAAACACTCAATGTGTTCTCACCTT
en el GTTATCATTCCCAATGAYGTCGAATGCGTGGTTGCCCTCTC
gen MSMB [CAGTATAAAAGTTTGATGCAGCTTTGCCTGGATGTACCTGT
CTATAAGGAGTCCTGCTTATCACAATGGTAGGTAACTGGTT
TTAT
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SEQ ID|CAPG CAPG TCTTTGCTTCCACTTTAATCTCTTGTICTTTTTATTTTTTGT
NO:14 rs127579 (CACACTTCTCCATCCCCTTTTTCCTCCCTCCTCTACGCCTC
98 CCTAAACTTTTTTCTCCTCTTTCTATCCTACTTCACCTCTT
situado [CTCTTTTCCTCATATACTCATACTCCTCTGCATTCCYGCCT
en el TCATATTTCCCCCCTCCCTCCTTTCCCTCAACTTTCTCTCC
gen CCAGTCCCATCTTCTTGTTCTTCCTATTGTTGTCACTTTTT

RNASEL TCTC
SEQ ID|CAPH rs104595 CAACATGCCATTGAATCTGTCTTTTCAGCCAGGTTTTGTAA
NO:15 92 TCCCTTTACTCTCAGAACAGAGTTTCAGGGATGGTAGGTAG
situado [TCTGTAGCTGAAGAGGTGTAGGTTGAACAAACTTGTAKAGT
en el GAGGAAAGAGTGAGTCATCATTAAATGCATTTTCAGTGGCA
gen GATGACATACTCCAAGGTTTGCCTTTACTTAGACAGGGCCT
CYP19 AGAGTTTCTGTGACTTGCAATGGCTCTCAATCAGACTTGTG

CTGG
SEQ ID|CAPI rs144729 AGACACTATACTAGATGATGGGACAACTAAAGGGTAATGAA
NO:16 5 CAGTTCTGTCTCTATGTAAAAATAATAATGATGATGATGAT
situado |GAGATGGGACTTCAATTGAGGAAGTGCCATTGGGGAGGTAT
en el GTAAAAMGTGCTATGGAAAAAAAGCAACAGGAACCCCTTGA
cromosom [TAGAAAAAAAAATGCTGGTGGGGGTAGGGATTTCTGCCTGT
a 8 GTTCTTCAGAATGGGGTATGGGAAAATCTGGGAGGAAAAGA

AATT
SEQ ID|CAPJ rs698326 [TCTCAGCTCCCTATCCATAAAACAGAGGGACGAATAAACTC
NO:17 7 TCCTCCTACCACTAAGAGGTGTAGCCAGAGTTAATACCCTC
situado RATCGTCCTTTGAGCTCAGCAGATGAAAGKCACTGAGAAAAG
en el TACAAAGAATTTTTATGTGCTATTGACTTTATTTTATTTTA
cromosom [TGTGGGGGAGGGAGCCGGCCCCAGCTGGAAAGCTGCTTTCT
a 8 CTGAATCAAAGGGCAGGAACCCAGCAAGTTTCTCAGGATTG

GGGC
SEQ ID |COLA rs180115 [CTCCAATATGTTTTTCAAGATGTAGTTCATTATCATCTTTG
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NO:18 5 TCATCAGCTGAAGATGAAATAGGATGTAATCAGACGACACA
situado |GGAAGCAGATTCTGCTAATACCCTGCAAATAGCAGAAAWAA
en el AAGAAAAGATTGGAACTAGGTCAGCTGAAGATCCTGTGAGC
gen APC |GAAGTTCCAGCAGTGTCACAGCACCCTAGAACCAAATCCAG
CAGACTGCAGGGTTCTAGTTTATCTTCAGAATCAGCCAGGC

ACAA
SEQ ID|COLB rs355025 |[GAGCCAGCACCGCTCTTTGACCTTGCCATGCTTGCCTTAGA
NO:19 31 TAGTCCAGAGAGTGGCTGGACAGAGGAAGATGGTCCCARAAG
situado RAGGACTTGCTGAATACATTGTTGAGTTTCTGAAGAAGNGG
en el CTGAGATGCTTGCAGACTATTTCTCTTTGGAAATTGATGAG
gen MLH1 (GTGTGACAGCCATTCTTATACTTCTGTTGTATTCTTCAAAT
AAAATTTCCAGCCGGGTGCGGTGGCTCATGGCTGTAATCCC

AGCA
SEQ ID|COLC rs168927 |ACATTGCAACTTACCACAATAAAGTAAATATCACAAGATAA
NO:20 66 ATGACAATGTTGGAATGGAAACTACTTAGGGACTCAGAACG
situado |GTCAGACGCAAACAGTTTCAAGACTATTMGCTGTTAAAGGT
en el TATGCCTTATGTCACCCAAAAGGGTTTTCCCCTAGATTTAT
gen AGCACARACTCATGGAAGATTTATTGCCGTCTTAATTTTTT
EIF3H CCCCAATTTTAACTTTAMGAACAGTCAGCCTGGAATKCCTC

CTAA
SEQ ID|COLD rs104282 |CCGATCTCCGCAGCCCTCCGTTGAGGTTCTTCGCCTTGGGC
NO:21 1 GGTGACGCGGAGCGCGCCAAGGGCCTGGGCCCAGGCCCAGC
situado |CTCGCTCCAGGCCGCATCCCCGCCTGGGGAAGGAGAGGCCY
en el CGGGGGCAGCGGCGGCACGGCCGCCTTCGCGTGAGGCCCTG
gen MSH6 [GCCGAGGCCTTGTTGGCATCACTCAGCGCCGGAGACTTGGG
GAAGAAGCTGTACAGGGTGCTCTGTCGCGACATACCGACAG

CCGG
SEQ IDICOLE rs180113 |AGGTGGAGGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATTGGCA
NO:22 3 GGTTACCCCAAAGGCCACCCCGAAGCAGGGAGCTTTGAGGC
situado [TGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAGYCG
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en el ATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTC
gen TTCCGCTTTGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTTG
MTHFR CCCCATCGTCCCCGGGATCTTTCCCATCCAGGTGAGGGGCC

CAGG
SEQ ID|COLF rs360539 (GAACAGCCTGGGGCCCTTGGGGCCCAAATTCTGCTGGTGCA
NO:23 93 GAGGCCCAACTCAGGTACCTGGATACTGGGCGTGGAGGGCA
situado [GTGGCATGAGTAACAAGAGAGAATGGAGGGAATCGGCAGCT
en el GAGGCCTGACCCCTGCCTGGCTGCCCTCCCTCTCAGRTCTG
gen CTGGCAGGACTGTGGGAGTTCCCGTCCGTGACCTGGGAGCC
MUTYH CTCAGAGCAGCTTCAGCGCAAGGCCCTGCTGCAGGAACTAC

AGCG
SEQ ID|COLG rs346123 CTGGAGGTGAGAGCCACCCTAGGGTAGGGGAAATAGGAACA
NO:24 42 ATAGAGGGACTGACGGGTGATCTCTTTGACCTCTGATCCTA
situado [CCCACAGGAGGTGAATCAACTCTGGGCTGGCCTGGGCTRCT
en el ATTCTCGTGGCCGGCGGCTGCAGGAGGGAGCTCGGAAGGTA
gen IAGGGGATGGCAGGAGGGTAGGAACCCAGGAGTCTTGGGTGT
MUTYH CTTATAATCTTGAGTCTTGCACTCCAATCAGGTGGTAGAGG

AGCT
SEQ ID|GASA rs16260 RAACAAAAGAACTCAGCCAAGTGTAAAAGCCCTTTCTGATCC
NO:25 situado [CAGGTCTTAGTGAGCCACCGGCGGGGCTGGGATTCGAACCC
en el IAGTGGAATCAGAACCGTGCAGGTCCCATAACCCACCTAGAC
gen CDH1 |[CCTAGCAACTCCAGGCTAGAGGGTCAMCGCGTCTATGCGAG
GCCGGGTGGGCGGGCCGTCAGCTCCGCCCTGGGGAGGGGTC
CGCGCTGCTGATTGGCTGTGGCCGGCAGGTGAACCCTCAGC

CAAT
SEQ ID |GASB rs114362 ATTAGTCCCCTCCCCTAAGAAGCTTCCACCAATACTCTTTT
NO:26 7 CCCCTTTCCTTTAACTTGATTGTGAAATCAGGTATTCAACA
situado [GAGAAATTTCTCAGCCTCCTACTTCTGCTTTTGAAAGCYAT
en el AAAAACAGCGAGGGAGAAACTGGCAGATACCAAACCTCTTC
gen IL- |GAGGCACAAGGCACAACAGGCTGCTCTGGGATTCTCTTCAG
1B CCAATCTTCATTGCTCAAGTATGACTTTAATCTTCCTTACA
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ACTA
SEQ ID|GASC rs4073 ATCATGATAGCATCTGTAATTAACTGAAAAAAAATAATTAT
NO: 27 situado [GCCATTAAAAGAAAATCATCCATGATCTTGTTCTAACACCT
en el GCCACTCTAGTACTATATCTGTCACATGGTACTATGATAAA
gen GTTATCTAGAAATAAAAAAGCATACAWTTGATAATTCACCA
CXCLS8 AATTGTGGAGCTTCAGTATTTTAAATGTATATTAAAATTAA
ATTATTTTAAAGATCAAAGAAAACTTTCGTCATACTCCGTA

TTTG
SEQ ID|GASD rs498679 TTCTGGGAGAATTTAGAAATGAAGGAAACTTGGAAAAGTTT
NO: 28 0 B GACAAATCTGCTCTAGAGGGCCTGTGCAATTTGACCATTGA
situado AGAATTCCGATTAGCATACTTAGACTACTACCTCGATGRTA
en el TTATTGACTTATTTAATTGTTTGACAAATGTTTCTTCATTT
gen TLR4 TCCCTGGTGAGTGTGACTATTGAAAGGGTAAAAGACTTTTC
TTATAATTTCGGATGGCAACATTTAGAATTAGTTAACTGTA

AATT
SEQ ID GASE rs498679 [CTTCCAACAAAGGTGGGAATGCTTTTTCAGAAGTTGATCTA
INO:29 1 CCAAGCCTTGAGTTTCTAGATCTCAGTAGAAATGGCTTGAG
situado [TTTCAAAGGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGACAAYCA
en el GCCTAAAGTATTTAGATCTGAGCTTCAATGGTGTTATTACC
gen TLR4 ATGAGTTCAAACTTCTTGGGCTTAGAACAACTAGAACATCT
GGATTTCCAGCATTCCAATTTGAAACAAATGAGTGAGTTTT

CAGT
SEQ ID |GASG rs180062 CTGAAGCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTATCTTTTTCCTGCAT
NO: 30 9 CCTGTCTGGAAGTTAGAAGGAAACAGACCACAGACCTGGTC
situado [CCCAAAAGAAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATGRGG
en el ACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCCTACACACAAATCAGTCAG
gen TNFA [TGGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCGGAGCAGGGAGGATG
GGGAGTGTGAGGGGTATCCTTGATGCTTGTGTGTCCCCAAC

TTTC
SEQ ID |LEUA rs345497 (CAGCTCTACGTCTCCTCCGAGAGCCGCTTCAACACCCTGGC
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NO:31 64 CGAGTTGGTTCATCATCATTCAACGGTGGCCGACGGGCTCA
situado [TCACCACGCTCCATTATCCAGCCCCAAAGCGCAACAAGCCC
en el ACTGTCTATGGTGTGTCCCCCAACTACGACAAGTGGGAGAT
gen ABL1 |GGAACGCACGGACATCACCATGAAGCACARGCTGGGCGGGE
GCCAGTACGGGGAGGTGTACGAGGGCGTGTGGAAGAAATAC

AGCC
SEQ ID|LEUB rs708942 TTGGAGGTGGAGTTGGCTTTCTTCCCACTGCGTTCATTTGT
NO: 32 4 TACTCAGAGTGGTAGCAGTGTTTGGTTATAGTTTAGTTKTG
situado ({TGATGTTTTTITTTCTTGAGTGATGAAGCAATAGTGAGGGCA
en el AAAGCTGATAGTAACATTTTGATACATATTTTTGTATTTGT
gen CTATGCCTCTATTTTAAGTGGTTTGCTTTTGAAAACAGCTG
ARID5B GTTCAAACCCTTGGTTTTGGGTTTGAAATATTCTTTGTTTT

GTTT
SEQ ID |LEUC LEUC IAGAGACAGGTACCACGTACTGAGGCAGCAAAGGGACTCAGT
NO:33 rs498273 GAGTGTCAGGAGAAGCCTCTTACCCCTCTGGCCCTCAACTG
1 CTTTATCTGTAAAATGTGGCTCACCCTAYCTTGCTGGTCTG
situado [AGGGCAGAGCCCACCAGATGATCTCTTGAGGTCTCTCCCAG
en el CACATCTTGAGATCTGCGATTTTACAGAGCCAATTTTGGTT
gen CTACCTCTAAACAATCGTGTGACTCCAGGTAAGTCCCTTCC

ARID5B CCTC
SEQ ID [LEUD rs872071 TTGAGATCCTGATAGCCTGTTACAGGAATGAAGTAAAGGTC
NO: 34 situado RAGTTTTTTTTTGTATTGATTTTCACAGCTTTGAGGAACATG
en el CATAAGAAATGTAGCTGAAGTAGAGGGGRCGTGAGAGAAGG
gen IRF4 |GCCAGGCCGGCAGGCCAACCCTCCTCCAATGGAAATTCCCG
TGTTGCTTCAAACTGAGACAGATGGGACTTAACAGGCAATG
GGGTCCACTTCCCCCTCTTCAGCATCCCCCGTACCCCACTT

TCTG
SEQ ID |LEUE rs773754 ATTCTTTGTACTTTTTTTTTTCCTTAGTCTTTCTTTGAAGC
NO:35 93 AGCAAGTATGATGAGCAAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT
situado [TAAATTATGGAGTATGTDTCTGTGGAGACGAGAGTAAGTAA
en el AACTACAGGCTTTCTAATGCCTTTCTCAGAGCATCTGTTTT
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gen JAK?2 [TGTTTATATAGAAAATTCAGTTTCAGGATCACAGCTAGGTG
TCAGTGTAAACTATAATTTAACAGGAGTTAAGTATTTTTGA

AACT
SEQ ID |LEUF rs180056 AACTTCTGTTGTTTATAGTACAACTGCATGGAATTGGTTGA
INO: 36 6 CTTACCTCTCTGTGCTTTCTGTATCCTCAGAGTGGCATTCT
situado GCATTTCTGTGGCTTCCAAGTCTTAGAAYCTCAACTGACAT
en el ATAGCATTGGGCACACTCCAGCAGACGCCCGAATTCAAATC
gen NQO1 |CTGGAAGGATGGAAGAAACGCCTGGAGAATATTTGGGATGA
GACACCACTGTATTTTGCTCCAAGCAGCCTCTTTGACCTAA

ACTT
SEQ ID MAMA rs180151 [TTTTTACTCAAACTATTGGGTGGATTTGTTTGTATATTCTA
NO: 37 6 GGTGAAAACTGACTTTTGTCAGACTGTACTTCCATACTTGA
situado [TTCATGATATTTTACTCCAARATACAAATGAATCATGGAGA
en el AATCTGCTTTCTACACATGTTCAGGGATTTTTCACCAGCTG
gen ATM [TCTTCGACACTTCTCGCAAACGAGCCGATCCACAACCCCTG
CAAACTTGGATTCAGGTATTCTATTAAATTTTTAACATTAA

TACT
SEQ ID MAMB rs803577 AAAGATATATATATATGTTTTTCTAATGTGTTAAAGTTCAT
NO: 38 13 TGGAACAGAAAGAAATGGATTTATCTGCTCTTCGCGTTGAA
situado |GAAGTACAAAATGTCATTAATGCTATGCAGAAAATCTTNAG
en el TGTCCCATCTGGTAAGTCAGCACAAGAGTGTATTAATTTGG
gen GATTCCTATGATTATCTCCTATGCAAATGAACAGAATTGAC
BRCAL CTTACATACTAGGGAAGAAAAGACATGTCTAGTAAGATTAG

GCTA
SEQ ID MAMC rs803593 ICTACTAGTTTAGCTTGTGTTGAAATTGTAAATACCTTGGCA
NO:39 80 TTAGATAATCAAAAGAAACTGAGCAAGCCTCAGTCAATTAA
situado [TACTGTATCTGCACATTTACAGAGTAGTGTAGTTGITTCTG
en el ATTGTAAAAATAGTCATATAACCCCTNCAGATGTTATTTTC
gen CAAGCAGGATTTTAATTCAAACCATAATTTAACACCTAGCC
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BRCA2 AAAAGGCAGAAATTACAGAACTTTCTACTATATTAGAAGAA

TCAG
SEQ ID MAMD rs144848 [CATCTGGGCTCCATTTAGACCTGAAAGGGTTAGTTGAGACC
INO: 40 situado RATTCACAGGCCAAAGACGGTACAACTTCCTTGGAGATTTTG
en el TCACTTCCACTCTCAAAGGGCTTCTGATKTGCTACATTTGA
gen ATCTAATGGATCAGTATCATTTGGTTCCACTTCAGATACAA
BRCAZ2 ATGAGTATTTTTCTTTCACTTGGTTTTTAGATTTTTCACAT
TCATCAGCGTTTGCTTCATGGAAAATTTTTTTCCTAGTCTT

GCTA
SEQ ID MAME rs298158 TGAAATCTGTCATCAGTAGGGAATATTGGTAGCTGAGTTAT
NO:41 2 TTTTCGAGTGGTAATCCGAGAATARAACGGCAGATCCCAGC
situado |ACTCATCGCCACTTAATGAACCTGTTTGYGGAGAGTCCACC
en el TGGTGCCTGCCTGGCTTTAGGAACCCGCAGCAGTCCGAGTG
gen GTGTCTGGGGTAAGCTGAGCTGCTCTGGGAACACATCTCGT
FGFR2 GCGTGGGGTGAATGAACAGCACACTTACCCAGTGGGGTAGG

CTGG
SEQ ID MAMF rs180047 [CCAAGCCTCCCCTCCACCACTGCGCCCTTCTCCCTGAGGAC
NO: 42 0 CTCAGCTTTCCCTCGAGGCCCTCCTACCTTTTGCCGGGAGA
situado [CCCCCAGCCCCTGCAGGGGCGGGGCCTCCCCACCACACCAG
en el CCCTGTTCGCGCTCTCGGCAGTGCCGGGEGGCGCCGCCTCC
gen CCCATGCCGCCCTCCGGGCTGCGGCTGCTGCBGCTGCTGCT
TGFB1 IACCGCTGCTGTGGCTACTGGTGCTGACGCCTGGCCGGCCGG

CCGC
SEQ ID MAMG rs578021 [TGCAGTGTGCCTACCTTGCCTCAGTCCTGGCCTGGGCAGGA
NO:43 8 GTCTGGCGGAGCCTCTGAGGTGACGAGACCACCTGGCTGGG
situado [TGAATGTCCAGAGGGTGGGCAGCTGGGCTCCCGGTCTCNAG
en el AGTTCTCCCCAGCTCCCTGATCACATCCCTTTTATAAAGCC
gen CGGGGTGACGTCTCCAAGCACAGGCCCACTCTGCCGCCCCT
KiSsl CCCTCCTCCTCAGACCCTCCTGAAGAGCATGGCACCTTGGG

AGGC
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SEQ ID |PROA rs5186 GCTCATCCACCAAGAAGCCTGCACCATGTTTTGAGGTTGAG
NO: 44 situade [TGACATGTTCGAAACCTGTCCATAAAGTAATTTTGTGAAAG
en el AAGGAGCAAGAGAACATTCCTCTGCAGCACTTCACTACCAA
gen ATGAGCMTTAGCTACTTTTCAGAATTGAAGGAGAAAATGCA
AGT1R TTATGTGGACTGAACCGACTTTTCTAAAGCTCTGAACAAAA
GCTTTTCTTTCCTTTTGCAACAAGACAAAGCAAAGCCACAT
TTTG
SEQ ID|PROB rs138213 |JAAACTCAGTGGGGCGGCTGGGGTACTCTTCCCCGGCCGTGG
NO:45 197 GAGTCTCCGCGGGGTACGCGGCCAGGGTGGCTGCCTGGGCA
situado [CAGGGTTTCAGCGAGCTCCGGGACACTCGGCAGGAGTAGTA
en el CCCGCCTYCAAAGTAACCATAAGGCACGGGAGCTGGGGACG
gen TCCCCTGGGGCACCCCAGGGCATGGGTGGCATTGCTTTGGC
HOXB13 GGCTCCGCCGAGCCTGGCAGATCCAAGGGGGCATAGTTGAC
AGCA
SEQ ID|PROC rs928285 |[CYAGCAGAGCCCAGTGCTGGCAGGCAGCGCCACTTTGGTCG
NO: 46 8 CCCTTGGGGCACTGGCCTTGTACGTCGCGAAGCC
situado [TCCGGCTACGGGAAGCACACGGAGAGCCTGAAGCCGGCGGC
en el TACCCGCCTGCCARCCCRCGCCGCCTGGTTCCTGCAGGAGC
gen TGCCTTCCTTCGCGGTGCCCGCGGGGATCCTCGCCCGGCAG
SRDLA2 CCCCTCTCCCTCTTCGGGCCACCTGGGACGGTACTTCTGGG
CCTCTTCTGCS
SEQ ID|[PROD rs523349 [TTGGCGTTCCTCGGTGCGCGCTCTACGCTGCGCTCCTGGAC
NO:47 situado |GCCGGGAGCAGGGCAGTGCGCTGCACTGGGCGCCCGCAAGG
en el GAAAAACGCTACCTGTGGAAGTAATGTASGCAGAAGAGGCC
gen CAGAAGTACCGTCCCAGGTGGCCCGAAGAGGGAGAGGGGCT
SRD5A2 GCCGGGCGAGGATCCCCGCGGGCACCGCGAAGGAAGGCAGC
TCCTGCAGGRACCAGGCGGCGCGGGCTGGCAGGCGGGTAGC
CGCC
SEQ ID |PROE rs443079 CTTTTGAGRAGTTTCCAGTCTGCCTTTCCTGCCTCCTTCIC
NO:48 6 CTTTCTGAAGAAATTCTCATTGAATACAGAGAGGCAGCACA
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situado [GACTGGARATGCTGCATAAAGCTTAAATTGGGCAGGGCCCA
en el AGCGTTGTTGGGTCTTTGGAGACAATGGCTCCTGAGAATTT
gen TCF2 TTTTAGGCTTTCCAGGAACTACAGAGAGTTGCTTCATGTCA
GGAACACAAATTCTTAAAGAGCTAGTCACCAAGTATGGGGG

GCCA
SEQ ID |PROF rs127579 [TCTTTGCTTCCACTTTAATCTCTTGTCTTTTTATTTTTTGT
INO:49 98 CACACTTCTCCATCCCCTTTTTCCTCCCTCCTCTACGCCTC
situado |CCTRAAACTTTTTTCTCCTCTTTCTATCCTACTTCACCTCTT
en el CTCTTTTCCTCATATACTCATACTCCTCTGCATTCCYGCCT
gen TCATATTTCCCCCCTCCCTCCTTTCCCTCAACTTTCTCTCC
RNASEL CCAGTCCCATCTTCTTGTTCTTCCTATTGTTGTCACTTTTT

TCTC
SEQ ID |PANA rs505922 ICTGACATGAGACCAACTAAGACAGCATAACCCGTGGGGCAG
NO:50 situado |GACAGACTCCTGGGGTGGCAGCTGTGTTCATCATCTTGACT
en el GGGTCAAGATGTATCCAGCTGTACCTTTYATGTGCGGTTTA
gen ABO [TTGTATACATCCGTTGAAACATATTAAGACAAAAAAGGGAA
AACAAAGACCACAAAGGAGGGACAGGGAAGAACCCGGAAGG
CGCTGGCAGCACAGGGAGGAGGCAGGTGTTTGCAGTCAGAC

CTGA
SEQ ID |PANB rs115494 [TTAGGGCTTCGCTTTGACGGCGACAGTGACAGCGACAGCCA
NO:51 65 AAGCAGGGTCCGAAACCAAGGCGGGCTGCCAGGTGGGGCTG
situado |GACCACGTGAGCAARAATCTGGGVGAGGCGGAGCTTTGGAGG
en el GCGACGGGGCCTGCTGGAGTGGGTGGGACTGAAATGAAGGT
gen GAGGGTGAGAAGGAAGCTGGAAATGGAGTTGAGCTGGGAGC
CCKBR GGAGGTCAGGTGGGGACTGGGCTGGAGACTGGGGGGACTCG

CCTT
SEQ ID |PANC rs954332 (CATTCAAAGGAACTCTTTGTGGGCTCAAGGTTGGAGTTGAT
NO:52 5 IAGATTCAGCAAGAATTTTTCCCTCTTCAACTTCGTCAGCCC
situado PRATCCTCAGTAGGTAAAGTTGTCTTCTTGTCTGATGCACGT
en el GCTGCCCTTGCTGCACYTCTATCACACCTGTGCCTTCTCTA
cromosom [TCATGACACTTAATCTACCGTCCTGTAGATGGGAGTCCTGG
a 13 CAGGACACAGATAACCTCTTGGAGCAGTACTCTCCATTCCT
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CTAT
SEQ ID |PAND rs719045 [GCAGGAGGTCGCACAGCAGGTTGCTGTAGTGGGTCACCTGG
NO:53 8 CTGCGCACGTCAGCAGCCTTGGCCTGCCGTGACAGTGTGTC
situado [CCCGATGAACACCAGCTTGTGGGCGCTRAGGATGACGAACT
en el TGCTGTGCGCCACAAAGAT CTTGGGCGGCTGGTTGGTGGCC
gen ACGGCGGTAAAGAAGGCGTCCACGGCGTTGGTCAGTGTGGT
BCAR1 CAGGTTGGCCTCACACTGCTCCAGGTAGAAGAGCAGCAGCT

GCCG
SEQ ID|PULA rs464690 [TGGGTTTTACTGTAGGGAGGAAGAAGAGGAGGTAGCAGTGA
INO: 54 3 AGAGGTGTAGCCGCTGCACTTAAGCAGTCTGTTTGAGGGAC
situado BAAGACTCTATTTTTTGAGACAGGGTCCCCAGGTCATCCAGG
en el CTGGAGTGCACTGGTACCATTTTGTTTCACTGTAACCTCCA
CYP1Al CCTCCYGGGCTCACACGATTCTCCCACCTCAGCCTCTGAGT
IAGTTGGGGCCGCAGGCACACGCCACCACAGCTTTTTTTTTT

TTTT
SEQ ID |PULB rs121434 GTGTGCCGCCTGCTGGGCATCTGCCTCACCTCCACCGTGCA
NO:55 569 RCTCATCAYGCAGCTCATGCCCTTCGGCTGCCTCCTGGACT
situado RATGTCCGGGAACACAAAGACAATATTGGCTCCCAGTACCTG
en el CTCAACTGGTGTGTGCAGATCGCAAAGGTAATCAGGGAAGG
EGER GAGATACGGGGAGGGGAGATAAGGAGCCAGGATCCTCACAT
GCGGTCTGCGCTCCTGGGATAGCAAGAGTTTGCCATGGGGA

TATG
SEQ ID |PULC rs223492 AGCCTGACCGTGCAGGGTCTTCTCTCTCCCTCCACCCTGAC
NO:56 2 TGTGCTCTGTCCCCCCAGGGCTGGACATCCACTTCATCCAC
situado [GTGAAGCCCCCCCAGCTGCCCGCAGGCCRTACCCCGAAGCC
en el CTTGCTGATGGTGCACGGCTGGCCCGGCTCTTTCTACGAGT
EPHX1 TTTATAAGATCATCCCACTCCTGACTGACCCCAAGAACCAT
GGCCTGAGCGATGAGCACGTTTTTGAAGTCATCTGCCCTTC

CATC
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SEQ ID|PULD |rs105173 [GTCCTACGATAAGGCGAARATCGATCTGGTCCTGATCGGCT
NO: 57 0 CTTCCATGAACCTCAAGGACTATTGGGAGAGCGGCGAGTGG
situado |GCCATCATCAAAGCCCCAGGCTAYAAACACGACATCAAGTA
en el  |[CAACTGCTGCGAGGAGATCTACCCCGACATCACATACTCGC
CHRNA3  [TGTACATCCGGCGCCTGCCCTTGTTCTACACCATCAACCTC
ATCATCCCCTGCCTGCTCATC
TCCTTCCTCACTGTGCTCGTCTTC
SEQ ID|PULE  [rs104886 [TATATAAGATATTATTTTATTTTACAGAGTAACAGACTACT
NO: 58 003 AGAGACAATGAATTAAGGGAAAATGACAAAGAACAGCTCAA
situado |AGCAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTRAGC
en el  |AGGAGAAAGATTTTCTATGGAGTCACAGGTAAGTGCTAAAA
PTK3CA  [TGGAGATTCTCTGTTTCTTTTTCTTTATTACAGAAAAAATA
ACTGAATTTGGCTGATCTCAGCATGTTTTTACCATACCTAT
TGG
SEQ ID|PULF  |rs121913 |GAAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTTG
NO: 59 279 GAGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGCACDTCATGGTGG
situado |CTGGACAACAAAAATGGATTGGATCTTCCACACAATTAAAC
en el  |AGCATGCATTGAACTGAAAAGATAACTGAGAAAATGAAAGC
PTK3CA  ITCACTCTGGATTCCACACTGCACTGTTAATAACTCTCAGCA
GGCAAAGACCGATTGCATAGGAATTGCACAATCCATGAACA
GCAT
SEQ ID|PULG  [rs104894 |CCACTTCAGCTGTCTCCCTCTGGTTACAGGAAGCTATGGGT
NO: 60 3 CAACCCATCTGAGTTCCTACCTGAACGGTTTCTCACCCCTG
situado [ATGGTGCTATCGACAAGGTGTTAAGTGAGAAGGTGATTATC
en el  [TTTGGCATGGGCAAGCGGAAGTGTATCGGTGAGACCNTTGC
CYPIAl |[CCGCTGGGAGGTCTTTCTCTTCCTGGCTATCCTGCTGCAAC
GGGTGGAATTCAGCGTGCCACTGGGCGTGAAGGTGGACATG
Acce
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SEQ ID[GENA  [rs227974 [GGAGGGCGGGATTTCGGACGGCTCTCGCGGCGGTGGGGGTG
NO: 61 4 GGGGTGGTTCGGAGGTCTCCGCGGGAGTTCAGGGTARAGGT
situado |CACGGGGGCCGGGGGCTGCGGGGCCGCTKCGGCGCGGGAGG
en el  ITCCGGATGATCGCAGGTGCCTGTCGGGTCACTAGTGTGAAC
MDM2 GCTGCGCGTAGTCTGGGCGGGATTGGGCCGGTTCAGTGGGC
AGGTTGACTCAGCTTTTCCTCTTGAGCTGGTCAAGTTCAGA

CACG
SEQ ID|GENB  |rs113488 ATTACAGAATTATAGAAATTAGATCTCTTACCTAAACTCTT
NO: 62 022 CATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTT
situado [CCTTTACTTACTACACCTCAGATATATTTCTTCATGAAGAC
en el  |[CTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGWGAA
BRAF ATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTG
GATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTATTTTTCCA

CTGA
SEQ ID|GEND [rs121912 |GCAGTTTCTACTAAATGCATGTTGCTTTTGTACCGTCATAA
NO: 63 664 AGTCAAACAATTGTAACTTGAACCATCTTTTAACTCAGGTA
situado |CTGTGTATATACTTACTTCTCCCCCTCCTCTGTTGCTGCAG
en el  ATCCGTGGGCGTGAGCNCTTCGAGATGTTCCGAGAGCTGAA
TP53 TGAGGCCTTGGAACTCAAGGATGCCCAGGCTGGGAAGGAGC
CAGGGGGGAGCAGGGCTCACTCCAGGTGAGTGACCTCAGCC

CCTT
SEQ ID|GENE |rs113620 [GAATGCCAAACACCTTCATGTCCCCCGTGGGCCCCCTTTGT
NO: 64 1 CCCTCCCACCCCAAACTAGCCCTCAATCCCTGACCCTGGCT
situado [TCCGCCCCCAGCCCTCTGACGTCCATCRTCTCTGCGGTGGT
en el  [TGGCATTCTGCTGGTCGTGGTCTTGGGGGTGGTCTTTGGGA
ERBB2 TCCTCATCAAGCGACGGCAGCAGAAGATCCGGAAGTACACG
ATGCGGAGACTGCTGCAGGAAACGGAGGTGAGGCGGGGTGA

AGTC
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SEQ ID|GENG  |rs741765 [TGCGTAGGAAGTGCAGCAGGACAACCCTGACAGACCCTGCA
NO: 65 situado |AGCCAGGGAGCCCCCGAGGGTGGGGCTGGGGGAGGCGCAGG
en el GCAGCACTGCCCTCTGGGGTGGGAGT TCRGAGGGTGAACAG
STK11 GGCCCAGAAGCAGGGTGGAGCTGAGGGACCTGGCAAACCAG
GCCCTGCGGGGAGGTCGGCCTCTCCACTCAGTCCTCTCAAT
GCCTGCTGGGGTCTCGGGGCCAATAGCCCCCCACCTGACAC

cccc
SEQ ID|GENH |rs121913 [TTGAAATAATTTTTCATATAAAGGTGACAGTATTTGATAGT
NO: 66 529 GTATTAACCTTATGTGTGACATGTTCTAATATAGTCACATT
situado [TTCATTATTTTTATTATAAGGCCTGCTGAAAATGACTGAAT
en el  ATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGNTGNCGTAGGCAAGAGT
KRAS GCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGA
ATATGATCCAACAATAGAGGTAAATCTTGTTTTAATATGCA

TATT
SEQ ID|GENI  |rs112445 [TAATATGCATATTAAAACAAGATTTACCTCTATTGTTGGAT
NO: 67 441 CATATTCGTCCACAAAATGATTCTGAATTAGCTGTATCGTC
situado [AAGGCACTCTTGCCTACGNCACCAGCTCCAACTACCACAAG
en el  [TTTATATTCAGTCATTTTCAGCAGGCCTTATAATAAAAATA
KRAS ATGAAAATGTGACTATATTAGAACATGTCACACATAAGGTT
AATACACTATCAAATACTCCACCAGTACCTTTTAATACAAA

CTCA

Tabla 22: Secuencias SNP de susceptibilidad al céancer

Como se utiliza en la presente,

virus de papiloma humano,

“WPH” se refiere a

virus de ADN de la familia de

virus de papiloma humano que incluyen més de 170 tipos o

cepas. La infeccién por VPH se propaga por contacto directo

5 sostenido tal como contacto de piel a piel.

La mayoria de

infecciones por VPH no provocan sintomas y se resuelven
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espontaneamente. Sin embargo, en algunas personas la
infeccidén por VPH persiste y puede dar por resultado
verrugas o lesiones pre-cancerosas dque incrementan el
riesgo de varios canceres incluyendo cénceres cervicales,
de vulva, de vagina, de pene, de ano, de boca y garganta.
Las cepas de VPH se clasifican dependiendo del riesgo de
cédncer genital asociado con la infeccidén por VPH. Como tal,
VPH-16, VPH-18, VPH-31 y VPH-45 son los tipos de VPH de
riesgo mas alto para canceres genitales, mientras que VPH-
33, VPH-35, VPH-39, VPH-51, VPH-52, VPH-56, VPH-58 y VPH-59
se clasifican como tipos de VPH de riesgo alto, y VPH-66,
VPH-68 y VPH-73 se <clasifican <como tipos de VPH
probablemente de riesgo alto. Como se wutiliza en la
presente, “cepas de VPH de riesgo alto” se refiere tanto a
tipos de VPH de riesgo mas alto como de riesgo alto sin
distincién adicional. E1 VPH-16 también se asocia con el
desarrollo de cénceres oro-laringo-faringeos. Casi todos

los casos de céncer cervical se asoclan con una infeccién

por VPH.

La Tabla 23 1lista el fragmento de L1 de VPH

utilizado para identificar los genotipos de cepa.

SEQ IDNombre {Cepa VPH|Fragmento de la secuencia de gen LI
NO de VPH
SEQ ID|VPHA Fragment GCTGGTRCTGTTGGTGAAAATGTACCAGACGATTTATAC
NO: 68 o de genATTAAAGGCTCTGGGTCTACTGCAAATTTAGCCAGTTCA
L1 de AATTATTTTCCTACACCTAGTGGTTCTATGGTTACCTCT
VPH-16 [GATGCCCAAATATTYAATAAACCTTATTGGTTACAACGA
GCACAGGGCCACAATAATGGCATTTGTTGGGGTAACCAA
CTATTTGTTACTGTTGTTGATACTACACGCAGTACAAAT
ATGTCATTATGTGCTG
SEQ ID|VPHB Fragment [GTGGGCATCCATTTTATAATAAATTAGATGACACTGAAA
NO:69 o de gen|GTTCCCATGCCGCYACGTCTAATGTTTCTGAGGACGTTA
L1 de GGGACAATGTGTCTGTAGATTATAAGCAGACACAGTTAT
VPH-18 |GTATTTTGGGCTGTGCCCCTGCTATTGGGGAACACTGGG
CTAAAGGCACTGCTTGTAAATCGCGTCCTTTATCACAGG
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GCGATTGCCCCCCTTTAGAACTTAAAAACACAGTTTTGG

AAGATGGTGATATGGT
SEQ ID|VPHC Fragment ACACTGAAAACTCTAATAGATATGCCGGTGGTCCTGGCA
NO:70 o de gen{CTGATAATAGGGAATGTATATCRATGGATTATAAACAAA
L1 de CACARCTGTGTTTACTTGGTTGCAAACCACCTATTGGAG
VPH-31 |AGCATTGGGGTAARGGTAGTCCTTGTAGTAAYAATGCTA
TTACCCCTGGTGATTGTCCTCCATTAGAATTAAARAATW
CAGTTATACAAGATGGGGATATGGTTGATACAGGCTTTG

GAGCTATGGATTTTAC
SEQ IDVPHD Fragment ATGGGCATGTGTAGGCCTTGAAATAGGTAGAGGGCAGCC
NO:71 o de genATTAGGCGTTGGCATAAGTGGTCATCCTYTATTAAACAA
L1 de ATTTGATGACACTGAAACCRGTAACARGTATCCTGGACA
VPH-33 [ACCGGGTGCTGATAATAGGGAATGTTTATCCATGGATTA
TAAACAAACACAGTTATGTTTACTTGGATGTAAGCCTCC
AACAGGGGAACATTGGGGTAAAGGTGTTGCTTGTACTAA

TGCAGCACCTGCCAAT
SEQ ID|VPHE Fragment TAAGGCATGGTGAAGAATATGATTTACAGTTTATTTTTC
NO:72 o de genAGTTATGTAAAATAACACTAACAGCAGATGTTATGACAT
L1 de ATATTCATAGTATGAACCCGTCCATTTTAGAGGATTGGA
VPH-35 |ATTTTGGCCTTACACCACCGCCTTCTGGTACCTTAGAGG
ACACATATCGCTATGTAACATCACAGGCTGTAACTTGTC
AAAAACCCAGTGCACCAAAACCTARAAGATGATCCATTAA

AAAATTATACTTTTTG
SEQ ID|VPHF Fragment GTGTATTTGCCTCCACCTTCTGTGGCGAAGGTTGTCAAT
NO:73 o de genACTGATGATTATGTTACACGCACAGGCATATATTATTAT
L1 de GCTGGCAGCTCTAGATTATTAACAGTAGGACATCCATAT
VPH-39 [TTTAAAGTGGGTATGAATGGTGGTCGCAAGCAGGACATT
CCAAAGGTGTCTGCATATCAATATAGGGTATTTCGCGTG
ACATTGCCCGATCCTAATAAATTCAGTATTCCAGATGCA

TCCTTATATAATCCAG
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SEQ IDVPHG Fragment |CGTGGCACTGTTAGRTTTAGTAGATTGGGTCAAAGGGCA
NO: 74 o de genACCATGTTTACACGTAGTGGTAAACAAATAGGGGGTAGG
L1 de GTACATTTTTACCATGATATAAGCCCCATTGCTGCTACA
VPH-45 |GAGGAAATTGAATTGCAGCCTTTAMTTAGTGCTACAGAT
GATAGTGACCTGTTTGATGTATATGCAGACTTYCCACCT
CCTGCGTCCACTACACCTAGCACTATAAACAAATCATTT

ACATATCCAAAGTATT
SEQ IDVPHH Fragment|GAGTGGGTTRGGTATATTTTTGGGTGGCCTAGGTATTGG
NO:75 o de gen[TACKGGGTCTGGATCTGGGGGGCGTACTGGATATATCCC
L1 de TTTAGGTGGTGGGGGTCGCCCAGGCGTGGTGGATATTGC
VPH-51 |TCCTGCAAGGCCACCTATTATAATTGAACCTATAGCACC
TACTGAACCTTCTATAGTAAATTTGGTTGAVGACTCTAG
TATTATTCAGTCTGGGTCTCCTATACCTACCTTTACTGG

TACCGATGGCTTTGAA
SEQ ID|VPHI Fragment |GTACAAAGCAGTGCTTTTTTTCCTACTCCTAGTGGTTCT
NO:76 o de genATGGTAACCTCAGAATCCCAATTATTTAATAAACCGTAC
L1 de TGGTTACAACGTGCGCAGGGCCACAATAATGGCATATGT
VPH-52 |[TGGGGCAATCAGTTGTTTGTCACAGTTGTGGATACCACT
CGTAGCACTAACATGACTTTATGTGCTGAGGTTAAAAAG
GAAAGCACATATAAAAATGAAAATTTTAAGGAATACCTT

CGTCATGGCGAGGAAT
SEQ IDVPHJ Fragment AAATAATAATGTTATAGAAGATAGTAGGGACAATATATC
NO: 77 o de genAGTTGATGGCAAGCAAACACAGTTGTGTATTGTTGGATG
L1 de TACTCCCGCTATGGGTGAACATTGGACTAAAGGTGCTGT
VPH-56 [GTGTAAGTCCACACAAGTTACCACAGGGGACTGCCCGCC
TCTTGCATTAGTTAATACACCTATAGAGGATGGGGACAT
GATAGACACAGGATTTGGCGCTATGGACTTTAAGGTGTT

GCAGGAATCTAAGGCT
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SEQ IDVPHK Fragment|TGCGTCGCAGACGTAAACGTTTTCCATATTTTTTTGCAG
NO:78 o de genATGTCCGTGTGGCGGCCTAGTGAGGCCACTGTGTACCTG
L1 de CCTCCTGTGCCTGTGTCTAAGGTTGTAAGCACTGATGAA
VPH-58 [TATGTGTCACGCACAAGCATTTATTATTATGCTGGCAGT
TCCAGACTTTTGGCTGTTGGCAATCCATATTTTTCCATC
AAAAGTCCCAATAACAATAAAAAAGTATTAGTTCCCAAG

GTATCAGGCTTACAGT
SEQ IDVPHL Fragment [TTCCTAAGGTGTCTGCATATCAATACAGAGTATTTAGGG
NO:79 o de gen[TTAAKTTACCTGATCCYAATAAATTYGGCCTTCCAGATA
L1 de IACACAGTATATGATCCTAACTCTCAACGCYTGGTCWGGG
VPH-59 |CCTGTGTAGGTGTTGAAATCGGTCGGGGCCAACCTTTAG
GGGTAGGACTYAGTGGTCATCCATTMTATAATAAATTRG
ATGACACTGAAAACTCTCATGTAGCATCTGCTGTTGATA

MCAAAGATACACGTGA
SEQ ID|VPHM Fragment |ATATATACAGGGAGCYACATTTGCACTATGGCCTGTATA
NC:80 o de gen[TTTTTTTAAACGTAGGCGCCGTAAACGTATTCCCTATTK
L1 de TTTTGCAGATGGCGATGTGGCGGCCTAGTGACAATAAGG
VPH-66 |[TGTACCTACCTCCAACACCTGTTTCAAAGGTTGTGGCAA
CGGATACATATGTAAAACGTACCAGTATATTTTATCATG
CAGGTAGCTCTAGGTTGCTTGCTGTTGGCCATCCTTATT

ACTCTGTTTCYAAATC
SEQ IDVPHN Fragment ATGGCATTGTGGCGMKCTAGCGACAACATGGTGTATTTG
NO:81 o de gen|CCTCCCCCCTCAGTGGCGAAGGTTGTCAATACAGATGAT
L1 de TAYGTRACACGCACTGGCATKTATTAYTATGCTGGTACA
VPH-68 [TCTAGGTTATTAACTGTAGGCCATCCATATTTTAARGTY
CCTATGTCTGGGRGCCGYAAGCAGGRCATTCCTAAGGTG
TCTGCATATCAATAYAGRGTGTTTMGRRTTWCCYTRCCY

GATCCTAATAAATTTA
SEQ IDWVPHO Fragment|CCTTTTATAATCCTGATAAGGAGCGCCTAGTATGGGCCT
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NO:82 o de genGTTCTGGTGTGGAGGTTGGACGTGGACAACCCTTAGGTA
L1 de TAGGTACTAGTGGCAATCCATTTATGAATAAATTRGATG
VPH-16 ATACTGAAAATGCTCCTAAATACATTGCTGGACAAAATA
CAGATGGTAGAGAATGTATGTCAGTGGATTATAAACAAA
CACAGTTGTGTATTTTAGGTTGTAGGCCTCCCTTAGGGG
AACATTGGGGTCCAGG

Tabla 23: Secuencias de la cepa de VPH

Las infecciones con las cepas de VPH de alto riesgo se
han asociado con cénceres. Se ha reportado que VPH-16 y
VPH-18 provocan aproximadamente 80% de canceres cervicales
en el mundo, mientras que el 20% restante de canceres

5 cervicales se asocian predominantemente con otro VPH-31,
VPH-33, VPH-45 y VPH-58. Las cepas de VPH de alto riesgo
también se han reportado que es asocian con cancer de
prbéstata. La mas comin de estas cepas de VPH son VPH-16,
VPH-31, VPH-33 y VPH-18 junto con VPH-58. VPH-11 y VPH-6 a

10 un menor grado. La prueba de ADN se h utilizado para la
identificacidén de cepas de VPH. De esta manera, el ADN
viral se puede fijar como objetivo en los métodos y kits en
la presente para detectar la presencia de serotipos de VPH
de alto riesgo.

15 La infeccidén por VPH también se ha reportado que se
asocia con riesgos més altos de desarrollar canceres no
genitales u oro-laringo-faringeos.

En un aspecto, la identificacién del uno o mas genes
marcadores de susceptibilidad al cancer es al amplificar

20 una muestra de ADN sin células del sujeto wutilizando
cebadores para el uno o mds genes marcadores de
susceptibilidad al céancer; y detectar el ADN amplificado.
En otro aspecto, la amplificacién de la muestra de ADN sin
células también usa cebadores para el uno o mads genotipos

25 de la cepa VPH.
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El término “muestra”, puede incluir sangre entera,
plasma, suero, capa leucocitaria, un fluido corporal,
linfocitos, tejido, células cultivadas y similar y, en
particular, el término “muestra” puede referirse a muestras
de orina, muestra de saliva, muestra de sangre, ADN sin
células de sangre y espécimen de o de la piel, membrana
mucosa u otra Area corporal o superficie que se examina por
medio de un hisopo.

Una muestra de orina del paciente se puede recolectar
en una tasa de muestra de recoleccidén de orina. La tasa se
puede pre-llenar con un ligquido adecuado para conservar la
muestra de orina. En varias modalidades, el kit puede
contener una tasa de muestra de recoleccidén de orina,
rellenada con un liquido conservador. El liquido
conservador puede incluir tales conservadores como acido
clorhidrico, &cido bdérico, acido acético, tolueno o timol.

La muestra de orina, sangre o saliva puede ser una
muestra aleatoria recolectada en cualquier momento
siguiendo los métodos estandares de recoleccidn.

El ADN sin células se puede extraer de la muestra,
incluyendo una muestra de orina, o cualquier método
conocido en la técnica incluyendo al utilizar solventes
organicos tal como una mezcla de fenol y cloroformo, o
seguido por precipitacidén con etanol. Entre otros métodos
para extraer el ADN sin células, un tal método incluye, por
ejemplo, utilizar particulas de silice recubiertas con
polilisina. Alternativamente, el ADN sin células se puede
extraer de la orina wutilizando wun kit comercialmente
disponible tal como, por ejemplo, mini-kit de ADN QlAamp®
(Qiagen, Germantown, MD).

El ADN extraido se amplifica por uno de los métodos
alternativos para amplificacidén de ADN bien conocido en la
técnica, que incluye por ejemplo: la tecnologia Xmap"® de

Luminex que permite el andlisis simultdneo de hasta 500
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bioensayos a través de la lectura de la prueba bioldgica
sobre la superficie de la cuenta de poliestireno
microscépica; la PCR multiplex que permite la amplificacidn
simultédnea de varias secuencias de ADN; la amplificacién de
sonda dependiente de ligacidén multiplex (MLPA) para la
amplificacién de mualtiples objetivos utilizando un par
individual de cebadores; la PCR cuantitativa (gPCR), que
mide y cuantifica la amplificacién en tiempo real; la
reaccidén en cadena de ligacidén (LCR) que utiliza cebadores
que cubren la secuencia completa para amplificar,
previniendoc de esta manera la amplificacién de las
secuencias con una mutacién; la amplificacidén de circulo
rodante (RCA), en donde los dos extremos de las secuencia
se unen por una ligasa antes de la amplificacidén del ADN
circular; la amplificacidén dependiente de helicasa (HDA)
que depende de una helicasa para la separacidén del ADN de
doble hebra; la amplificacidén isotérmica mediada por bucle
(LAMP) que emplea un ADN polimerasa con actividad de
desplazamiento de hebra alta; la amplificacidn basada en
secuencia de &cido nucleico, especificamente diseflada para
objetivos de ARN; la amplificacién de desplazamiento de
hebra (SDA) que depende de un ADN polimerasa de
desplazamiento de hebra, para iniciar la replicacidén en
hendiduras creada por una endonucleasa de restriccidn
limitada a hebra, o enzima formadora de hendiduras en un
sitio contenido en un <cebador; y la amplificacién de
desplazamiento multiple {(MDA), basada en el uso de la ADN
polimerasa de desplazamiento sumamente procesiva y de hebra
del bacteriéfago ©29. Los métodos de PCR como se utilizan
en la presente se han wutilizado en 1las pruebas de
diagnéstico y son bien conocidos en la técnica.

El ADN gendmico extraido es por ejemplo amplificar
utilizando la reaccién de PCR multiplex llevada siguiendo

las condiciones detalladas en la Tabla 1.
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Desnaturaliza|Desnaturali|plineaciénExtensidn| Extensién

cién inicial zacidén Final

1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo

°c min. °C |Seg.| °C |Seg.| °C |Seg.| °C |min.
Mama, 95 5 95 30 61-| 60 | 72 | 20 72 5

prostata, 65
pulmén,
colon,

gastrico,

leucemia,
pancreas,
prostata,

cervical

Tabla 1: Condiciones para la amplificacién del ADN genémico por PCR
multiplex

Un cebador es una hebra corta de ARN o ADN (en general

de aproximadamente 18-22 bases) que sirve como un punto de

partida para la sintesis de ADN. Los cebadores se utilizan

en los métodos para amplificar ADN. En un aspecto, 1los

5 cebadores para el uno o mAs genes marcadores de

susceptibilidad al céncer se diseflan para amplificar genes

marcadores de susceptibilidad al cancer CaCulA, CaCuB,

CaCuC, CaCuD, CaCuEk, CaCuF, CaCuG, CaCuH, CaCuIl, CaCudJd,

CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE, CaPF, CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ,

10 coLa, COLB, COLC, COLD, COLE, COLF, COLG, GASA, GASB, GASC,

GASD, GASE, GASG, LEUA, LEUB, LEUC, LEUD, LEUE, LEUF, MAMA,

MAMB, MAMC, MAMD, MAME, MAMF, MAMG, PROA, PROB, PROC, PROD,

PROE, PROF, PANA, PANB, PANC, PAND, PULA, PULB, PULC, PULD,

PULE, PULF, PULG, GENA, GENB, GEND, GENE, GENG, GENH y/o

15 GENI y/o SEQ ID NOs: 1-67 y los cebadores para el uno o mas

genotipos de la cepa VPH se disefian para amplificar VPH-16,

VPH-18, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51,

VPH-52, VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-68, VPH-73 y/o
SEQ ID NOs:68-82.
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Como se utiliza en la presente “ADN amplificado” o
“producto de PCR” se refiere a un fragmento amplificado de
ADN de tamano definido. Varias técnica con disponibles vy
bien conocidas en el campo para detectar productos de PCR.
Los métodos de deteccidn de producto de PCR incluyen, pero
no se restringen a, electroforesis en gel utilizando gel de
agarosa o poliacrilamida y agregando tincién de bromuro de
etidio (un intercalante de ADN), sondas etiquetadas
(etiquetas radioactivas o no radioactivas, analisis de
southern blotting), desoxiribonucledtidos etiquetados (para
la incorporacién directa de etiqueta radioactivas o no
radiocactivas) o tincién de plata para la visualizacidn
directa de los productos de PCR amplificados; digestidn de
endonucleasa de restriccidén, que depende de gel de agarosa
o poliacrilamida o cromatografia liquida de alto desempefio
(HPLC); tinciones de puntos, que utiliza la hibridacién del
ADN amplificado en las sondas etiquetadas especificas
(etiquetas radioactivas o no radiocactivas); cromatografia
ligquida de alta presién utilizando deteccidn ultravioleta;
electroquimioluminiscencia acoplada con reaccidén gquimica
iniciada por voltaje/deteccién de fotones; y secuenciacidn
directa wutilizando desoxiribonucledtidos radicactivos o
fluorescentemente etiquetados para la determinacidén del
orden preciso de nucledtidos con un fragmento de ADN de
interés, ensayo de oligo-ligacién (OLn), PCR, gPCR,
secuenciacién de ADN, fluorescencia, electroforesis de gel,
cuentas magnéticas, extensidédn de cebador especifico de
alelo (ASPE) e/o hibridacién directa.

Los métodos de ensayo de ligacidédn de oligonucledtidos
(OLA) también son bien conocidos en la técnica. Brevemente,
este método permite la deteccidén de secuencias objetivo
previamente amplificadas por PCR. El método OLA requiere
sondas especificas que 1incluyen una secuencia TAG. La

secuencia anti-TAG se acopla a la superficie de una
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microesfera magnética para la deteccidn.

Como se utiliza en la presente, una “sonda” o “sonda
OLA” se refiere al polinucledtido capaz de hibridarse
selectivamente a una secuencia objetivo de ADN amplificado
durante el ensayo de ligacidén de oligonucledbdbtides. La sonda
OLA de la invencidén incluye una regidn comin, en el extremo
de cebador 3, que puede incluir una etiqueta de tinte; una
regidén especifica de secuencia que reconoce selectivamente
la secuencia objetivo y una etiqueta, en el extremoc de
cebador 5, para el reconocimiento por las secuencias anti-
etiqueta enlazada a las microesferas magnéticas. En ciertos
aspectos, las sondas se disefian para detectar CaCuA, CaCuB,
CaCuC, CaCuD, CaCuk, CaCuF, CaCuG, CaCuH, CaCul, CaCud,
CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE, CaPF, CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ,
COLA, COLB, COLC, COLD, COLE, COLF, COLG, GASA, GASB, GASC,
GASD, GASE, GASG, LEUA, LEUB, LEUC, LEUD, LEUE, LEUF, MAMA,
MAMB, MAMC, MAMD, MAME, MAMF, MAMG, PROA, PROB, PROC, PROD,
PROE, PROF, PANA, PANB, PANC, PAND, PULA, PULB, PULC, PULD,
PULE, PULF, PULG, GENA, GENB, GEND, GENE, GENG, GENH, GENI,
VPH-16, VPH-18, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45,
VPH-51, VPH-52, VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-68 VPH-
73 y/o SEQ ID NOs: 1-82.

Los métodos de ensayo y kits en la presente se pueden
llevar a cabo en un sistema de multiplexacidén para lectura
de cuentas magnéticas tal como, por ejemplo, MAGPIXYR
(Luminex Corp. Madison, WI) o BioCode 2500 Analizer®
(Applied BioCode, Inc).

En un aspecto adicional, la presente invencién
proporciona un kit que contiene al menos cebadores para uno
o mas genes marcadores de susceptibilidad al cancer;
cebadores para uno o mas genotipos de cepa del virus de
papiloma humano (VPH); e instrucciones para el uso. En un
aspecto, el uno o més genes marcadores de susceptibilidad

al cancer son CaCulX, CaCuB, CaCuC, CaCuD, CaCuE, CaCuPF,
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CaCuG, CaCuH, CaCuI, CaCud, CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE,
CaPF, CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ, COLA, COLB, COLC, COLD, COLE,
COLF, COLG, GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, GASG, LEUA, LEUB,
LEUC, LEUD, LEUE, LEUF, MAMA, MAMB, MAMC, MAMD, MAME, MAMF,
MAMG, PROA, PRORB, PROC, PROD, PROE, PROF, PANA, PANB, PANC,
PAND, PULA, PULB, PULC, PULD, PULE, PULF, PULG, GENA, GENB,
GEND, GENE, GENG, GENH vy/o GENI; un polimorfismo de
nucledétido individual (SNP) situado dentro del gen para
IL10, TGF-B1, CYP1Al, ST3GAL4, IL4, AGTR1l, ERBB2, HOXB13,
Chr8, MSMB, RNASEL, CYP19, ABO, ABL1, ARID5B, Chrl3, CCKBR,
JAK2, NQO1l, EGFR, EPHX1, CHRNA3, 1IRF4, PIK3CA, CXCLS§,
BRCA2, BRCAl, ATM, TCF2, TGFB1l, KiSssl, APC, PGR, MTHFR,
MUTYH, CDH1, IL1B, IL6, TLR4, TNF-&«, MDM2, MLH1, BRAF,
TP53, BCAR1l, STK1l1l, KRAS, FGFR2, SRD5AZ, EIF3H y/o MSH6;
y/o SEQ ID NOs: 1-67. En otro aspecto, el uno o mas
genotipos de la cepa VPH VPH-16, VPH-18, VPH-31, VPH-33,
VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52, VPH-56, VPH-58,
VPH-59, VPH-66, VPH-68 y/o VPH-73. En un aspecto adicional,
el kit también contiene sonda para una © mAs genes
marcadores de susceptibilidad al céncer y/o sondas para uno
o mas genotipos de la cepa.

Ya que varios cambios se podrian hacer en los métodos
y composiciones anteriores sin apartarse del alcance de la
invencién, se propone que toda la materia contenida en la
descripcién anterior se debe interpretar como ilustrativa y
no en un sentido limitante.
Otras Modalidades
La descripcién detallada expuesta en lo anterior se
proporciona para ayudar a aquellos expertos en la técnica
en practicar la presente invencién. Sin embargo, la
invencién descrita y reclamada en la presente no se va a
limitar en alcance por las modalidades especificas en la
presente descritas debido a que estas modalidades se

proponen como ilustracién de varios aspectos de la
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invencién. Cualquiera de las modalidades equivalentes se
proponen para estar dentro del alcance de esta invencidn.
De hecho, varias modificaciones de la invencidén ademéds de
aquellas mostradas y descritas en la presente seran
evidentes para aquellos expertos en la técnica a partir de
la descripcidén anterior que no se aparte del espiritu o
alcance del presente descubrimiento inventivo. Estas
modificaciones también se proponen para estar dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Adicionalmente, en algunas modalidades los métodos
pueden incluir adicionalmente un paso de tratamiento. E1
término “tratamiento” se refiere tanto 1) tratamientos o
medidas terapéuticas que curan o desaceleran, reducen 1los
sintomas de, y/o detienen la progresién de unas afecciones
o trastornocs patoldégicas diagnosticadas, y 2) y medidas
profilacticas/preventivas. Aquellos en necesidad de
tratamiento pueden incluir individuos que ya tienen un
trastorno médico particular asi como aquellos gque pueden
adquirir finalmente el trastorno (es decir, aquellos que
necesitan medidas preventivas).

“Tratamientos contra el cancer” o “tratamientos anti-
cédncer” incluyen cirugia, quimioterapia, terapia de
radiacién, terapia orientada, inmunoterapia y combinacidn
de las mismas. Los tratamientos anti-cancer especificos se
definen y se administran dependiendo del tipo de céncer y
el estado de la enfermedad. Los tratamientos Yy
combinaciones especificos de céancer son bien descritos en
la técnica.

“Agentes quimioterapéuticos y agentes antineopléasicos”
son bien conocidos en la técnica e incluyen: agentes anti-
microtubulos; agentes anti-metabolitos; inhibidores de
topoisomerasa; agentes de alquilacién; agentes
antraciclinas; y agentes inhibidores de enzimas.

Se presentan a continuacidén ejemplos que plantean la
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deteccidén simultédnea de la infeccién por VPH y 1la
genotipificacién de los marcadores de susceptibilidad al
cadncer contemplados para las aplicaciones planteadas. Los
siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar
adicionalmente las modalidades de la presente invencidn,
pero no se limitan para limitar el alcance de la invencion.
Aungue son tipicos de aquellos que podrian ser utilizados,
otros procedimientos, metodologias, o técnicas conocidas
por aquellos expertos en la técnica se pueden utilizar
alternativamente.

Ejemplos

Ejemplo 1

Obtencién de ADN sin células de una muestra

El ADN sin células se extrajo de una muestra que utiliza
solventes orgénicos tal como una mezcla de fenol y
cloroformo, seguido por precipitacién con etanol. E1 ADN
sin células también se puede obtener utilizando particulas
de silice recibieras con polilisina. Alternativamente, el
ADN sin células se puede extraer de la muestra utilizando
un kit comercialmente disponible tal como, por ejemplo,
minikit de ADN QIAamp™® (Qiagen, Germantown, MD). La
muestra de ADN debe tener una alta pureza, es decir
superior a 1.6 (260/280 nm) y su funcionalidad debe haber
sido corroborada por la amplificacién de una muestra de
referencia general y con 100 ng de ADN de una reaccidn de
PCR multiplex.

Ejemplo 2

Preparacién de la muestra y evaluacién de cebadores para

detectar SNPs de riesgo CaCu

La muestras de ADN sin células de ADN sintético o aislado
de M1, C. lupus familiaris, E. coli y virus de
inmunodeficiencia humano (VIH) se obtuvieron y se
prepararon para una concentracién final de 50 ng/pL. Cada

andlisis debe incluir un control negativo (agua), un
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control positivo - tipo natural (WT), un control positivo
mutante (MT) y un control positivo heterocigoto (HET).

Preparacién de las mezclas de controles sintéticos

para tipo natural (WT) y mutante (MT) para la amplificacidn

por PCR de punto final de alto riesgo a CaCu. Las mezclas

de ADN WT y MT de control sintético de oligonucledtido para
cadncer cervical (CaCu) SNPs CaCuA, CaCuB, CaCuC, CaCub,
CaCuE, CaCuF, CaCuG, CaCuH, y CaCuJd se prepararon a una
concentracién de 30 pM de la concentracién de solucidn
madre de 200 pM. Una dilucién secuencial se 1llevd a cabo
hasta que una concentracién final de 0.03 pM se alcanzd
para cada uno de los controles sintéticos de SNPs A-J CaCu
WT y MT.

Preparacién de la mezcla de controles sintéticos

heterdlogos (HET). Se prepararon controles sintéticos HET

al colocar 5 pL de la mezcla de controles sintéticos WT en
0.03 pM y 5 uL de la mezcla de controles sintéticos MT a
0.03 pM del panel CaCu en un tubo de polipropileno de
0.2mL.

Preparacién de los oligonucledétidos de sentido (L1l) e

inversos (L2). Separadamente, los oligonucledtidos de

sentido (L1l) e inverso (L2) se diluyeron a 100 uM de CaCu
SNPs A-J de la solucién madre en una concentracién de 200
M.

Preparacién de la mezcla de oligonucledtidos y PCR de

punto final de Mezcla Maestra. El volumen de cada

oligonucleétido de sentido (L1l) e inverso (L2), como se
indica en la Tabla 2, se colocaron en un tubo. Al tuboc que
contiene los oligonucledétidos de sentido e inversos 15 pL
de PCR de punto final 2X de Mezcla Maestra (Thermo
Scientific) se agregd como se describe en la Tabla 3. La
mezcla se homogenizé con una pipeta y el volumen se ajustd
para el numero de reacciones requeridas por la

amplificacién por PCR del panel CaCu de 5 muestras, mas una
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La Mezcla

Maestra se agregdé a la mezcla de oligonucledtidos para la

amplificacién de PCR de punto final para el panel de 8

oligonucleétidos CaCu para el andlisis de 5 muestras, mas
una reaccién extra, como se indica en la Tabla 5.

Marcador Alicuota C Fina1 (M)

CACUA Ll y L2 0.5

CACUB L1 y L2 0.5

CACUC L1 y L2 0.2

CACUD Ll y L2 0.4

CACUF L1 y L2 0.2

CACUG L1l yv L2 0.2

CACUH Ll y L2 0.3

CACUJ Ll y L2 0.5

Volumen Total de L1 y L2

Volumen de Reaccién Final
Tabla 2. Volumen de los oligonucledétidos de sentido (L1l) e
inversos (L2) requeridos para la mezcla de reaccién de PCR

del disposicién CaCu

Reactivo C C Volumen 1 rxn
Inicial | Final (pL)

Mezcla 2X 1.5X 15

maestra

Volumen de Reaccidén Final 20 nL

Tabla 3. Volumen de la mezcla maestra agregada a la mezcla

de oligonucledétidos para la mezcla de reaccidn de PCR del

disposicidén CaCu.

Marcad |Alicu | Crnicial Crinal {11 { Volumen Volumen 6 rxn
or ota (M) M) rxn (pL) (pL)
CACUA L1 y|100 0.5 0.10 0.60
L2
CACUB L1 y|100 0.5 0.10 0.60
L2
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CACUC L1 y 100 0.2 0.04 0.24
L2
CACUD L1 y|100 0.4 0.08 0.48
L2
CACUF L1 y|100 0.2 0.04 0.24
L2
CACUG L1 y|100 0.2 0.04 0.24
L2
CACUH L1 y |[100 0.3 0.06 0.36
L2
CACUJ L1 y |[100 0.5 0.10 0.60
L2
Volumen Total de L1 y L2 1.12 uL 6.72 pL (3.36
prL de L1 vy
L2)
Volumen de Reaccidén Final 20 nL 120 pL

Tabla 4: Volumen de oligonucleétidos de sentido (L1l) e

inversos (L2)

Reacti |C C Final Volume | Volumen 6
VO Inicial n 1| rxn (pL)
rxn
(pL)
Mezcla | 2X 1.5X 15 90
maestr
a
Volumen de Reaccidén | 20 pL 120 pL
Final

Tabla 5. Volumen agregado de Mezcla Maestra

Preparacién de la mezcla de reaccién de PCR. La Tabla

6 indica que el numero de muestras de reaccidn de PCR fue
dependiente de la cantidad total de la muestra de ARN que
se analizaron. Incluyeron 4 controles por ensayo de PCR del

panel de CaCu de 8 oligonucledtidos. Las mezclas de
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reaccién se prepararon en tubos de polipropileno en el
siguiente orden: agua, Mezcla maestra + oligonucledtidos
(L1 y L2), y ADN de las muestras o de los controles
sintéticos. La amplificacién por PCR se 1llevé a cabo
utilizando condiciones esténdares. Los productos de PCR se
analizaron por electroforesis. Lo productos de PCR se

pueden analizar adicionalmente por tecnologia multiplex o

secuenciacién.
Tubo de reaccién | C micial | C rinal | Volumen | Volumen | Volumen de
de de HO [Mezcla maestra
muestra (pL) +
(pL) Oligonucledtid
os (pL)
Control negativo - -—= ——= 3.88 16.12
Control sintético|0.03 pM] 0.003 2 1.88 16.12
WT M
Control sintético|0.03 uM| 0.003 2 1.88 16.12
MT M
Control sintético|0.03 uMj 0.003 2 1.88 16.12
HET M
ADN de muestra 50 100 ng 2% 1.88 16.12
bioldgica ng/uL

Tabla 6 componentes de cada tubo de reaccidén de PCR para la
amplificacién del panel CaCu en ADN tomado de muestras de
orina y sangre. *El volumen indicado se mide comenzando con
una muestra de ADN a 50 ng/pL de concentracidn inicial. En
caso de que la muestra presente en una concentracién menor,
el volumen se debe ajustar a 100 ng para la reaccidén de
PCR.

Los productos de PCR se evaluaron por electroforesis.
Alternativamente, las secuencias objetivo se pueden
identificar por gPCR utilizando las sondas SYBRM® Green o
TagMan® etiquetadas con diferentes fluoréforos como se

ilustra en las FIGURAS 11 y 12.
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Para la deteccién y amplificacién de los SNPs
asociados con el riesgo de cancer cervical, se utilizaron 8
pares de oligonucledtidos especificos para cada sitio de
interés. Los oligos de inicio flanquearon el sitio de
interés en los genes o en las secuencias importantes de la
regulacién de los genes (es decir IL10, TGF-B1l, CYP1Al,
ST3GAL4 e IL4). Los oligos de inicio tuvieron una
complementariedad con su secuencia objetivo de 80%, 90% y
100%. Los oligonucledtidos “cebadores” disefados para los
SNPs en riesgo para céancer cervical tuvieron un intervalo
de temperatura de alineacién (Tm) entre 62°C y 64°C. Los
oligonucledtidos “cebadores” para la deteccidén de SNPs de
riesgo de cancer cervical tuvieron un intervalo de

concentracién entre 0.2 uM y 0.5 uM (Tabla 7).

Pane {Cebadores OLA Sonda reportera
1 (intervalo de|(intervalc delOLA (intervalo de
concentracién |concentracidniconcentracidn en

en uM) en uM) M)

CaCu [0.2 - 0.5 0.1 - 0.5 4 - 6

Tabla 7. Condiciones de cebadores de oligcnucledtidos, OLA y
sonda reportera OLA

Las FIGURAS 1A-1E muestran que los oligonucledétidos
“cebadores” diseriados para la identificacién de los SNPs de
riesgo para céancer cervical no tuvieron reactividad cruzada
con otro ADN gendmico diferente al H. sapiens.
Especificamente, la FIGURA 1A muestra la deteccidén de SNPs
A-J de riesgo CaCu utilizando controles sintéticos (CS WT,
CS MT y CS HET). La FIGURA 1B muestra la deteccidén de SNPs
A-J de riesgo CaCu utilizando ADN aislado de un control
bioclégico M1. Las FIGURAS 1C-1E muestran que el SNPs A-J de
riesgo CaCu no se detectaron en el ADN aislado de C. lupus
familiaris, Escherichia coli, o) el virus de
Inmunodeficiencia Humano (VIH) (p<0.00001). Las Dbarras

representan la Media + Desviacién Estandar 1 de 4
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replicados. El valor P representa la diferencia
estadisticamente significativa de los valores MFT
registrados en cada prueba con respecto a los valores MFI
registrados en la grafica A y en la grafica B,
determinado por la prueba de Kruskal-Wallis (o = 0.05). PC
= 296.08 MFI (n = 60, 95% CI).

Los productos de PCR se analizaron para determinar la
especificidad intra-ensayo de 1las sondas CaCu para la
deteccién de SNPs A-J de riesgo CaCu. Las FIGURAS 2A-2B
ilustran la especificad de intra-ensayo en la deteccidén de
SNPs A-J de riesgo CaCu utilizando el control biolégico MI.
La FIGURA 2A muestra la deteccidén de los SNPs A-J de riesgo
CaCu utilizando sondas CaCu especificas. La FIGURA 2B
muestra la falta de deteccidén de SNPs A-J de riesgo CaCu
utilizando sondas especificas para la deteccidédn de VPH. Las
barras representan la Media * Desviacién Esténdar 1 de 4
replicados, el wvalor de P representa la diferencia
estadisticamente significativa entre los valores
registrados en la FIGURA 2B con respecto a los valores MFI
registrados en la FIGURA 2A, determinado por la prueba de
Kruskal-Wallis (o = 0.05), PC = 296.08 MFI (n = 64, 95%
CI).

Como se ilustra en la FIGURA 3, las secuencias
objetivo de SNP de susceptibilidad al céncer que contiene
ADN se detectaron en las muestras de sangre y orina. Los
resultados de las amplificaciones de PCR de CaCuH mostraron
gue ambas muestras de orina (U) y sangre (B), fueron
adecuadas para la extraccién de ADN y genotipificacién de
estos marcadores, con los productos de PCR equivalentes a
aquellos obtenidos con ya sea un control positivo (WT,
marcador de tipo natural), un ADN de control que comprende
el marcador mutante (MT), o ADN extraido de una linea de
células que presentdé el SNP (CL).

Estos andlisis mostraron gue las muestras de sangre y
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orina fueron adecuadas para la genotipificacién de 1los
marcadores de susceptibilidad al cancer 'y dque la
amplificacién de ADN combinada con un OLA detectaron los
marcadores de susceptibilidad al céancer en un paciente y de
esta manera establecieron si el paciente presenta un riesgo
de susceptibilidad de desarrollar el cancer
correspondiente.

Ejemplo 3

Evaluacidén de la reactividad cruzada de los cebadores para

detectar SNPs de riesgo CaP

El anadlisis de los cebadores para detectar los
polimorfismos de riesgo de cancer de prostata se llevd a
cabo similarmente como es describe en el Ejemplo 3. Se
utilizaron diez pares de oligonucledtidos “cebadores”
especificos para cada sitio de interés. Los oligos de
inicio flanquearon el sitio de interés en los genes o en
las secuencias importantes de la regulacidén de los genes
(es decir AGTR1, HOXB13, SRD5AZ2, Chr8, MSMB, RNASEL vy
CYP19). El1 oligo “iniciadores” diseflados para los SNPs de
riesgo al cancer de prdéstata tuvieron complementariedad con
su secuencia objetivo de 80%, 90% y 100%. Los
oligonucledétidos “cebadores” para SNPs en riesgo de céncer
de prdstata tuvieron un intervalo de temperatura de
alineacién (Tm) entre 63°C y 65°C. Los oligonucledtidos
“cebadores” para SNPs en riego de céncer de proéstata
tuvieron un intervalo de concentraciocnes entre 0.3 pyM y 0.5

UM (Tabla 8).

Panel | Cebadores OLA Sonda
(intervalo de | (intervalo de | reportera OLA

concentracidén | concentracidn | (intervalo de

en uM) en uM) concentracién
en uM)
CaP 0.3 - 0.5 0.1 - 0.4 4-6

Tabla 8. Condiciones de oligonucledétidos cebadores, OLA y
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sonda reportera OLA

Como se ilustra en las FIGURAS 4A-4E, los cebadores
utilizados para la deteccidén de SNPs (CaP) A-J de riesgo de
cancer de préstata fueron adecuados para esta deteccidn en
los controles sintéticos (FIGURA 4A) y en el ADN aislado de
un control biocldégico (FIGURA 4B). Sin embargo, no hubo
deteccidén de los SNPs de riesgo CaP cuando los cebadores se
utilizaron en el ADN aislado de C. lupus familiaris (FIGURA
4C, p<0.0001), E. coli (FIGURA 4D, p<0.0001) o VIH (FIGURA
4E, p<0.0001). ©Las Dbarras representan la Desviacidn
Estandar Media + 1 de 4 replicados, el valor P representa
la diferencia estadisticamente significativa de los valores
MFI y registrados en cada ensayo con respecto a los valores
MFI y registrados en la FIGURA 4A y en la FIGURA 4B, PC =
402.90 MFI (n = 80, 95% CI).

Los oligonucledétidos “cebadores” disefiados para la
identificacidén de SNPs de riesgo para cancer de prdstata no
reaccionaron de manera cruzada con otro ADN gendmico
(FIGURAS 4A-4E).

Como se ilustra en las FIGURAS 5A-5B, los
oligonucledtidos “cebadores” disenfiados para la
identificacidén de los SNPs de cancer de préstata no fueron
reactivos de manera cruzada con las “sondas reporteras OLA”
especificas de VPH (FIGURAS 5A-5B). La FIGURA 5A muestra la
deteccidén de SNPs A-J de riego CaP utilizando sondas CaP
especificas. La FIGURA 5B muestra la no deteccidén de los
SNPs A-J de riesgo CaP utilizando sondas especificas para
la deteccidn de VPH. Las barras representan la
Desactivacién Esténdar Media + 1 de 4 replicados, el valor
de P representa la diferencia estadisticamente
significativa entre los valores MFI registrados en la
grafica B con respecto a los valores MFI registrados en la
FIGURA 524, determinado por la prueba Kruskal-Wallis (o =
0.05), PC = 264.35 MFI (n = 80, 95% CI).
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Ejemplo 4

Preparacién de la muestra y evaluacidon de productos de PCR

SNPs de riesgo CaP

La preparacién de la muestra de ADN, mezclas de control
sintético WT, MT, y HET y oligonucledtidos de sentido (L1)
e inverso (L2) de 1la deteccidédn de SNPs de cancer de
proéstata (CaP) CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE, CaPF, CaPgG,
CaPH, CaPI y CaPJ se prepararon como sSe describe
previamente para los SNPs de riesgo CaCu.

Preparacién de la mezcla de oligonucledtidos y Mezcla

Maestra de punto final de PCR. El1 volumen de cada

oligonucleétido de sentido (L1l) e inverso (L2) se colocd en
un nuevo tubo de propileno y estéril como se indica en la
Tabla 9. Como se ilustra en la Tabla 10, 15 pL de Mezcla
Maestra 2X de punto final de PCR (Thermo Scientific) se
agregd. Como se describe y como se indica a continuacidn, 5
muestras se analizaron (1 muestra de ADN y 4 controles;
negativo, WT, MT y HET) mas una reaccién extra (ver Tabla
11). La mezcla maestra se agregé a la mezcla de
oligonucledétido para la amplificacién de punto final de PCR
del disposicién de 10-oligonucledtidos de SNPs CaP como se

describe en la Tabla 12.

Marcado | Alicuota C ician (@M) | C Volumen 1 rxn (uL)
r Final (M)

CAPE Ll y 12 100 0.3 0.06
CAPH Ll y L2 100 0.3 0.06
CAPJ Ll y L2 100 0.3 0.06
CAPA Ll y L2 100 0.4 0.08
CAPC Ll y L2 100 0.4 0.08
CAPI 1l vy 12 100 0.4 0.08
CAPG Ll y L2 100 0.5 0.10
CAPB L1y L2 | 100 0.5 0.10
CAPD 11 y 12 100 0.5 0.10
CAPF Ll y L2 | 100 0.5 0.10
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Volumen total de L1 y 12 1.64 pL (0.82 pL Il
y 12)
Volumen total de la reaccidén 20 uL

Tabla 9. Volumen de oligonucledtidos de sentido (Ll) e inversos
(L2) requeridos para la mezcla de reaccidén de PCR 10-plex del

disposicidén CaP.

Reactivo Cinici | Crinal Volumen 1
al rxn (uL)

Mezcla 2X 1.5X 15

Maestra

Volumen de reaccidén final 20 uL

Tabla 10. Volumen de la mezcla maestra agregada a la mezcla
de oligonucleétidos para la mezcla de reaccién de 10

oligonucledtidos PCR del disposicidn CaP

Marcad | Alicuo |C Inicial | C Volumen 1 rxn | Volumen 6
or ta (nM) Final (M) (L) rxn (pL)
CAPE L1 y| 100 0.3 0.06 0.36
L2
CAPH L1 y| 100 0.3 0.06 0.36
L2
CAPJ L1yl 100 0.3 0.06 0.36
L2
CAPA L1 y| 100 0.4 0.08 0.48
L2
CAPC L1 y| 100 0.4 0.08 0.48
L2
CAPI L1 vy 100 0.4 0.08 0.48
12
CAPG L1 y| 100 0.5 0.10 0.60
L2
CAPB L1 vy 100 0.5 0.10 0.60
L2
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CAPD 11 y| 100 0.5 0.10 0.60
L2
CAPF L1  y| 100 0.5 0.10 0.60
L2
Volumen total de L1 y L2 1.64 pL 9.84 pL
(4.92 ulL 11
y 12)
Volumen de reaccién final 20 pL 120 pL

Tabla 11. Volumen de oligonucledtidos de sentido (L1} e inversos
(L2) requeridos para la amplificacién por PCR del panel de 10

oligonucledtidos de CaP de 5 muestras mds una reaccidn extra

Reactivo | Crnici | Crin | Volumen 1 rxn | Volumen 6 rxn
al al (pL) (pL)

Mezcla 2X 1.5 15 90

Maestra X

Volumen de reaccidén | 20 upL 120 uL

final

Tabla 12: Volumen de la mezcla maestra

Preparacién de la mezcla de reaccién de PCR. Los

componentes de la reaccidén de PCR se agregaron en el
siguiente orden: agua, Mezcla Maestra + oligonucledétidos
(L1 y L2), y el ultimo, el ADN de las muestras o controles
5 sintéticos (ver Tabla 13). La PCR se 1llevd a cabo
utilizando condiciones estédndares. Los productos de PCR se
analizaron ©por electroforesis 'y se pueden analizar

adicionalmente por tecnologia multiplex o secuenciacidn.

Tubo de Reaccidén | Cicial Crinal Volumen | Volumen | Volumen de
de de  HO | Mezcla
Muestra (L) Maestra+
(L) Oligonucle
6tidos
(nL)
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Control Negativo | ——- -—= -—= 3.36 16.64
Control 0.03 0.003 2 1.36 16.064
Sintético WT oIV} M
Control 0.03 0.003 2 1.36 16.64
Sintético MT M M
Control 0.03 0.003 2 1.36 16.64
Sintético HET M M
ADN de muestra| 50 100 ng | 2* 1.36 l6.64
bioldgica ng/pL
Volumen de reaccién final : 20 pL

Tabla 13. Los componentes de cada tubo de reaccidén de PCR para la
amplificacién del panel de 10 oligonucledtidos de CaP en muestras
de ADN de orina y sangre.* El volumen indicado se toma de la
muestra de ADN que estd en una concentracién inicial de 50 ng/uL.
En el caso que la muestra presente una baja concentracidén, el
volumen se debe ajustar a 100ng para la reaccién de PCR.

Como se ilustra en la FIGURA 6, los SNPs de
susceptibilidad al céncer es detectaron en ambas muestras
de sangre y orina. Los resultados de las amplificaciones de
PCR de CaPG, CaPD y CaPH (marcadores de susceptibilidad al
cdncer de prdstata) muestran que las muestras tanto de
orina (U) como de sangre (B), fueron adecuadas para la
extraccién de ADN vy de genotipificacién de tales
marcadores, con los productos de PCR equivalentes aquellos
obtenidos con ya sea un control positivo (WT, marcador de
tipo natural), un ADN de control que comprende el marcador
mutante (MT), o ADN extraido de una linea de células que
presentd el SNP (CL).

Se determind que las muestras de sangre y orina fueron
adecuadas para la genotipificacién de los marcadores de
susceptibilidad al cancer y dque la amplificacién de ADN
combinada con un OLA detectd los marcadores de

susceptibilidad al céncer en un paciente y establecid de
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esta manera si el paciente presentd riesgo de

susceptibilidad a desarrollar el cancer correspondiente.

Ejemplo 5

Andlisis de PCR de virus de papiloma humano de alto riesgo

Los oligonucledtidos “cebadores” para la
identificacién de 1los tipos de alto riesgo de VPH no
reaccionan de manera cruzada con otro ADN gendmico
diferente al VPH (FIGURAS 7A-7E).

La deteccidén y amplificacidén de cada uno de los tipos
de alto riesgo de VPH se determiné al wutilizar los
oligonucledétidos “cebadores” especificos diseflados para
cada tipo de VPH de alto riesgo, que contienen secuencias
de nucledtidos complementarios a la regidén de interés
dentro del gen VPH Ll. Los cebadores se diseflaron para
amplificar SEQ ID NOs:67-82. Los oligos de inicio
flanquearon la regidén especifica de cada tipo de VPH en el
gen L1. Los oligonucledétidos “cebadores” disenados para la
deteccidén de los 15 tipos de VPH de alto riesgo tuvieron
complementariedad con su secuencia objetivo de 80%, 90% y
100%. Los oligonucledtidos “cebador”  degenerados se
diseflaron para detectar los subtipos de VPH de interés. Los
oligonucledbétidos “cebadores” para los 15 tipos de VPH
tuvieron un intervalo de Temperatura de Alineacidn (Tm)
entre 61°C y 63°C. Los oligonucledétidos “cebadores”
tuvieron un intervalo de concentracién entre 0.4 pM y 0.6

uM (Tabla 14).

Panel Cebadores OoLA Sonda

(intervalo de | (intervalo de | reportera OLA

concentracién concentracién | (intervalo de
en uM) en uM) concentracién
en uM)
VPH 0.3 - 0.6 0.1-0.4 4-6

Tabla 14. Condiciones de oligonucledtido cebadores, OLA y

sonda reportera OLA.
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Comc se 1ilustra en las FIGURAS 7A-7E, los cebadores
utilizados para la deteccidén de picos de alto riesgo de VPH
fueron adecuados para tal deteccidén en los controles
sintéticos (FIGURA 7A) y en el ADN aislado de un control
bioldégico (FIGURA 7B). Sin embargo, no hubo deteccién
cuando los cebadores se utilizaron en el ADN aislado de C.

lupus familiaris (FIGURA 7C, p<0.0001), E. coli (FIGURA 7D,

p<0.0001) o VIH (FIGURA TE, p<0.0001). Las barras
representan la Media * Desviacidén Estédndar 1 de 4
replicados, el valor P representa la diferencia
estadisticamente significativa de los valores MFI

registrados en cada prueba con respecto a los valores MFI
registrados en los controles sintéticos y en los controles
bioldgicos determinados por la prueba de Kruskal-Wallis («
= 0.05), PC = 359.38 MFI (n = 60, 9b5% CI).

Los oligonucleétidos “cebadores” diserfiados para la
identificacién de tipos de alto riesgo de VPH no designaron
de manera cruzada con otro ADN gendmico (FIGURAS T7A-TE).

Como se ilustra en las FIGURAS 8A-8C, los
oligonucledtidos “cebadores” diseniados para la
identificacidén de los 15 tipos de VPH de alto riesgo no
reaccionaron de manera cruzada con las “sondas reporteras
OLA” especificas para céncer cervical (FIGURA 8B) y cancer
de préstata (FIGURA 8C). Las barras representan la Media =
Desviacidén Estédndar 1 de 4 replicados, el wvalor de P
representan la diferencia estadisticamente significativa
entre los valores MFI registrados en la grafica B con
respecto a los valores MFI registrados en la FIGURA b5A,
determinado por la prueba de Kruskal-Wallis (x = 0.05), PC
= 440.47 MFI (n = 60, 95% CI).

Para la preparacién de la muestra de ADN, las mezclas
de los controles de VPH sintéticos (identificaos como A, B,
¢, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O0), y los

oligonucledétidos de sentido (L1l) e inversos (L2) CaPA,
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CaPB, CaPC, CaPD, CaPE, CaPF, CaPG, CaPH, CaPI y CaPJ, se
prepararon como se describe previamente para los SNPs de
riesgo CaCu. De 1los 200 uM de solucidén madre de 1los
controles VPH sintéticos se prepardé una alicuota en una
concentracién final de 30 puM y de esta concentracién se
hicieron diluciones secuenciales para obtener una
concentracién final que seria 0.003 pM. Para preparar la
mezcla de los controles sintéticos utilizados en el sistema
multiplex de panel VPH 1 uL de la dilucién 0.003 pM de cada
control sintético se agregdé en un tubo para obtener un
volumen final de 15 pL. La concentracién final de la mezcla
de controles sintéticos fue 0.0002 uM.

Preparacién de la mezcla de oligonucledtido y punto

final de PCR de Mezcla Maestra. El1 volumen de cada

oligonucledétido de sentido (L1l) e inverso (L2) como se
indica en la Tabla 15 se agregd en un tubo. 15 plL de punto
final PCR 2X Mezcla Maestra (ThermoScientific) se agregd al
tubo que contiene los oligonucledétidos de sentido e
inversos y se homogenizd.

Preparacién de la mezcla de reaccidn por PCR. Para

este caso 4 reacciones y 1 reaccién extra se llevaron a
cabo, considerando un control negativo, control sintético:
es decir una mezcla de secuencia sintética es idéntica a la
regidén parcial de cada uno de los tipos VPH identificados,
muestra de ADN de una muestra bioldgica A y la muestra de
ADN de una muestra bioldégica B. La cantidad necesaria de la
mezcla maestra se colocd en un tubo de 0.6 ml estéril, para
5 reacciones (como se detalla en la Tabla 16). Para llevar
a cabo la amplificacién por punto final de PCR del panel
VPH en el formato 15-Plex, los oligonucledtidos L1 y L2
deben estar disponibles. La Tabla 16 describe las
concentraciones y volumenes para 5 reacciones, como en la
Tabla 17. Las mezclas de reaccidén se prepararon en tubos al

agregar los componentes de la reaccién de PCR en el
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siguiente orden: agua, mezcla de Mezcla Maestra +
oligonucleétidos (L1 y L1L2), y finalmente el ADN de 1las
muestras de los controles sintéticos (Tabla 18). Se lleva a
cabo la amplificacién por PCR bajo condiciones estandares.
Los productos de PCR se analizaron por electroforesis. Una
vez que los productos de interés se hablan verificado se
procedidé al analisis utilizando la plataforma Luminex.

Como se ilustra en las FIGURAS 9A-9B, las secuencias
objetivo de VPH ADN viral se detectd por PCR multiplex. Los
resultados de la amplificacidén por PCR de VPHA y VPHB
muestran que el ADN extraido de una 1linea de células
conocida por contener el virus correspondiente (CL) fue una
muestra adecuada para la deteccidén de la infeccidén por VPH,
con los productos de PCR equivalentes a aguellos obtenidos
con ya sea un control positivo sintético (C+1l), o indica el
ADN viral (C+2). Al detectar la presencia del ADN viral de
una o mé&s de las cepas de VPH probadas en una muestra
recolectadas de un paciente, wuna amplificacién de ADN
combinada con un OLA detectdé la infeccidn por VPH en un
paciente y de esta manera establecié si el paciente
presentdé un riesgo de susceptibilidad al desarrollar el

cancer correspondiente.

Marcador |Alicuota |C miciat (M) | C rina (uM) | Vol. lrxn (pL)
VPHA 11y L2 | 200 0.5 0.05
VPHB L1y L2 | 200 0.4 0.04
VPHC L1 y L2 | 200 0.6 0.06
VPHD L1 y L2 | 200 0.4 0.04
VPHE I1 y L2 | 200 0.4 0.04
VPHF 11y L2 | 200 0.5 0.05
VPHG Il y 12 | 200 0.5 0.05
VPHH 11 y L2 | 200 0.5 0.05
VPHI 11 y L2 | 200 0.5 0.05
VPHJ Il y L2 | 200 0.4 0.04
VPHK 11y L2 | 200 0.4 0.04
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VPHL L1 y L2 | 200 0.6 0.06
VPHM L1 y L2 | 200 0.5 0.05
VPHN L1 y L2 | 200 0.5 0.05
VPHO 11 y L2 {200 0.4 0.04
Volumen Final de L1 y L2 1.42 pL (0.71 pL de
L1 y L2)
Volumen de reaccidén final 20 nL
Tabla 15. Volumen de los oligonucledtidos de sentido (L1) e
inverso (L2) requeridos para los oligonucledtidos de panel de 15
VPH de amplificacién por PCR para una reaccidn.

Reactivo C  1tnicial | Cfina1 | VO1. lrxn | Vol. 5
(uM) (uM) | (nL) rxn (pL)
Mezcla 2X 1.5X |15 75
5
Maestra
_ Tabl
Volumen final 20 100
a
16. Volumen de la Mezcla maestra requerida para 5
reacciones.

10 Tabla 17. Volumen de oligonucleétidos de sentido (L1l) e
inversos (L2) requeridos para la amplificacién por PCR de

panel de oligonucledtidos de 15 VPH, 1 reacciédn.

Marcado | Alicuot | Cic | Crima | VOI. lrx | Vol. 5rx (ulL)
r a ial 1 (nL)
(1M | (M
) )
VPHA L1  y{200 | 0.5 |0.05 0.25
L2
VPHB Ll y|1200 | 0.4 }{0.04 0.2
1.2
VPHC L1  y|200 | 0.6 |0.06 0.3
12
VPHD L1 y|200 | 0.4 |0.04 0.2
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L2

VPHE Ll y|200 | 0.4 |0.04 0.2
1.2

VPHF L1 y|200 | 0.5 | 0.05 0.25
L2

VPHG 11 y|200 | 0.5 | 0.05 0.25
12

VPHH Ll y1200 | 0.5 | 0.05 0.25
L2

VPHI Ll y|200 | 0.5 |0.05 0.25
L2

VPHJ Ll y|200 { 0.4 [0.04 0.2
L2

VPHK Ll y1200 | 0.4 [0.04 0.2
L2

VPHL 11 y|200 | 0.6 |0.06 0.3
L2

VPHM 11 y|200 | 0.5 [0.05 0.25
L2

VPHN 1 yi{200 | 0.5 {0.05 0.25
L2

VPHO 11l y|[200 | 0.4 | 0.04 0.2
1.2

Volumen de L1 y L2 1.42 pL| 7.1 pL (3.55 pL

(0.71 pL | de L1 y L2)
de L1 vy
1.2)
Volumen de reaccidén final 20 pL 100 uL

Oligonucledtidos 15 VPH de panel, reaccidén 1

Tubo de | Crnicial | Crinal Volumen | Volumen | Volumen de

Reaccidn de de HxO | Mezcla
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Muestra | (ulL) Maestra+
(uL) oligonucle
Stidos
(nL)
Control -—= -—= -—= 3.58 16.42
Negativo
Control 0.0002 | 0.000 | 2 1.58 16.42
sintético ™ 02 M
ADN de la| 50 100 2% 1.58 16.42
muestra ng/pL | ng
biolégica A
ADN de la| 50 100 2% 1.58 16.42
miestra ng/pL | ng
biolégica B
Volumen de reaccidén final: 20 pL

Tabla 18. Componentes de cada tubo de reaccidén de PCR para
oligonucledétidos de 15 VPH de amplificacidén de panel en las
muestras de ADN de las muestras bioldégicas. *El1 volumen
indicado se toma de una muestra de ADN que estd en una
concentracidén inicial de 50 ng/uL.

Ejemplo 6
Amplificacién por PCR de punto final en el formato

multiplex de SNPs asociado con el riesgo de cualquier tipo

de cancer.

Las muestras de ADN se prepararon de la misma manera como
en los ejemplos previos, sin embargo, para la deteccidn y
amplificacién de SNP asociado con el riesgo de cualquier
tipo de clncer y de 7 tipos diferentes de <céancer
(incluyendo céncer de mama, prdstata, colon, leucemia,
pulmdédn, géstrico y pancreas), 41 pares de oligonucledtidos
“cebador” especificos para cada sitio de 1interés se
utilizaron. Los oligos “iniciadores” flanquearon el sitio

de interés en los genes o en las secuencias importantes de
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la regulacién de los genes (es decir IL10, TGF-f1, CYP1Al,
ST3GAL4, 1IL4, AGTR1l, ERBB2, HOXB13, Chr8, MSMB, RNASEL,
CYP19, ABO, ABL1, ARID5B, Chrl3, CCKBR, JAK2Z, NQOl, EGFR,
EPHX1, CHRNA3, IRF4, PIK3CA, CXCL8, BRCA2, BRCAl, ATM,
TCF2, TGFB1, KisSsl1l, APC, PGR, MTHFR, MUTYH, CDH1l, IL1B,
IL6, TLR4, TNF-o, MDM2, MLH1, BRAF, TP53, BCAR1, STK1l1,
KRAS, FGFR2, SRD5AZ, EIF3H y/o MSH6). Los oligos
“iniciadores” para los SNPs de riesgo a cancer tuvieron
complementariedad con su secuencia blanca de 80%, 90% y
100%. Los oligonucledtidos ™“cebadores” para los SNPs de
riesgo de cancer tuvieron un intervalo de Temperatura de
Alineacién (Tm) entre 62°C vy 65°C como se describe
previamente. Los oligonucledétidos “cebadores” para SNPs en
riesgo de céncer tuvieron un intervalo de concentracién
entre 0.2 pM y 0.5 uM.

La FIGURA 10 muestra la identificacidén de 20
polimorfismos de riesgo de cancer utilizando los controles
sintéticos por la prueba GanPlex MR (Panel A). La grafica
muestra los valores MFI registrados en cada uno de 1los
polimorfismos de riego de cancer cuando se utilizaron los
controles sintéticos de tipo natural (CS WT), Mutantes (MT)
y Heterocigotos (HET). La barras representan el Promedio *
1 D.E. de 2 réplicas.

La FIGURA 11 muestra la identificacién de 22
polimorfismos de riesgo de céncer utilizando controles
sintéticos por la prueba GanPlex MR (Panel B). La gréafica
muestra los valores MFI registrados en cada uno de 1los
polimorfismos de riesgo de céncer cuando se utilizaron los
controles sintéticos de tipo natural (CS WT), Mutantes (MT)
y Heterocigotos (HET). Las barras representan el Promedio *
1 D.E. de 2 réplicas.

Ejemplo 7
Analisis ola de los productos de PCR

Después de la PCR multiplex, cada muestra se sometid a una
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reaccidén OQLA, donde una alicuota de producto de PCR se
utilizé a través de la reaccidén OLA.

Para la reaccidén de ligacién. De los productos de PCR

obtenidos en los ejemplos previamente descritos se sometid
a reacciones de ligacidén. La mezcla de reaccidn se llevd a
cabo de las alicuotas gque estuvieron en una concentracidn
de 10 uM con una concentracién final de cada 202 O 2272; 3
ul de marcadores se agregaron y el volumen se ajustd a 20
pL (mezcla de sonda OLA). La mezcla de sonda OLA se prepard
en una concentracién final de 5 pM en 20 uL. La mezcla OLA-
2X se prepard considerando que cada uno de los componentes
debe tener la siguiente concentracién final: Solucidn
amortiguadora de ligasa 2X pM, Tag ADN ligasa 1 U M,
Mezcla de OLA-TAG 0.015 uM y Sonda OLA a 0.5 uM, en 18 uL.
La mezcla OLA 2X deberia tener una concentracién final de 1
(?), y la reaccidén de ligacidébn se llevdé a cabo como se
describe en la Tabla 19.

Ensayo de hibridacién. Después de la reaccidn de

ligacién se 1llevdé a cabo wuna prueba de hibridacién
utilizando el formato de “distribucién TAG”. Las cuenta se
asignaron a cada marcador y se volvieron a suspender en una
solucidén amortiguadora 1X Tm. Las mezclas de microesferas
se prepararon para cada panel {40 esferas). Siete
reacciones por panel se llevaron a cabo: C. -, C. WT, C.
MT, C. HT, ADN de saliva, ADN de sangre y fondo, de acuerdo
con la tabla 20: las mezclas de microesferas para la
hibridacién miltiple se prepararon con la siguiente
concentracién final de cada uno de los siguientes
componentes: microesferas WT 1000 microesferas/uL,
microesfera WT 1000 microesferas/uL vy solucién
amortiguadora Tm 1X y se mezclaron nuevamente por voértice
durante 30 segundos. Colocar 22.5 uL de la mezcla de
microesferas por pocillo en una placa de fondo en V. 2.5 ulL

de producto enlazado a agua, se agregaron, CoOmo Ssea
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apropiado. La placa después se cubrié con una pelicula y la
hibridacién se llevd a cabo en un ciclador térmico, como en
la Tabla 20.

Fabricacién de microesferas y lectura en el equipo

Magpix. Conjugado de estreptavidina, R-Ficoeritrina (SAPE)
se preparé en una concentracién final de 2 ug / mL en
solucién amortiguadora Tm 1X como se indica en la Tabla 21.
Una vez que la hibridacién se completd se colocd en la
placa de 96 pocillos en la placa magnética. El sobrenadante
se removié y se enjuagd dos veces con 100ul de solucidn
amortiguadora Tm 1X. La placa se colocd, la placa de 96
pocillos en la placa de metal negro y 75 plL de la muestra
se agregd SAPE a 2 pug/ml a cada pocillo. La placa se incubd
durante 15 minutos a 37°C en la oscuridad y las muestras se
analizaron.

Analizar en el equipo MagPix, 50 uL de muestra a 37°C

Temperatura (°C) Tiempo Ciclo
96 °C 2 min. 1

94 °C 15 seg. 30

58 °C 1 min

4 °C oo ———-

Tabla 19. Condiciones de termociclado para la reaccidén de

Ligacidén Multiplex

Temperatura ( |Tiempo Ciclo
°C)

96 °C 90 segq. 1

37 °C 30 min

37 °C oo ——--

Tabla 20. Condiciones de termociclado para la hibridacién

multiplex

Reactivo C. Inicial | C. Final | V.1lrxn V.16 rxn
(ng /mL) (g /mL) (uL) (L)
SAPE 600 2 0.25 4
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Solucién 1X 1X 74.75 1,196
Amortiguadora
Tm
Vol. Final 110 1,200

Tabla 21. Preparacién de la solucidén amortiguadora Tm, para
la lectura de 7 muestras en duplicado.

Ejemplo 8

Evaluacién de la susceptibilidad al céancer

El riesgo o susceptibilidad al céncer de un sujeto a
desarrollar céncer se determina por la identificacidén vy
deteccidén simulténea tanto de infeccidén por VPH como
genotipificacién de SNP de susceptibilidad al cancer.

Para la genotipificacién de SNPs de susceptibilidad al
cancer, alelos de tipo natural y mutantes se discriminaron
al evaluar la diferencia de fluorescencia en un ensayo de
discriminacién alélica. Las cuentas coloreadas se
utilizaron para llevar a cabo el anédlisis. Las cuentas
incluyeron dos tintes donde A) una longitud de onda de
excitacién permite la observacidén de dos longitudes de onda
de emisién de fluorescencia separadas, B) producir
aproximadamente 100 conjuntos de cuentas uUnicas, en este
caso se utilizaron 50 conjuntos de cuentas diferentes, cada
conjunto de cuentas se puede poner en contacto con una
molécula de captura de acido nucleico (antifigura 10-TAG)
especifico para un objetivo biolégico particular en este
caso podria ser SNPs o diferentes tipos de VPH. Este
objetivo si se clausura por el &cido nucleico unido a la
superficie de las cuentas en marca con SAPE (Ficoeritrina)
si no en la muestra los investigadores no observaran SAPE
en ese conjunto de cuentas. La diferencia de cada objetivo
se hace por los conjuntos de cuentas. La identificacidén de
cada objetivo se hace por Ficoeritrina (lo mismo en cada

objetivo) .
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fluorescencia para identificar que el objetivo esté en la
muestra, el pardmetro es 5 veces sobre el fondo para
considerar un positivo (mismo en VPH como en SNPs). Por
otra parte, aproximadamente SNPs, los inventores
encontrardn siempre un objetivo que signifique que siempre
habrd un positivo, podréd ser WT, MT o HT, pero para
discriminar y determinar si son WT, MT o HT los inventores
usan la llamada alélica, que se calcula por proporciones de
fluorescencia. Significa que  mas del 100% de la
fluorescencia si la proporcidn de la fluorescencia total es
de aproximadamente 70% para el objetivo WT y 25% del
objetivo MT se establece como wuna muestra de WI o
participante, la misma cosa para el MT. Pero si la
proporcidén es 50/50 ambos objetivos estan presentes y se
considera como un HT. Las proporciones podrian ser 75/25,
80/20, 90/10 aun 70/30 depende de cada objetivo para los
Homocigotos. Para HT podria ser 50/50, o aun 64/40 en
algunos casocs.

Como se ilustra en la FIGURA 12, utilizando un control
de tipo natural sintético (WT), un control mutante
sintético (MT) y un control heterocigoto sintético (WT/MT),
al graficar el porcentaje de fluorescencia asociado con el
alelo de tipo natural (WT) en el eje X, la fluorescencia
asociada con un alelo mutante (MT) en el eje Y, el ensayo
de discriminacién alélica permite determinar las areas de
fluorescencia: un A&rea mutante, un area WI y un A&rea
heterocigota que discrimina las muestras basadas en el
genotipo de SNPs de susceptibilidad al cancer. Una muestra
se considera WT cuando la fluorescencia del tinte asociado
con el alelo, estd entre 25 y 100% y la fluorescencia del
tinte estd asociado con el alelo mutante es menor que 25%.
Una muestra se considera mutante cuando la fluorescencia
del tinte asociado con el alelo WT es menor que 25% y la

fluorescencia del tinte asociado con el alelo mutante es
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entre 25 y 100%. Una muestra se considera heterocigota
cuando la fluorescencia del tinte asociado con el alelo WT
es entre 25 y 100% y la fluorescencia del tinte asociado
con el alelo mutante es entre 25 y 100%. Si tanto la
fluorescencia del tinte asociado con el alelo WT como la
fluorescencia del tinte asociado con el alelo mutante son
menores que 25% la muestra se considera no etiquetada y se
puede explotar adicionalmente.

Al utilizar el VPH ADN viral, y graficar el porcentaije
de fluorescencia asociado con el VPH ADN, los ensayos
permiten determinar un intervalo de fluorescencia dque
discrimina las muestras basadas en la presencia o ausencia
del ADN viral. El intervalo de fluorescencia es diferente
en cada analisis VPH, 1la fluorescencia de fondo es de
aproximadamente 200-300 MFI. El intervalo de fluorescencia
para discriminar entre positivos al panel VPH es de
aproximadamente 1500-7000 MFI.

Al definir 1las A&reas de fluorescencia MT, WT vy
heterocigotas, y la presencia de VPH ADN en una muestra, el
ensayo de discriminacién alélica se combina con el ensayo
de determinacién de infeccidén por VPH que permite
determinar si una muestra presenta un polimorfismo de a
susceptibilidad al <céncer vy/o una infeccidén VPH. La
combinacién de ambos ensayos de esta manera se utiliza para
determinar si un ©paciente presenta un riesgo o una
susceptibilidad de desarrollar el cancer correspondiente.

Los ejemplos especificos se muestran en las FIGURAS
20A-20V y 21A-21E. Las muestras obtenidas de los sujetos
gue tienen céncer de colon y mama. Se obtuve ADN sin
células de las muestras como se describe en lo anterior y
el ADN se sometidé a amplificacidn para los genes marcadores
de susceptibilidad al céncer de colon y mama y la detecciédn
de los genes marcadores con sondas especificas como se

describe previamente. Lo datos se analizaron y 1los
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resultados se muestran en las FIGURAS 20A-20V y 21A-21E.
Aunque la invencidén se ha descrito con referencia a
los ejemplos anteriores, se entenderé que las
modificaciones y variaciones son abarcadas dentro del
5  espiritu y alcance de la invencién. Por consiguiente, la
invencién se limita solo por las siguientes

reivindicaciones.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencién, se considera como
novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad 1lo

5 contenido en las sigulentes:
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REIVINDICACIONES
1. Un método para evaluar la susceptibilidad al

10

15

20

25

30

cdncer en un sujeto, caracterizado porque comprende
identificar simulténeamente uno o mds genes marcadores de
susceptibilidad al céncer y una o mas cepas de genotipo de
virus de papiloma humano (VPH), evaluando de esta manera la
susceptibilidad al cancer en el sujeto.

2. El método de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porque la identificacién del uno o mas genes
marcadores de susceptibilidad al céncer comprende:

a) amplificar una muestra de ADN sin células de sujeto
utilizando cebadores para el uno o mds genes marcadores de
susceptibilidad al cancer; y

b) detectar el ADN amplificado.

3. El método de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado ademds porque comprende amplificar la muestra
de ADN sin células utilizando cebadores para el uno o méas
genotipos de la cepa VPH.

4, El método de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porque el céncer se selecciona del grupo que
consiste de cancer cervical, de probéstata, de colon,
pancredtico, de mama, de pulmén, leucemia y gastrico.

5. El método de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porque el uno o més genes marcadores de
susceptibilidad al cancer se selecciona del grupo que
consiste de CaCuZA, CaCuB, CaCuC, CaCuD, CaCuE, CaCul,
CaCuG, CaCuH, CaCuI, CaCuJ, CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE,
CaPF, CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ, COLA, COLB, COLC, COLD, COLE,
COLF, COLG, GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, GASG, LEUA, LEUB,
LEUC, LEUD, LEUE, LEUF, MAMA, MAMB, MAMC, MAMD, MAME, MAMF,
MAMG, PROA, PROB, PROC, PROD, PROE, PROF, PANA, PANB, PANC,
PAND, PULA, PULB, PULC, PULD, PULE, PULF, PULG, GENA, GENB,
GEND, GENE, GENG, GENH y/o GENI.
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6. El método de conformidad con la reivindicacidn 1,
caracterizado porque el uno o mads genes marcadores de
susceptibilidad al céancer es un polimorfismo de nucledtido
individual (SNP) situado dentro del gen que codifica para
IL10, TGF-p1l, CYP1Al, ST3GAL4, IL4, AGTR1, ERBBZ, HOXB13,
Chr8, MSMB, RNASEL, CYP19, ABO, ABLl, ARID5B, Chrl3, CCKBR,
JAK2, NQOl, EGFR, EPHX1, CHRNA3, IRF4, PIK3CA, CXCL8,
BRCA2, BRCAl, ATM, TCF2, TGFBl, KisSl, APC, PGR, MTHFR,
MUTYH, CDHl, 1IL1B, 1IL6, TLR4, TNF-«, MDM2, MLH1, BRAF,
TP53, BCAR1, STK1ll, KRAS, FGFR2, SRD5A2, EIF3H y/o MSH6.

7. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el uno o mas genes marcadores de
susceptibilidad al céncer se selecciona del grupo due
consiste de SEQ ID NOs:1-67.

8. El método de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porque en el uno o mas genotipo de la cepa
VPH se selecciona del grupo que consiste de VPH-16, VPH-18,
VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52,
VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-68 y/o VPH-73.

9. El método de conformidad con la reivindicacién 7,
caracterizado porque el uno o mas genotipo de la cepa VPH
es una cepa de genotipo VPH de alto riesgo.

10. El método de conformidad con la reivindicacidn 9,
caracterizado porque la cepa VPH de alto riesgo es VPH-16,
VPH-18, VPH-31, VPH-45 y/o VPH-58.

11. El método de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado porque los cebadores para el uno o mas genes
marcadores de susceptibilidad al céncer se disefian para
amplificar CaCuA, CaCuB, CaCuC, CaCuD, CaCuk, CaCuF, CaCugG,
CaCuH, CaCul, CaCuJ, CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE, CaPF,
CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ, COLA, COLB, COLC, COLD, COLE, COLF,
COLG, GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, GASG, LEUA, LEUB, LEUC,
LEUD, LEUE, LEUF, MAMA, MAMB, MAMC, MAMD, MAME, MAMF, MAMG,
PROA, PROB, PROC, PROD, PROE, PROF, PANA, PANB, PANC, PAND,
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PULA, PULB, PULC, PULD, PULE, PULF, PULG, GENA, GENB, GEND,
GENE, GENG, GENH, GENI y/o SEQ ID NOs:1-67.

12. E1 método de conformidad con la reivindicacidén 3,
caracterizado porque los cebadores para el uno o© méas
genotipos de la cepa VPH se diseflan para amplificar VPHA,
VPHB, VPHC, HPCD, VPHE, VPHF, VPHG, VPHI, VPHJ, VPHK, VPHL,
VPHM, VPHN, VPHO y/o SEQ ID NOs:68-82.

13. El método de conformidad con la reivindicaciédn 2,
caracterizado porque la deteccién del ADN amplificado se
lleva a cabo por el ensayo de oligo ligacidén (OLA), PCR,
gPCR, secuenciacidén de ADN, fluorescencia, electroforesis
en gel, cuentas magnéticas, extensién de cebador especifico
de alelo (ASPE) e/o hibridacién directa.

14. El1 método de conformidad con la reivindicacién
13, caracterizado porque el OLA utiliza sondas para el uno
o mas genes marcadores de susceptibilidad al cancer.

15. El método de conformidad con la reivindicacidn
14, caracterizado ademds porque comprende utilizar sondas
para uno o mas genotipos de la cepa VPH.

16. El método de conformidad con la reivindicacién 14
o 15, caracterizado porque las sondas se disedan para
enlazarse a SEQ ID NOs:1-82.

17. El método de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado porque la muestra es una muestra de sangre u
orina.

18. Un método, caracterizado porgue comprende:

a) amplificar una muestra de ADN sin células de un
sujeto utilizando cebadores para uno o0 mas genes marcadores
de susceptibilidad al cancer y para uno o mas genotipos de
la cepa de virus de papiloma humano (VPH); y

b) detectar el ADN amplificado.

19. El método de conformidad con la reivindicacidn
18, caracterizado porque el uno o mas de genes marcadores

de susceptibilidad al céancer es un marcador para cancer
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cervical, de préstata, de colon, pancredtico, géstrico, de
pulmdén, leucemia y/o mama.

20. El1 método de conformidad con la reivindicacién
18, caracterizado porque el uno o ma&s genes marcadores de
susceptibilidad al céncer se selecciona del grupo due
consiste de CaCuA, CaCuB, CaCuC, CaCuD, CaCuEk, CaCul,
CaCuG, CaCuH, CaCuI, CaCud, CaPA, CaPB, CaPC, CaPD, CaPE,
CaPF, CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ, COLA, COLB, COLC, COLD, COLE,
COLF, COLG, GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, GASG, LEUA, LEUB,
LEUC, LEUD, LEUE, LEUF, MAMA, MAMB, MAMC, MAMD, MAME, MAMF,
MAMG, PROA, PROB, PROC, PROD, PROE, PROF, PANA, PANB, PANC,
PAND, PULA, PULB, PULC, PULD, PULE, PULF, PULG, GENA, GENB,
GEND, GENE, GENG, GENH vy/o GENI; un polimorfismo de
nucledtido individual (SNP) situado dentro del gen que
codifica para IL10, TGF-pl, CYP1Al, ST3GAL4, IL4, AGTRI1,
ERBB2, HOXB13, Chr8, MSMB, RNASEL, CYP19, ABO, ABLI1,
ARID5SB, Chrl3, CCKBR, JAK2, NQOl, EGFR, EPHX1, CHRNA3,
IRF4, PIK3CA, CXCL8, BRCA2, BRCAl, ATM, TCF2, TGFBl, KisSSsl,
APC, PGR, MTHFR, MUTYH, CDH1, IL1B, IL6, TLR4, TNF-«, MDM2,
MLH1, BRAF, TP53, BCAR1l, STK1ll, KRAS, FGFR2, SRD5A2, EIF3H
y/o MSH6; y/o SEQ ID NOs: 1-&67.

21. El1 método de conformidad con la reivindicaciédn
15, caracterizado porque el uno o mads genotipos de la cepa
VPH se seleccionan del grupo que consiste de VPH-16, VPH-
18, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51, VPH-52,
VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-68 y/o VPH-73.

22. El1 método de conformidad con la reivindicacidn
18, caracterizado porque la deteccién del ADN amplificado
se lleva a cabo por el ensayo de oligo ligacién (OLA), PCR,
secuenciaciédn de ADN, fluorescencia, electroforesis en gel,
cuentas magnéticas, extensién de cebador especifico de
alelo (ASPE) e/o hibridacidén directa.

23. El método de conformidad con la reivindicacidn

22, caracterizado porque la PCR es gPCR.
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24. FE1 método de conformidad con la reivindicacién
18, <caracterizado porque la muestra es una mnmuestra de
sangre u orina.

25. Un kit, caracterizado porque comprende:

a) cebadores para uno o mas genes marcadores de
susceptibilidad al cancer;

b) cebadores para uno o mas genotipos de la cepa del
virus del papiloma humano (VPH); y

c) instrucciones para el uso.

26. E1 kit de conformidad con la reivindicacién 25,
caracterizado porque los cebadores para uno © mas dgenes
marcadores de susceptibilidad al cancer se selecciona del
grupo que consiste de CaCuA, CaCuB, CaCuC, CaCuD, CaCuE,
CaCuF, CaCuG, CaCuH, CaCuI, CaCuJd, CaPA, CaPB, CaPC, CaPD,
CaPE, CaPF, CaPG, CaPH, CaPI, CaPJ, COLA, COLB, COLC, COLD,
COLE, COLF, COLG, GASA, GASB, GASC, GASD, GASE, GASG, LEUA,
LEUB, LEUC, LEUD, LEUE, LEUF, MAMA, MAMB, MAMC, MAMD, MAME,
MAMF, MAMG, PROA, PROB, PROC, PROD, PROE, PROF, PANA, PANB,
PANC, PAND, PULA, PULB, PULC, PULD, PULE, PULF, PULG, GENA,
GENB, GEND, GENE, GENG, GENH y/o GENI, y/o SEQ ID NOs: 1-
67.

27. El kit de conformidad con la reivindicacién 25,
caracterizado porque los cebadores para uno o mas genotipos
de la cepa VPH se selecciona del grupo que consiste de VPH-
16, VPH-18, VPH-31, VPH-33, VPH-35, VPH-39, VPH-45, VPH-51,
VPH-52, VPH-56, VPH-58, VPH-59, VPH-66, VPH-68 y/o VPH-73.

28. El kit de conformidad con la reivindicacién 25,
caracterizado ademds porque comprende sondas para el uno o
mas genes marcadores de susceptibilidad al céncer.

29. El1 kit de conformidad con la reivindicacién 25,
caracterizado ademéas porque comprende utilizar sondas para

el uno o mas genotipos de la cepa VPH.
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