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DESCRIPCION
Uso de nucleosomas libres de células como biomarcadores
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 como
biomarcadores en muestras de plasma para canceres vasculares o hematolégicos.

Antecedentes de la invencion

Los canceres hematolégicos son los tipos de cancer que afectan a la sangre, la médula ésea y los ganglios linfaticos.
Se denominan leucemia, linfoma y mieloma dependiendo del tipo de célula afectada. La leucemia es cancer de las
células sanguineas que usualmente comienza en la médula 6sea y viaja a través del torrente sanguineo. En la
leucemia, la médula 6sea produce células mutadas y las extiende a la sangre, donde crecen y desplazan a las células
sanguineas sanas. Las enfermedades de linfoma afectan a las células en el sistema linfatico. En los linfomas, las
células inmunes denominadas linfocitos crecen fuera del control y se recogen en los ganglios linfaticos, el bazo, en
otros tejidos linfaticos o en 6rganos vecinos. El mieloma, también conocido como mieloma multiple, se desarrolla en
la médula 6seay afecta a las células plasmaticas, que producen anticuerpos que atacan infecciones y enfermedades.
Los ejemplos de canceres de la sangre incluyen leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML),
linfoma de Hodgkin (HL) y linfoma no de Hodgkin (NHL).

Las referencias a "leucemia aguda” significan que el cancer progresa rapida y agresivamente, requiriendo usualmente
un tratamiento inmediato. La ALL implica el desarrollo de un gran nimero de linfocitos inmaduros que son incapaces
de luchar contra la infeccion. Esto hace que el paciente tenga menos espacio para glébulos blancos sanos, glébulos
rojos y plaguetas en la circulacién. Como resultado, el paciente normalmente sufre de un sistema inmune debilitado y
los sintomas de anemia, tales como cansancio, falta de aliento y un aumento del riesgo de hemorragia excesiva. El
riesgo de desarrollar ALL es mayor en nifios menores de 5 afios y es el tipo mas comun de leucemia que afecta a los
nifios. El riesgo disminuye entonces lentamente hasta la mitad de los 20 afios, y comienza a subir de nuevo lentamente
después de la edad de 50. En general, aproximadamente 4 de cada 10 casos de ALL se dan en adultos.

La AML afecta a los mieloblastos, lo que da como resultado la acumulacién de monocitos y granulocitos anormales en
la médula 6sea. La AML también puede afectar a las células madre mieloides, lo que da como resultado glébulos rojos
o plaguetas anormales. Como con la ALL, esto hace que el paciente tenga niveles mas bajos de glébulos blancos,
glébulos rojos y plaguetas sanos en la circulacion. La AML es uno de los tipos mas comunes de leucemia en adultos
y la edad media en el diagnédstico es 68.

El HL y NHL son los dos tipos principales de linfoma. El HL tiene un aspecto particular bajo el microscopio y contiene
células denominadas células de Reed-Sternberg (un tipo de linfocito B que se ha vuelto canceroso), mientras que el
NHL parece diferente bajo el microscopio y no contiene células de Reed-Sternberg. La mayoria de los linfomas son
NHL y s6lo aproximadamente 1 de 5 son HL. EI NHL es un cancer que afecta a los linfocitos y normalmente comienza
en los ganglios linfaticos o el tejido linfatico. Es uno de los canceres mas comunes entre los nifios, adolescentes y
adultos jévenes.

Los métodos actuales de diagnéstico de la leucemia y el mieloma implican obtener una prueba de recuento sanguineo
completo (CBC) para identificar niveles anormales de globulos blancos en relacién con gldbulos rojos y plaquetas. Sin
embargo, un recuento elevado de globulos blancos (WBC) no es especifico para pacientes con una malignidad
hematolégica; también puede ser el resultado de una respuesta en curso a la infeccién u otro proceso inflamatorio.
Para el linfoma, se puede usar un escaneo con rayos X, CT o PET para detectar ganglios linfaticos hinchados, sin
embargo, esto también es inespecifico.

Con el fin de confirmar un diagnéstico de un cancer hematolégico, se requiere una biopsia de médula ésea o ganglio
linfatico. Por lo tanto, el sobrediagnéstico de los canceres hematolégicos en una etapa temprana en el proceso de
diagnostico puede conducir a biopsias innecesarias que son invasivas, potencialmente peligrosas y relativamente
costosas para los proveedores de atencién médica. El analisis citogenético y/o el inmunofenotipado también se pueden
usar para confirmar un diagnostico de cancer hematolégico, sin embargo, estos métodos son caros de realizar y, por
lo tanto, tipicamente solo se usan en una etapa tardia del proceso de diagnéstico.

El angiosarcoma humano es un cancer vascular raro que afecta a las células endoteliales que recubren los vasos
sanguineos. El hemangiosarcoma canino es, de manera similar, un cancer que implica la proliferacién del endotelio
vascular o las paredes de los vasos sanguineos y es un cancer canino comun que también es dificil de diagnosticar.
Los canceres caninos son mas comunes que los canceres humanos generalmente debido a los efectos genéticos del
cruce endogamico y debido a que los perros tienen una vida mas corta que los seres humanos y cominmente contraen
el cancer a los 8 afios de edad o mas. La deteccién y el diagndstico del cancer en sujetos animales presenta
dificultades adicionales sobre el diagnéstico de canceres humanos. La deteccion de cancer en animales no humanos
a menudo implica el escaneo, por ejemplo, mediante imagenologia de resonancia magnética o escaneo de MRI, pero
los animales no permaneceran inméviles durante el tiempo requerido para el escaneo y, por lo tanto, deben
anestesiarse. El seguro de salud de mascotas es raro y puede no cubrir el diagndstico o la terapia del cancer lo que
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hace que esta prueba esté fuera del alcance financiero de muchos propietarios de mascotas. Ademas, los analisis de
sangre en seres humanos para proteinas marcadoras de cancer normalmente no detectan proteinas animales, por lo
que hay menos analisis de sangre disponibles en oncologia veterinaria.

Holdenrieder et al. (2001) Int J Cancer 95: 114-120 describio previamente la deteccién del nivel de nucleosomas en
muestras de suero de pacientes con enfermedades benignas y malignas. Sin embargo, los resultados presentados
para muestras de suero no implicaron que hubiera ninguna distincion entre el nivel para canceres hematoloégicos, tales
como linfoma, en comparaciéon con los otros tipos de cancer ensayados. La composicion epigenética de los
nucleosomas libres de células circulantes en términos de su modificacién de histonas, variante de histonas,
modificacién de ADN y contenido de aductos también se han investigado como biomarcadores basados en sangre en
el cancer, véase WO 2005/019826, WO 2013/030577, WO 2013/030579 y WO 2013/084002.

W02019/169263 describe el uso de nucleosomas recombinantes/semisintéticos que llevan modificaciones de histonas
y/o ADN como un estandar de referencia para la cuantificaciéon de nucleosomas modificados covalentemente de una
muestra biolégica. WO2017/068359 describe métodos para detectar y medir la presencia de mononucleosomas y
oligonucleosomas libres de células que contienen histona H1 o una modificacién, variante o isoforma de histona H1,
y el uso de tales mediciones para la deteccion y diagnéstico de enfermedad.

Sigue existiendo la necesidad en la técnica de proporcionar métodos de diagnéstico sencillos y rentables para
canceres vasculares o0 hematolégicos, especialmente aquellos que pueden distinguir de pacientes con otros tipos de
enfermedad o cancer no vascular o no hematoldgico, pero que pueden presentar sintomas similares.

Sumario de la invencion

Segln un primer aspecto, se proporciona un uso de una isoforma de histona H3.1 de un nucleosoma libre de células
como biomarcador en una muestra de plasma, para el diagnéstico o deteccién de un cancer vascular o hematolégico.

Segln un aspecto adicional, se proporciona un uso de una isoforma de histona H3.1 de un nucleosoma libre de células
como biomarcador en una muestra de plasma, para el diagnéstico o deteccion de un cancer hematolégico.

Segun un aspecto adicional, se proporciona un uso de una isoforma de histona H3.1 de un nucleosoma libre de células
como biomarcador en una muestra de plasma, para el diagnéstico o deteccion de un cancer vascular.

Segun un aspecto adicional, se proporciona un método para diagnosticar o detectar un cancer vascular o hematolégico
que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o medir
nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i) utilizar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectada para
diagnosticar al sujeto con el cancer vascular o hematolégico.

Segun un aspecto adicional, se proporciona un método para determinar el pronoéstico de un sujeto con un cancer
vascular o hematolégico, que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o medir
nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i) utilizar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectada como
indicativa del pronéstico de dicho cancer vascular o hematolégico.

Segun un aspecto adicional, se proporciona un método para monitorizar la eficacia de una terapia en un sujeto que
tiene, se sospecha que tiene o esta predispuesto a un cancer vascular o hematolégico, que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o medir
nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i) comparar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectada con
una muestra de plasma anterior tomada de dicho sujeto para determinar la eficacia de dicha terapia.

Breve descripcion de las figuras

FIGURA 1: Concentracién de nucleosomas libres de células que contienen H3.1 en muestras de plasma obtenidas de
sujetos humanos sanos y sujetos humanos con leucemia linfocitica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML) y
linfoma no de Hodgkin (NHLin}).

FIGURA 2: Concentracién de nucleosomas libres de células que contienen H3.1 en muestras de plasma obtenidas de
sujetos humanos con diferentes tipos de cancer.
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FIGURA 3: Resultados de densidad éptica (DO) de ELISA de nucleosomas libres de células que contienen citrulinacion
de H3 (H3cit) en muestras de plasma de sujetos humanos sanos en comparacién con (A) resultados de todos los tipos
de canceres hematologicos ensayados, y (B) resultados de sujetos humanos con ALL, AML y NHL.

FIGURA 4: Resultados de DO de ELISA de nucleosomas libres de células que contienen H3K27Me3 en muestras de
plasma de sujetos humanos sanos en comparacién con (A) resultados de todos los tipos de canceres hematologicos
ensayados, y (B) resultados de sujetos humanos con ALL, AML y NHL.

FIGURA 5: Resultados de unidades de luz relativas (RLU) de ELISA de nucleosomas libres de células que contienen
acetilacion general de H4 (H4panAc) en muestras de plasma de sujetos humanos sanos en comparacién con (A)
resultados de todos los tipos de canceres hematologicos ensayados, y (B) resultados de sujetos humanos con ALL,
AML y NHL.

FIGURA 6: (A) Resultados de ELISA de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1
(ng/ml) en muestras de plasma tomadas de sujetos caninos sanos en comparacion con sujetos caninos diagnosticados
con linfoma, y (B) curva ROC que muestra la deteccién de linfoma canino usando los resultados de H3.1.

FIGURA 7: (A) Resultados de ELISA de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1
(ng/ml) en muestras de plasma tomadas de sujetos caninos sanos en comparacion con sujetos caninos diagnosticados
con hemangiosarcoma, y (B) curva ROC que muestra la deteccién de hemangiosarcoma canino usando los resultados
de H3.1.

FIGURA 8: Resultados de ELISA de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 (ng/ml}
y CRP (ug/ml) en muestras de plasma tomadas en serie de 2 sujetos caninos bajo tratamiento para hemangiosarcoma.

FIGURA 9: Resultados de ELISA de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 (ng/ml}
y CRP (ug/ml) en muestras de plasma tomadas en serie de 2 sujetos caninos bajo tratamiento para linfoma.

Descripcion detallada

Segun un primer aspecto, se proporciona un uso de una isoforma de histona H3.1 de un nucleosoma libre de células
como biomarcador en una muestra de plasma, para el diagnéstico o deteccién de un cancer vascular o hematolégico.
En particular, el cancer es un cancer hematologico.

El nucleosoma es la unidad basica de la estructura de la cromatina y consiste en un complejo proteico de ocho histonas
centrales altamente conservadas (que comprende un par de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4). Alrededor
de este complejo se envuelven aproximadamente 146 pares de bases de ADN. Otra histona, H1 o H5, actia como un
conector y esta implicada en la compactacion de la cromatina. EI ADN se enrolla alrededor de nucleosomas
consecutivos en una estructura que a menudo se dice que se asemeja a "perlas en una cadena" y esto forma la
estructura basica de la eucromatina o abierta. En la heterocromatina o compactada esta cadena se enrolla y se
superenrolla en una estructura cerrada y compleja (Herranz y Esteller (2007) Methods Mol. Biol. 361: 25-62).

Las referencias al "nucleosoma" pueden referirse al "nucleosoma libre de células" cuando se detecta en muestras de
fluido corporal. Se apreciara que el término nucleosoma libre de células a lo largo de este documento pretende incluir
cualquier fragmento de cromatina libre de células que incluya uno o mas nucleosomas. "Caracteristicas epigenéticas”,
"caracteristicas de sefial epigenética" o "estructuras de sefial epigenética" de un nucleosoma libre de células como se
hace referencia en la presente memoria pueden comprender, sin limitacion, una o mas modificaciones
postraduccionales de histonas, isoformas de histonas, nucleétidos modificados y/o proteinas unidas a un nucleosoma
en un aducto de nucleosoma-proteina.

Se entendera que el nucleosoma libre de células puede detectarse mediante la unién a un componente del mismo. El
término "componente del mismo", como se usa en la presente memoria, se refiere a una parte del nucleosoma, es
decir, no es necesario detectar el nucleosoma completo. El componente de los nucleosomas libres de células puede
seleccionarse del grupo que consiste en: una proteina histona (es decir, histona H1, H2A, H2B, H3 o H4), una
modificacién postraduccional de histona, una variante o isoforma de histona, una proteina unida al nucleosoma (es
decir, un aducto de nucleosoma-proteina), un fragmento de ADN asociado con el nucleosoma y/o un nucleétido
modificado asociado con el nucleosoma. Segun la presente invencion, el componente del mismo es la histona
(isoforma) H3.1.

Los métodos y usos de la invencion pueden medir el nivel de nucleosomas (libres de células) per se. Las referencias
a "nucleosomas per se" se refieren al nivel o concentracion total de nucleosomas presente en la muestra,
independientemente de cualquier caracteristica epigenética que los nucleosomas puedan o no incluir. La deteccion
del nivel total de nucleosomas implica tipicamente detectar una proteina histona comun a todos los nucleosomas, tal
como la histona H4. Por lo tanto, los nucleosomas per se pueden medirse detectando una proteina histona central, tal
como la histona H4. Como se describe en la presente memoria, las proteinas histonas forman unidades estructurales
conocidas como nucleosomas que se usan para empaquetar el ADN en las células eucariotas. Como se ha reportado
previamente en WO 2016/067029, se pueden usar variantes de histona particulares, tales como histona H3.1, H3.2 0
H3t, para aislar nucleosomas libres de células que se originan a partir de células tumorales. Por lo tanto, se puede
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detectar el nivel total de nucleosomas libres de células de origen tumoral.

El recambio celular normal en los seres humanos adultos implica la creacion por divisién celular de unas 10" células
diariamente y la muerte de un namero similar, principalmente por apoptosis. Durante el proceso de apoptosis, la
cromatina se descompone en mononucleosomas y oligonucleosomas que se liberan de las células. En condiciones
normales, se informa que los niveles de nucleosomas circulantes encontrados en sujetos sanos son bajos. Se
encuentran niveles elevados en sujetos con una variedad de afecciones que incluyen muchos canceres, enfermedades
autoinmunes, afecciones inflamatorias, apoplejia e infarto de miocardio (Holdenreider y Stieber (2009) Crit Rev Clin
Lab Sci, 46(1): 1-24).

Los métodos de ELISA de nucleosomas actuales se usan principalmente en cultivo celular, normalmente como un
método para detectar la apoptosis (Salgame et al. (1997) Nucleic Acids Res, 25(3): 680-681; Holdenrieder et al. (2001)
supra; van Nieuwenhuijze et al. (2003) Ann Rheum Dis, 62: 10-14), pero también se usan para la medicién de
nucleosomas libres de células circulantes en suero y plasma (Holdenrieder et al. (2001)). Los niveles séricos y
plasmaticos de nucleosomas libres de células liberados en la circulacién por las células moribundas se han medido
mediante métodos ELISA en estudios de varios canceres diferentes para evaluar su uso como biomarcador potencial.
Se ha reportado que los niveles medios de nucleosomas circulantes son altos en la mayoria, pero no en todos, los
canceres estudiados. Sin embargo, se reporta que los pacientes con tumores malignos tienen concentraciones de
nucleosomas en suero que variaron considerablemente y se encontré que algunos pacientes con enfermedad tumoral
avanzada tenian niveles bajos de nucleosomas circulantes, dentro del intervalo medido para sujetos sanos
(Holdenrieder et al. (2001)).

El nucleosoma libre de células puede ser un mononucleosoma u oligonucleosoma, o una mezcla de los mismos.

Los mononucleosomas y los oligonucleosomas pueden detectarse mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) y se han reportado varios métodos (por ejemplo, Salgame et al. (1997); Holdenrieder et al. (2001);
van Nieuwenhuijze et al. (2003)). Estos ensayos emplean tipicamente un anticuerpo anti-histona (por ejemplo, anti-
H2B, anti-H3 o anti-H1, H2A, H2B, H3 y H4) como anticuerpo de captura y un anticuerpo anti-ADN o anti-complejo
H2A-H2B-ADN como anticuerpo de deteccion.

Los nucleosomas circulantes no son un grupo homogéneo de complejos de proteina-acido nucleico. Mas bien, son un
grupo heterogéneo de fragmentos de cromatina que se originan a partir de la digestion de la cromatina en la muerte
celular e incluyen una inmensa variedad de estructuras epigenéticas que incluyen isoformas (o variantes) de histona
particulares, modificaciones de histona postraduccionales, nucledtidos o nucleétidos modificados y aductos de
proteinas. Sera evidente para los expertos en la técnica que una elevacion en los niveles de nucleosomas estara
asociada con elevaciones en algunos subconjuntos de nucleosomas circulantes que contienen sefiales epigenéticas
particulares que incluyen nucleosomas que comprenden isoformas (o variantes) de histona particulares, que
comprenden modificaciones de histona postraduccionales particulares, que comprenden nucledtidos particulares o
nucleétidos modificados y que comprenden aductos de proteinas particulares. Los ensayos para estos tipos de
fragmentos de cromatina son conocidos en la técnica (por ejemplo, véanse WO 2005/019826, WO 2013/030579, WO
2013/030578, WO 2013/084002).

Se entendera que los términos "estructura de sefial epigenética" y "caracteristica epigenética” se usan indistintamente
en la presente memoria. Se refieren a caracteristicas particulares del nucleosoma que pueden detectarse. En una
realizacion, la caracteristica epigenética del nucleosoma se selecciona del grupo que consiste en: una modificacion
de histona postraduccional, una variante de histona, un nucleétido particular y un aducto de proteina.

El término "variante de histona" e "isoforma de histona" se pueden usar indistintamente en la presente memoria. La
estructura del nucleosoma también puede variar mediante la inclusién de isoformas o variantes de histona alternativas
que son diferentes productos génicos o de corte y empalme y tienen diferentes secuencias de aminoacidos. Se
conocen en la técnica muchas isoformas de histona. Las variantes de histonas pueden clasificarse en varias familias
que se subdividen en tipos individuales. Las secuencias de nucleétidos de un gran nimero de variantes de histona
son conocidas y estan disponibles publicamente, por ejemplo, en la base de datos de histonas del Instituto Nacional
de Investigacion del Genoma Humano NHGRI (Marifio-Ramirez et al. The Histone Database: an integrated resource
for histones and histone fold-containing proteins. Database vol.2011. y
http://genome.nhgri.nih.gov/histones/complete.shtml), la base de datos de GenBank (secuencia genética de NIH), la
base de datos de secuencias de nucleétidos de EMBL y el banco de datos de ADN de Japén (DDBJ). Por ejemplo, las
variantes de histona H2 incluyen H2A1, H2A2, mH2A1, mH2A2, H2AX y H2AZ. En otro ejemplo, las isoformas de
histona de H3 incluyen H3.1, H3.2 y H3t.

Segun la presente invencion, la isoforma de histona es H3.1. Como se muestra en los ejemplos presentados en la
presente memoria, H3.1 fue eficaz para distinguir sujetos con cancer vascular o hematolégico de sujetos sanos. H3.1
fue particularmente eficaz en la identificacién de pacientes con linfoma porque el 84 % de los pacientes con NHL se
distinguieron de los sujetos sanos con una especificidad del 90 % (véase la Tabla 1).
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La estructura de los nucleosomas puede variar mediante modificacién postraduccional (PTM) de proteinas histonas.
La PTM de las proteinas histonas se produce tipicamente en las colas de las histonas centrales y las modificaciones
comunes incluyen acetilacién, metilacién o ubiquitinacion de residuos de lisina, asi como metilacion de residuos de
arginina y fosforilacion de residuos de serina y muchos otros. Se conocen muchas modificaciones de histonas en la
técnica y el nimero estd aumentando a medida que se identifican nuevas modificaciones ( (Zhao y Garcia, 2015 Cold
Spring Harb Perspect Biol, 7: a025064). Las PTM de histonas incluyen una PTM de histona de un nucleosoma central,
por ejemplo, H3, H2A, H2B o H4, en particular H3, H2A o H2B. Los ejemplos de tales PTM se describen en WO
2005/019826.

Por ejemplo, la modificacién postraduccional puede incluir acetilacién, metilacién, que puede ser mono, di o
trimetilacion, fosforilacién, ribosilacién, citrulinacién, ubiquitinacién, hidroxilaciéon, glucosilacién, nitrosilacién,
glutaminacion y/o isomerizacion (véase Auso (2001) Biochem Cell Bio 79: 693). Como se muestra en los ejemplos
presentados en la presente memoria, H3cit fue la PTM de histona més eficaz para distinguir sujetos con cancer
vascular o hematolégico de sujetos sanos.

También se puede detectar un grupo o clase de modificaciones postraduccionales de histonas relacionadas (en lugar
de una unica modificacion). Un ejemplo tipico, sin limitacién, implicaria un inmunoensayo de 2 sitios que empleara un
anticuerpo u otro ligante selectivo dirigido a unirse a nucleosomas y un anticuerpo u otro ligante selectivo dirigido a
unirse al grupo de modificaciones de histonas en cuestion. Los ejemplos de tales anticuerpos dirigidos a unirse a un
grupo de modificaciones de histona incluirian, con fines ilustrativos sin limitacion, anticuerpos anti-acetilacién general
(por ejemplo, un anticuerpo general-acetil H4 [H4panAc]), anticuerpos anti-citrulinacién o anticuerpos anti-ubiquitina.

Ademas de la sefializacién epigenética mediada por la isoforma de histona del nucleosoma y la composicién de PTM,
los nucleosomas también difieren en su composicion de nucledtidos y nucleétidos modificados. La hipometilacion
global del ADN es un sello distintivo de las células cancerosas y algunos nucleosomas pueden comprender mas
residuos de 5-metilcitosina (o residuos de 5-hidroximetilcitosina u otros nucleétidos o nucledtidos modificados) que
otros nucleosomas.

Un tipo adicional de subconjunto de nucleosomas circulantes son los aductos de proteinas y nucleosomas. Se sabe
desde hace muchos afios que la cromatina comprende un gran nimero de proteinas no histonas unidas a su ADN y/o
histonas constituyentes. Estas proteinas asociadas a cromatina son de una amplia variedad de tipos y tienen una
variedad de funciones que incluyen factores de transcripcion, factores de potenciacién de la transcripcion, factores de
represion de la transcripcion, enzimas modificadoras de histonas, proteinas de reparacién de dafios en el ADN y
muchas mas. Estos fragmentos de cromatina que incluyen nucleosomas y otras proteinas de cromatina no histonas o
ADN vy otras proteinas de cromatina no histonas se describen en la técnica.

Una proteina puede formar un aducto con el nucleosoma, por ejemplo: un factor de transcripcién, una proteina del
grupo de alta movilidad o una enzima modificadora de cromatina. Las referencias a "factor de transcripcion" se refieren
a proteinas que se unen al ADN y regulan la expresién génica promoviendo (es decir, activadores) o suprimiendo (es
decir, represores) la transcripcion. Los factores de transcripcion contienen uno o mas dominios de unién a ADN (DBD),
que se unen a secuencias especificas de ADN adyacentes a los genes que regulan. Todos los nucleosomas circulantes
y restos, tipos o subgrupos de nucleosomas descritos en la presente memoria pueden ser Utiles en la presente
invencién.

Se entendera que se puede detectar mas de una caracteristica epigenética de los nucleosomas libres de células en
los métodos y usos de la invencion. Se pueden usar miltiples biomarcadores como biomarcador combinado. Por lo
tanto, en una realizacién, el uso comprende mas de una caracteristica epigenética de los nucleosomas libres de células
como biomarcador combinado. Las caracteristicas epigenéticas pueden ser del mismo tipo (por ejemplo. PTM,
isoformas de histona, nucleotidos o aductos de proteina) o diferentes tipos (por ejemplo, una PTM en combinacioén
con una isoforma de histona). Por ejemplo, se puede detectar una modificacién de histona postraduccional y una
variante de histona (es decir, se detecta mas de un tipo de caracteristica epigenética). Alternativamente, o
adicionalmente, se detecta mas de un tipo de modificacién postraduccional de histona, o se detecta mas de un tipo de
isoforma de histona. En una realizacién, el biomarcador combinado es H3.1 y H3cit. En una realizacion alternativa, el
biomarcador combinado es H3.1 y H3K27Me3.

El término "biomarcador" significa un indicador biolégico o derivado biolégicamente distintivo de un proceso, evento o
afeccion. Los biomarcadores pueden usarse en métodos de diagnéstico, por ejemplo, cribado clinico, y evaluacion del
prondstico y en la monitorizacién de los resultados de la terapia, identificando a los pacientes que responden mas
probablemente a un tratamiento terapéutico particular, cribado y desarrollo de farmacos. Los biomarcadores y usos
de los mismos son valiosos para la identificacion de nuevos tratamientos farmacolégicos y para el descubrimiento de
nuevas dianas para el tratamiento farmacolégico.

Los métodos y usos descritos en la presente memoria pueden ensayarse en muestras de fluido corporal, en particular
muestras de sangre, suero o plasma. Preferiblemente, se usan muestras de plasma. Las muestras de plasma pueden
recogerse en tubos de recogida que contienen uno o mas anticoagulantes tales como acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), heparina o citrato de sodio, en particular EDTA.
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Canceres hematolégicos

Los canceres hematolégicos son canceres de la sangre, por lo tanto, también pueden denominarse "canceres de la
sangre". Existen 3 tipos principales de canceres hematolégicos: leucemias, que estan causadas por la produccién
rapida de globulos blancos anormales; linfomas que estan causados por células de linfoma anormales; y mielomas,
que es un cancer de las células plasmaticas.

En una realizacion, el cancer hematolégico se selecciona de linfoma, leucemia, mieloma, enfermedad
mieloproliferativa cronica, gammapatia monoclonal de significacién incierta, sindrome mielodisplasico y amiloidosis.
En una realizacién adicional, el cancer hematolégico se selecciona de leucemia o linfoma.

La leucemia afecta a los glébulos blancos y puede clasificarse por el tipo de glébulos blancos afectados (mieloide o
linfatica) y por la forma en que progresa la enfermedad (aguda o crénica). Se han identificado varios tipos de leucemia
incluyendo, pero sin limitarse a: leucemia linfoblastica aguda (ALL; que también puede denominarse leucemia
linfocitica aguda), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia megacarioblastica aguda (AMKL), leucemia
promielocitica aguda (APL), leucemia mieloide aguda infantil (C-AML), leucemia linfocitica aguda infantil (C-ALL),
leucemia eosinofilica cronica (CEL), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mieloide cronica (CML), leucemia
mielomonocitica crénica (CMML), leucemia neutrofilica cronica, leucemia de células pilosas, leucemia mielomonocitica
juvenil (JMML), leucemia linfocitica granular grande (LGLL), leucemia linfoblastica aguda de células T y leucemia
prolinfocitica.

En una realizacion, la leucemia es una leucemia aguda, tal como leucemia linfocitica aguda (ALL), leucemia mieloide
aguda (AML), leucemia megacarioblastica aguda (AMKL) o leucemia promielocitica aguda (APL). En una realizacién
adicional, la leucemia se selecciona de leucemia linfocitica aguda (ALL) y leucemia mieloide aguda (AML).
Alternativamente, en una realizacién, la leucemia es una leucemia crénica, tal como leucemia eosinofilica crénica
(CEL), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mieloide crénica (CML), leucemia mielomonocitica crénica (CMML)
0 leucemia neutrofilica crénica.

Tanto el linfoma de Hodgkin (HL) como el linfoma no de Hodgkin (NHL) son linfomas. La mayoria de los pacientes con
NHL tienen mas de 55 afios cuando se diagnostican por primera vez, mientras que la edad media para el diagnéstico
del linfoma de Hodgkin es 39. En una realizacion, el linfoma es linfoma no de Hodgkin (NHL). EI NHL puede surgir en
los ganglios linfaticos en cualquier lugar del cuerpo, mientras que el HL tipicamente comienza en la parte superior del
cuerpo, tal como el cuello, el pecho o las axilas.

El linfoma de Hodgkin se diagnostica a menudo en una etapa temprana y, por lo tanto, se considera uno de los
canceres mas tratables. El linfoma no de Hodgkin tipicamente no se diagnostica hasta que ha alcanzado una etapa
mas avanzada, por lo tanto, los métodos de la invencién encuentran un uso particular en el diagnéstico de NHL donde
existe la necesidad de detectar pacientes en una etapa temprana de la enfermedad para mejorar el resultado del
tratamiento.

Otros canceres de la sangre

El angiosarcoma y el hemangiosarcoma son canceres de tejidos blandos que implican la proliferacion de las células
que recubren el sistema vascular, por lo tanto, pueden denominarse "canceres vasculares". Al igual que los canceres
hematopoyéticos, estos asociados intimamente con la vasculatura y las células afectadas estan en contacto directo
con el fluido circulante de la sangre. Hemos mostrado que estos canceres de la sangre estan asociados a niveles muy
altos de nucleosomas circulantes que son similares a los niveles observados en el linfoma.

Métodos de deteccion y diagnéstico

La invencién proporciona métodos que pueden usarse en la deteccion o diagnoéstico de pacientes con canceres
vasculares o hematolégicos. Por lo tanto, segun un aspecto adicional, se proporciona un método para diagnosticar o
detectar un cancer vascular o hematolégico que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o
medir nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i1 utilizar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectado para
diagnosticar al sujeto con el cancer vascular o hematolégico.

Segun un aspecto adicional, se proporciona un método para diagnosticar o detectar un cancer hematolégico que
comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o
medir nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i1 utilizar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectado para
diagnosticar al sujeto con el cancer hematolégico.
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Alternativamente, segun un aspecto adicional, se proporciona un método para diagnosticar o detectar un cancer
vascular que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o
medir nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i) usar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectado para
diagnosticar al sujeto con el cancer vascular.

Segun un aspecto adicional, se proporciona un método para determinar el pronéstico de un sujeto con un cancer
vascular o hematolégico, que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o
medir nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i) utilizar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectado
como indicativo del pronostico de dicho cancer vascular o hematolégico.

Si se determina que un sujeto no tiene un cancer vascular o hematolégico, entonces la invencion todavia puede usarse
para los fines de monitorizar la progresion de la enfermedad. Por ejemplo, si el uso comprende una muestra de un
sujeto que se ha determinado que no tiene un cancer vascular o hematolégico, entonces las mediciones del nivel de
biomarcador pueden repetirse en otro punto de tiempo para establecer si el nivel de biomarcador ha cambiado.

Segun un aspecto adicional, se proporciona un método para monitorizar la eficacia de una terapia en un sujeto que
tiene, se sospecha que tiene o esta predispuesto a un cancer vascular o hematolégico, que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o
medir nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i) comparar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectado
con una muestra de plasma anterior tomada de dicho sujeto para determinar |a eficacia de dicha terapia.

La deteccion y/o cuantificacion se puede realizar directamente en la muestra de nucleosomas purificada o enriquecida,
o indirectamente en un extracto de la misma, o en una dilucién de la misma. La cuantificacién de la cantidad del
biomarcador presente en una muestra puede incluir determinar la concentracién del biomarcador presente en la
muestra. Los usos y métodos de deteccion, monitorizacion y diagnéstico segln la invencién descritos en la presente
memoria son Utiles para confirmar la existencia de una enfermedad, para monitorizar el desarrollo de la enfermedad
evaluando el inicio y la progresién, o para evaluar la mejora o regresién de la enfermedad. Los usos y métodos de
deteccién, monitorizacion y diagnostico también son (tiles en métodos para la evaluacion de cribado clinico,
prondstico, eleccion de terapia, evaluacion de beneficio terapéutico, es decir, para el cribado de farmacos y el
desarrollo de farmacos.

La deteccién o medicion puede comprender un método de inmunoensayo, inmunoquimico, de espectroscopia de
masas, cromatografico, de inmunoprecipitacion de cromatina o biosensor. En particular, la deteccién y/o medicién
puede comprender un método de inmunoensayo de 2 sitios para restos de nucleosomas. Dicho método se prefiere
para la medicién de nucleosomas o caracteristicas epigenéticas incorporadas en nucleosomas in situ empleando dos
agentes de unién anti-nucleosoma o un agente de unién anti-nucleosoma en combinacién con un agente de union de
deteccion anti-modificacion de histona o anti-variante de histona o anti-modificacién de ADN o anti-aducto de proteina.
Ademas, la deteccién y/o medicién puede comprender un inmunoensayo de 2 sitios que emplea un agente de unién
de deteccién anti-nucleosoma marcado en combinaciéon con un agente de unién inmovilizado anti-modificacion de
histona o anti-variante de histona o anti-modificacién de ADN o anti-proteina en aducto.

La deteccién o medicién del nivel del o de los biomarcadores se puede realizar usando uno o mas reactivos, tales
como un agente de unién adecuado. Por ejemplo, el uno o mas agentes de unién pueden comprender un ligando o
ligante especifico para el biomarcador deseado, por ejemplo, nucleosomas o parte componente de los mismos, una
caracteristica epigenética de un nucleosoma, un mimético estructural/de forma del nucleosoma o parte componente
del mismo, opcionalmente en combinacién con una o mas interleuquinas.

Estara claro para los expertos en la técnica que los términos "anticuerpo”, "ligante” o "ligando" como se usan en la
presente memoria no son limitantes, sino que se pretende que incluyan cualquier ligante capaz de unirse a moléculas
o entidades particulares y que cualquier ligante adecuado puede usarse en el método de la invencién. También estara
claro que el término "nucleosomas” pretende incluir mononucleosomas y oligonucleosomas y cualquier fragmento de
cromatina de proteina-ADN que pueda analizarse en medios fluidos.

Los métodos para detectar biomarcadores se conocen en la técnica. Los reactivos pueden comprender uno 0 mas
ligandos o ligantes, por ejemplo, compuestos naturales o sintetizados quimicamente, capaces de unirse
especificamente a la diana deseada. Un ligando o ligante puede comprender un péptido, un anticuerpo o un fragmento
del mismo, o un ligando sintético tal como un anticuerpo plastico, o un aptamero u oligonucleétido, capaz de unirse
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especificamente a la diana deseada. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo. Se
entendera que, si se usa un fragmento de anticuerpo, entonces retiene la capacidad de unirse al biomarcador de modo
que el biomarcador pueda detectarse (segln la presente invencién). Un ligando/ligante puede marcarse con un
marcador detectable, tal como un marcador luminiscente, fluorescente, enzimatico o radiactivo; alternativa o
adicionalmente, un ligando segun la invencién puede marcarse con una etiqueta de afinidad, por ejemplo, una etiqueta
de biotina, avidina, estreptavidina o His (por ejemplo, hexa-His). Alternativamente, la unién al ligando puede
determinarse usando una tecnologia sin marcador, por ejemplo, la de ForteBio Inc.

El término "detectar" o "diagnosticar", como se usa en la presente memoria, abarca la identificacién, confirmacién y/o
caracterizacién de un estado de enfermedad. Los métodos de deteccién, monitorizacién y diagnéstico segun la
invencion son Utiles para confirmar la existencia de una enfermedad, para monitorizar el desarrollo de la enfermedad
evaluando el inicio y la progresion, o para evaluar la mejora o regresion de la enfermedad. Los métodos de deteccion,
monitorizacion y diagnostico también son Utiles en métodos para la evaluacion de cribado clinico, prondstico, eleccion
de terapia, evaluacion de beneficio terapéutico, es decir, para el cribado de farmacos y el desarrollo de farmacos.

En una realizacion, el método descrito en la presente memoria se repite en multiples ocasiones. Esta realizacion
proporciona la ventaja de permitir que los resultados de deteccién sean monitorizados durante un periodo de tiempo.
Tal disposicién proporcionara el beneficio de monitorizar o evaluar la eficacia del tratamiento de un estado de
enfermedad. Tales métodos de monitorizacién de la invencién pueden usarse para monitorizar el inicio, progresion,
estabilizacién, mejora, recaida y/o remision.

En los métodos de monitorizacion, las muestras de ensayo pueden tomarse en dos 0 mas ocasiones. El método puede
comprender ademas comparar el nivel del o de los biomarcadores presentes en la muestra de ensayo con uno o mas
controles y/o con una o mas muestras de ensayo anteriores tomadas antes del mismo sujeto de ensayo, por ejemplo,
antes del comienzo de la terapia, y/o del mismo sujeto de ensayo en una etapa anterior de la terapia. El método puede
comprender detectar un cambio en la naturaleza o cantidad del o de los biomarcadores en muestras de ensayo
tomadas en diferentes ocasiones.

Un cambio en el nivel del biomarcador en la muestra de ensayo con respecto al nivel en una muestra de ensayo previa
tomada antes del mismo sujeto de ensayo puede ser indicativo de un efecto beneficioso, por ejemplo, estabilizacién o
mejora de dicha terapia en el trastorno o trastorno sospechado. Ademas, una vez que se ha completado el tratamiento,
el método de la invencién puede repetirse periédicamente para monitorizar la recurrencia de una enfermedad.

Los métodos para monitorizar la eficacia de una terapia pueden usarse para monitorizar la eficacia terapéutica de
terapias existentes y nuevas terapias en sujetos humanos y en animales no humanos (por ejemplo, en modelos
animales). Estos métodos de monitorizacién pueden incorporarse en cribados para nuevas sustancias farmacologicas
y combinaciones de sustancias.

En una realizacion adicional, la monitorizacion de cambios mas rapidos debidos a terapias de accion rapida puede
realizarse a intervalos mas cortos de horas o dias.

Se proporcionan kits (o0 paneles) de diagnéstico o monitorizacién para realizar los métodos de la invencion. Dichos kits
comprenderan adecuadamente uno o mas ligandos para la deteccion y/o cuantificacién del biomarcador, y/o un
biosensor, y/o una matriz como se describe en la presente memoria, opcionalmente junto con instrucciones para el
uso del Kit.

También se describe un kit para detectar la presencia de un estado patologico, que comprende un biosensor capaz
de detectar y/o cuantificar uno o mas de los biomarcadores como se definen en la presente memoria. Como se usa
en la presente memoria, el término "biosensor" significa cualquier cosa capaz de detectar la presencia del biomarcador.
En la presente memoria se describen ejemplos de biosensores. Los biosensores pueden comprender un ligante
ligando o ligandos, como se describe en la presente memoria, capaces de unirse especificamente al biomarcador.
Dichos biosensores son Utiles para detectar y/o cuantificar un biomarcador.

De manera adecuada, los biosensores para la deteccién de uno o mas biomarcadores combinan el reconocimiento
biomolecular con medios apropiados para convertir la deteccion de la presencia, o cuantificacién, del biomarcador en
la muestra en una sefial. Los biosensores pueden adaptarse para ensayos de diagnéstico de "sitio alternativo", por
ejemplo, en la sala hospitalaria, departamento de pacientes externos, cirugia, hogar, campo y lugar de trabajo. Los
biosensores para detectar uno o mas biomarcadores incluyen sensores acusticos, de resonancia de plasmoén,
holograficos, de interferometria de biocapa (BLI) y microingenieria. Los elementos de reconocimiento impresos, la
tecnologia de transistores de pelicula fina, los dispositivos resonadores acusticos magnéticos y otros sistemas
acUstico-eléctricos novedosos se pueden emplear en biosensores para la deteccion de uno o mas biomarcadores.

Los biomarcadores para detectar la presencia de una enfermedad son dianas esenciales para el descubrimiento de
nuevas dianas y moléculas de farmaco que retardan o detienen la progresién del trastorno. Como el nivel del
biomarcador es indicativo de trastorno y de respuesta a farmacos, el biomarcador es Util para la identificacién de
nuevos compuestos terapéuticos en ensayos in vitro y/o in vivo. Los biomarcadores descritos en la presente memoria
pueden emplearse en métodos para cribar compuestos que modulan la actividad del biomarcador.
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Por lo tanto, también se describe el uso de un ligante o ligando, como se describe, que puede ser un péptido, anticuerpo
o fragmento del mismo o aptamero u oligonucledtido dirigido a un biomarcador; o el uso de un biosensor, o una matriz,
o un kit, para identificar una sustancia capaz de promover y/o suprimir la generacion del biomarcador.

Los inmunoensayos descritos en la presente memoria incluyen cualquier método que emplea uno o mas anticuerpos
u otros ligantes especificos dirigidos para unirse a los biomarcadores definidos en la presente memoria. Los
inmunoensayos incluyen inmunoensayos de 2 sitios 0 ensayos inmunométricos que emplean métodos de deteccion
enzimaticos (por ejemplo, ELISA), ensayos inmunomeétricos marcados con fluorescencia, ensayos inmunométricos
marcados con fluorescencia en tiempo resuelto, ensayos inmunométricos quimioluminiscentes, ensayos
inmunoturbidimétricos, ensayos inmunométricos marcados con particulas y ensayos inmunoradiométricos, asi como
inmunoensayos de sitio Unico, inmunoensayos limitados por reactivos, métodos de inmunoensayo competitivos que
incluyen métodos de inmunoensayo de antigeno marcado y anticuerpo Unico marcado con una variedad de tipos de
marcadores que incluyen marcadores radiactivos, enzimaticos, fluorescentes, fluorescentes de tiempo resuelto y en
particulas. Todos estos métodos de inmunoensayo son bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Salgame et
al. (1997) y van Nieuwenhuijze et al. (2003).

La identificacién, deteccién y/o cuantificacion se puede realizar mediante cualquier método adecuado para identificar
la presencia y/o cantidad de una proteina especifica en una muestra biolégica de un sujeto o una purificacion o extracto
de una muestra biolégica o una dilucién de la misma. En particular, la cuantificacién puede realizarse midiendo la
concentracion de la diana en la muestra o muestras. Las muestras bioldégicas que pueden ensayarse en un método
de la invencién incluyen las definidas anteriormente en esta memoria. Las muestras pueden prepararse, por ejemplo,
cuando sea apropiado, diluirse o0 concentrarse, y almacenarse de la manera habitual. La presente invencién encuentra
un uso particular en muestras de plasma que pueden obtenerse del sujeto.

La identificacion, deteccién y/o cuantificaciéon de biomarcadores se puede realizar mediante la deteccion del
biomarcador o de un fragmento del mismo, por ejemplo, un fragmento con truncamiento C-terminal, o con truncamiento
N-terminal. Los fragmentos tienen adecuadamente mas de 4 aminoacidos de longitud, por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos de longitud. Se observa, en particular, que los péptidos de la misma
secuencia o relacionada con la de las colas de histona son fragmentos particularmente Utiles de proteinas de histona.

Por ejemplo, la deteccién y/o cuantificacion se puede realizar mediante uno o mas método(s) seleccionados del grupo
que consiste en: SELDI (-TOF), MALDI (-TOF), un analisis basado en gel 1-D, un analisis basado en gel 2-D,
espectrometria de masas (MS), LC de fase inversa (RP), permeacion por tamafio (filtracién en gel), intercambio iénico,
afinidad, HPLC, UPLC y otras técnicas basadas en LC o LC MS. Las técnicas de LC MS apropiadas incluyen ICAT®
(Applied Biosystems, CA, EE. UU.) o iTRAQ® (Applied Biosystems, CA, EE. UU.). También podrian usarse
cromatografia liquida (por ejemplo, cromatografia liquida de alta presién (HPLC) o cromatografia liquida de baja
presion (LPLC)), cromatografia de capa fina, espectroscopia de RMN (resonancia magnética nuclear).

Los métodos que implican la deteccién y/o cuantificacién de uno o mas biomarcadores pueden realizarse en
instrumentos de sobremesa, o pueden incorporarse en plataformas desechables, de diagnéstico o de monitorizacion
que pueden usarse en un entorno no de laboratorio, por ejemplo, en el consultorio del médico o al lado de la cama del
sujeto. Los biosensores adecuados para realizar los métodos de la invencion incluyen tarjetas “de crédito” con lectores
oOpticos o acusticos. Los biosensores pueden configurarse para permitir que los datos recogidos se transmitan
electrénicamente al médico para su interpretacion y, por lo tanto, pueden formar la base para la medicina electrénica.

La identificacion de biomarcadores para un estado de enfermedad permite la integraciéon de procedimientos de
diagnostico y regimenes terapéuticos. Los biomarcadores proporcionan los medios para indicar la respuesta
terapéutica, el fracaso en la respuesta, el perfil de efectos secundarios desfavorable, el grado de cumplimiento de la
medicacion y el logro de niveles séricos de farmaco adecuados. Los biomarcadores pueden usarse para proporcionar
una advertencia de respuesta adversa al farmaco. Los biomarcadores son utiles en el desarrollo de terapias
personalizadas, ya que la evaluacion de la respuesta se puede usar para ajustar finamente la dosificacion, minimizar
el nimero de medicaciones prescritas, reducir el retraso en lograr la terapia eficaz y evitar reacciones adversas a
farmacos. Por lo tanto, al monitorizar un biomarcador, el cuidado del sujeto se puede adaptar con precision para que
cumpla con las necesidades determinadas por el trastorno y el perfil farmacogendémico del sujeto, el biomarcador se
puede usar, por lo tanto, para titular la dosis 6ptima, predecir una respuesta terapéutica positiva e identificar a aquellos
sujetos con alto riesgo de efectos secundarios graves. Los ensayos basados en biomarcadores proporcionan una
evaluacion de primera linea de sujetos 'nuevos', y proporcionan medidas objetivas para un diagnéstico preciso y
rapido, no alcanzable usando las medidas actuales.

Los métodos de monitorizacién de biomarcadores, biosensores y kits también son vitales como herramientas de
monitorizacion de sujetos, para permitir al médico determinar si la recaida es debida al empeoramiento del trastorno.
Si se evalla que el tratamiento farmacolégico es inadecuado, entonces la terapia puede reestablecerse o aumentarse;
puede darse un cambio en la terapia si es apropiado. Como los biomarcadores son sensibles al estado del trastorno,
proporcionan una indicacién del impacto de la terapia farmacolégica.
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Las referencias a "sujeto" o "paciente” se usan indistintamente en la presente memoria. El sujeto puede ser un sujeto
humano o animal. En una realizacién, el sujeto es un ser humano. En una realizacion, el sujeto es un animal (no
humano). En una realizacién, el sujeto es un mamifero no humano, tal como un perro, ratén, rata o caballo, en particular
un perro. Se pueden realizar el uso, paneles y métodos descritos en la presente memoria in vitro o ex vivo.

En una realizacion, se sospecha que el sujeto presenta una recaida de un cancer vascular o hematolégico. La
enfermedad residual minima (MRD) es el nombre dado a un pequefio nimero de células leucémicas (células
cancerosas de la médula ésea) que permanecen en la persona durante el tratamiento, o después del tratamiento
cuando el paciente esta en remisién (es decir, pacientes sin sintomas o signos de enfermedad). Sin embargo, la MRD
es la principal causa de recaida en el cancer y la leucemia. Los métodos de la invencién son por lo tanto Utiles en la
monitorizacion de pacientes que se sospecha que presentan una recaida, particularmente pacientes que estan en
remision del cancer.

El sujeto ensayado usando los métodos descritos en la presente memoria puede presentar sintomas indicativos de
cancer hematolégico, por ejemplo, anemia, leucocitosis y/o ganglios linfaticos hinchados. En una realizacién, el sujeto
tiene un alto nivel de leucocitosis. Esto también puede denominarse "recuento alto de glébulos blancos". Los canceres
hematolégicos tipicamente causan un aumento de la proliferacién de glébulos blancos o rojos anormales que dan
como resultado un alto recuento de glébulos blancos. Sin embargo, la leucocitosis no es suficiente para diagnosticar
a un paciente con un cancer hematolégico (en particular leucemia) porque es frecuentemente un signo de una
respuesta inflamatoria, lo mas comidnmente el resultado de una infeccion. Por lo tanto, los métodos de la invencién
son capaces de proporcionar un método mas especifico para detectar pacientes que probablemente padecen un
cancer hematolégico.

La deteccion y/o cuantificacion se puede comparar con un nivel de corte. Los valores de corte pueden predeterminarse
analizando resultados de multiples pacientes y controles, y determinando un valor adecuado para clasificar a un sujeto
como con o sin la enfermedad. Por ejemplo, para enfermedades en donde el nivel de biomarcador es mayor en
pacientes que padecen la enfermedad, entonces si el nivel detectado es mayor que el valor de corte, se indica que el
paciente padece la enfermedad. Alternativamente, para enfermedades en donde el nivel de biomarcador es menor en
pacientes que padecen la enfermedad, entonces si el nivel detectado es menor que el valor de corte, se indica que el
paciente padece la enfermedad. Las ventajas de usar valores de corte simples incluyen la facilidad con la que los
médicos pueden comprender el ensayo y la eliminacién de cualquier necesidad de software u otras ayudas en la
interpretacién de los resultados del ensayo. Los niveles de corte se pueden determinar usando métodos en la técnica.

La deteccidn y/o cuantificacion también se puede comparar con un control. Estara claro para los expertos en la técnica
que los sujetos de control pueden seleccionarse en una variedad de bases que pueden incluir, por ejemplo, sujetos
que se sabe que estan libres de la enfermedad o pueden ser sujetos con una enfermedad diferente (por ejemplo, para
la investigacién del diagnostico diferencial). El "control" puede comprender un sujeto sano, un sujeto no enfermo y/o
un sujeto sin cancer vascular o hematolégico. La comparacién con un control es bien conocida en el campo del
diagnostico.

Por lo tanto, en una realizacion, el método comprende adicionalmente comparar el nivel de dichos nucleosomas libres
de células en dicha muestra de plasma con uno o mas controles. Por ejemplo, el método puede comprender comparar
el nivel de nucleosomas libres de células presente en una muestra de plasma obtenida del sujeto con el nivel de
nucleosomas libres de células presente en una muestra de plasma obtenida de un sujeto normal. El control puede ser
un sujeto sano. Alternativamente, el control puede ser un sujeto enfermo, tal como un sujeto con una infeccién.

Alternativamente, el control es un sujeto con un cancer que no es un cancer vascular o hematologico, es decir, el
sujeto de control tiene un cancer que afecta a un érgano diferente en el cuerpo. Los datos proporcionados en la
presente memoria muestran que los biomarcadores estaban significativamente elevados en pacientes con cancer en
la sangre en comparacién con pacientes con otras formas de cancer, por lo tanto, pueden usarse para diagnosticar
diferencialmente a pacientes con canceres vasculares o hematolégicos sobre pacientes con otras formas de cancer.
Por lo tanto, en un aspecto, el diagnéstico comprende el diagnéstico diferencial de cancer vascular o hematolégico
sobre cancer no vascular o no hematolégico. Un "cancer no vascular o no hematolégico” es un cancer que no es un
cancer de la sangre y no implica la proliferacién de las células sanguineas o células vasculares, tales como cancer de
vejiga, cancer de hueso, cancer de cerebro, cancer esofagico, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel (tal como
melanoma), cancer de tiroides, cancer de lengua, cancer uterino y/o cancer cuello uterino.

El control puede ser un sujeto con un alto nivel de leucocitosis. Como se analiza en la presente memoria, la leucocitosis
no es un sintoma que sea Unico para la leucemia. Por lo tanto, los métodos de la invencion pueden usarse para
comparar un control con un alto nivel de leucocitosis que no es el resultado de un cancer vascular o hematolégico, tal
como un control con inflamacién, una infeccién y/o tomar medicacion.

En una realizacion, el nivel de nucleosomas libres de células es elevado en comparacién con el control.

Se entendera que no es necesario medir los niveles de control con fines comparativos en cada ocasién. Por ejemplo,
para controles sanos/no enfermos, una vez que se establece el "intervalo normal”, puede usarse como punto de
referencia para todos los ensayos posteriores. Se puede establecer un intervalo normal obteniendo muestras de
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multiples sujetos de control sin un cancer vascular o hematolégico y ensayando el nivel de biomarcador. Los resultados
(es decir, los niveles de biomarcadores) para sujetos que se sospecha que tienen un cancer vascular o hematolégico
pueden examinarse entonces para ver si estan dentro, o fuera, del intervalo normal respectivo. El uso de un "intervalo
normal" es practica estandar para la deteccion de enfermedades.

En una realizacién, el método comprende adicionalmente determinar al menos un parametro clinico para el paciente.
Este parametro puede usarse en la interpretacién de los resultados. Los parametros clinicos pueden incluir cualquier
informacién clinica relevante, por ejemplo, sin limitacién, sexo, peso, indice de masa corporal (IMC), estado de
tabaquismo y héabitos dietéticos. Por lo tanto, en una realizacion, el parametro clinico se selecciona del grupo que
consiste en: edad, sexo e indice de masa corporal (IMC).

En una realizacion, el método de la invencién se realiza para identificar a un sujeto con alto riesgo de tener un cancer
vascular o hematolégico y, por lo tanto, necesita ensayos adicionales (es decir, investigaciones adicionales del cancer).
El ensayo adicional puede implicar uno o mas de: biopsia (tal como biopsia de médula ésea o biopsia de ganglios
linfaticos), ensayo citogenético, inmunofenotipado, escaneo CT, rayos X (en particular rayos X de pecho para
identificar ganglios linfaticos hinchados) y/o puncién lumbar.

Los métodos y biomarcadores descritos en la presente memoria pueden usarse para identificar si un paciente necesita
una biopsia, en particular una biopsia de médula 6sea o ganglio linfatico. Por lo tanto, también se describe un método
para identificar a un paciente que necesita una biopsia que comprende obtener una muestra de plasma de dicho
paciente, detectar el nivel de nucleosomas libres de células en la muestra de plasma, y usar los resultados obtenidos
del ensayo del panel para identificar si el paciente necesita una biopsia.

Biomarcadores adicionales

El nivel de nucleosomas libres de células puede detectarse o0 medirse como uno de un panel de mediciones. El panel
puede comprender diferentes caracteristicas epigenéticas del nucleosoma como se describié anteriormente en la
presente memoria (por ejemplo, una isoforma de histona y un PTM). En una realizacién, el panel comprende una o
mas citoquinas, tales como una o0 mas interleuquinas.

Las interleuquinas (IL) son un grupo de citoquinas, secretadas normalmente por leucocitos, que actian como
moléculas sefial. Tienen papeles clave en la estimulacién de respuestas inmunes e inflamacion. Se identificaron por
primera vez en la década de 1970 y se han designado numéricamente ya que se han descubierto mas tipos de
interleuquina. Los ejemplos de interleuquinas incluyen, pero no se limitan a: IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14 e IL-15.

En una realizacién, la una o mas interleuquinas se seleccionan del grupo que consiste en: interleuquina-6 (IL-6),
interleuquina-10 (IL-10) e interleuquina-18 (IL-1B).

La interleuquina puede ser IL-6. La interleuquina-6 (IL-6) es una citoquina con una amplia variedad de funciones
biolégicas. Es un potente inductor de la fiebre y de la respuesta de fase aguda. La secuencia de IL-6 humana es
conocida en la técnica y se describe en el No de Acceso de UniProt. P05231. En una realizacion particular, la
interleuquina puede ser IL-6 y el panel de mediciones puede comprender la medicion de la isoforma de histona H3.1
e IL-6.

Alternativamente, o adicionalmente, la interleuquina puede ser IL-10. La interleuquina-10 (IL-10) es una citoquina
antiinflamatoria con una amplia variedad de funciones biolégicas. La secuencia de IL-10 humana es conocida en la
técnica y se describe en el No de Acceso de UniProt. P22301. En una realizacién particular, la interleuguina puede ser
IL-10 y el panel de mediciones puede comprender la medicién de la modificacion postraduccional de histona H3cit e
IL-10.

Alternativamente, o adicionalmente, la interleuquina puede ser IL-1B. La interleuquina-1B (IL-1B) es una citoquina
proinflamatoria y esta implicada en una variedad de actividades celulares, incluyendo proliferacion, diferenciacion y
apoptosis celulares. En una realizacién particular, la interleuquina puede ser IL-1B y el panel de mediciones puede
comprender la medicién de la isoforma de histona H3.1 e IL-1B. Més particularmente, el panel puede comprender la
medicién de la isoforma de histona H3.1 e IL-1B, en donde el cancer vascular o hematologico es linfoma, tal como
NHL.

Por ejemplo, la medicién de nucleosomas libres de células se puede combinar con mas de una medicion de
interleuquina, tal como IL-6 e IL-18 o IL-10 e IL-1B 0 IL-6 e IL-10. En una realizacion adicional, el panel de mediciones
es H3.1, IL-6 e IL-1B.

Los modelos pueden derivarse usando los biomarcadores. Los métodos para derivar modelos o algoritmos tales como
los de las Tablas 5 y 6 de los Ejemplos son bien conocidos en la técnica y estan disponibles paquetes de software
adecuados. Las herramientas de software tipicas para este propésito incluyen SPSS (Paquete Estadistico para las
Ciencias Sociales) y "R". Estos paquetes de software proporcionan un modelado de datos lineal y no lineal de datos
clinicos.
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Estara claro para los expertos en la técnica que cualquier combinacién de los biomarcadores divulgados en la presente
memoria puede usarse en paneles y algoritmos para la deteccién de cancer vascular o hematolégico, y que pueden
afadirse marcadores adicionales a un panel que incluye estos marcadores.

Se entendera que las realizaciones descritas en la presente memoria pueden aplicarse a todos los aspectos de la
invencién, es decir, la realizacién descrita para los usos puede aplicarse igualmente a los métodos reivindicados y asi
sucesivamente.

La invencién se ilustrara ahora con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1

Se tomaron muestras de plasma de una cohorte de 116 sujetos humanos. Para cada sujeto, se recogié una extraccion
de sangre completa en un tubo vacutainer con EDTA y el tubo se invirti6 10 veces suavemente. La sangre completa
se centrifugd durante 15 minutos a 1.500 g en 2 horas después de la extraccién de la sangre. El plasma se transfirid
a un criotubo y se congel6 inmediatamente. En la cohorte, 62 sujetos estaban sanos, 25 sujetos tenian linfoma no de
Hodgkin (NHL), 22 sujetos tenian leucemia mieloide aguda (AML)} y 7 sujetos tenian leucemia linfoblastica aguda
(ALL). Los sujetos con leucemia o linfoma podrian categorizarse adicionalmente como pacientes con cancer en el
diagnostico (31 sujetos en total; 16 sujetos con NHL en el diagnéstico, 15 sujetos con leucemia en el diagnéstico), o
pacientes con cancer de recaida (15 sujetos en total; 6 sujetos con recaida de NHL, 9 sujetos con recaida de leucemia).

Las muestras se analizaron para determinar nucleosomas que contenian H3.1 mediante ELISA. Brevemente, las
mediciones de nucleosomas que contienen la isoforma de histona H3.1 se realizaron de la siguiente manera: se
afiadieron 80 pl de tampén de ensayo y 20 ul de muestra de plasma o preparacion de nucleosomas estandar a un
pocillo de microtitulacion recubierto con un anticuerpo dirigido para unirse a la histona H3.1. La placa de microtitulacion
se cubri6 y se incubd con agitacion suave durante 2,5 horas a temperatura ambiente. Se deseché el contenido de los
pocillos de microtitulacién. Los pocillos se lavaron tres veces con 200 ul de una solucion de lavado y se afiadieron 100
ul de un anticuerpo anti-nucleosoma biotinilado. La placa de microtitulaciéon se cubrié de nuevo y se incubd con
agitaciéon suave durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Se deseché el contenido de los pocillos de microtitulacion.
Los pocillos se lavaron tres veces con 200 ul de una solucién de lavado y se afiadieron 100 ul de una solucion de
estreptavidina-HRP. La placa de microtitulacién se cubrié de nuevo y se incub6 con agitacion suave durante 0,5 horas
a temperatura ambiente. Se desechd el contenido de los pocillos de microtitulacién. Los pocillos se lavaron tres veces
con 200 pl de una solucién de lavado y se afiadieron 100 pl de una solucién de sustrato de HRP (peroxidasa de rabano
picante). La placa de microtitulacién se cubrié y se incubd con agitacion suave durante 20 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente. La absorbancia (DO) de los pocillos se midié a 405 nm. Los niveles de DO se usaron
directamente o el nivel plasmatico de nucleosomas que contenian histona H3.1 se interpol6é a partir de una curva
estandar.

Los resultados de la DO se representaron graficamente como una curva de Caracteristica Operativa del Receptor
(ROC). Los resultados se agruparon para todos los pacientes con cancer frente a sanos, asi como para todos los
pacientes con linfoma frente a sanos y para todos los pacientes con leucemia (es decir, incluyendo ALL y AML) frente
a sanos. Los resultados del area bajo la curva (AUC) se muestran en las Tablas 1 a 3.

Tabla 1: Curvas Roc para la DO de H3.1 en plasma - Todos los pacientes

....................................................................................................................................................................................................................................................

R

ESens. para 80 % de Espec.

éSens. para 90 % de Espec. 75,9 % 84 % 69 %
éSens. para el 95 % de Spec. 74,1 % 80 % 69 %
éSens. para 100 % de Espec. 66,7 % 72 % 62,1 %
i 6 66% .............................................. 729% ....................... 622% ........................
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Tabla 2: Curvas Roc para la DO de H3.1 en plasma - Pacientes en el diagnéstico

Parametros Cancer en el diagnéstico NHL en el diagnostico Leucemia en el diagnostico
frente a Sano frente a Sano ! frente a Sano :

""""""""" Tamafo | 31 Cancer frente a 62 Sanos | 16 NHL frente a 62 Sanos | 15 Leuc. frente a 62 Sanos
\AUC 0,925 0,932 0,918
?Sens. para 80 % de o o o
Espec. 83,9 % 87,5 % 80 %
?Sens. para 90 % de o o o
Espec. 80,6 % 81,3 % 80 %
?Sens. para el 95 % o o o
de Spec. 80,6 % 81,3 % 80 %
Senspara100%de ...................................... o o .................................................. o .........................
Espec. 74,2 % 75 % 73,3 %
R? 71,1 % 70 % 70,1%

Tabla 3: Curvas Roc para la DO de H3.1 en plasma — Pacientes con recaida

Parametros Recaida del cancer frente Recaida de NHL frente a e leucemia frente
: a Sano : Sano : a Sano 5
?Tamaﬁo 15 Céncer frente a 62 Sanos 6 NHL frente a 62 Sanos 9 Leuc. frente a 62 Sanos
AUC 0,878 ‘ 0,954 0,828
§Sens. para 80 % de 80 % 83,3 % 77.8%
:Espec.
§Sens. para 90 % de 73.3 % 83,3 % 66.7 %
:Espec.
‘Sens. para el 95 % de o o o
§Spec. 73,3 % 83,3 % 66,7 %
§Sens. para 100 % de 66,7 % 66,7 % 66.7 %
‘Espec.
e e e —
62,2 % 69,4 % 54,1 %

Los niveles de nucleosomas libres de células que contenian H3.1 fueron capaces de discriminar mas del 75 % de los
pacientes con cancer en la sangre de donantes sanos con una especificidad del 90 %, como se muestra en la Tabla
1. Esto fue capaz de aumentar hasta mas del 80 % con una especificidad del 90 % para pacientes con cancer en el
diagnostico, como se muestra en la Tabla 2. Los resultados también indicaron que el biomarcador es particularmente
eficaz en la identificacién de pacientes con linfoma porque el 84 % de los pacientes con NHL se distinguieron de los
sujetos sanos con una especificidad del 90 % (véase la Tabla 1).

En la Figura 1, se muestran las concentraciones de H3.1, derivadas de los valores de DO usando una curva estandar
para la interpolacion, en muestras de plasma para todos los pacientes con AML, ALL y NHL en comparacién con el
nivel en pacientes sanos. Existe una clara elevacién en los niveles de H3.1 en pacientes con canceres hematolégicos
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en comparacién con sujetos sanos.

Los resultados muestran que los niveles de nucleosomas, particularmente los nucleosomas que contienen H3.1, se
pueden usar para la deteccidon de cancer hematolégico.

Ejemplo 2

El nivel de nucleosomas libres de células que contenian H3.1 en muestras de plasma humano ensayadas en el
Ejemplo 1 se compararon adicionalmente con los niveles de H3.1 en muestras de plasma obtenidas de pacientes
humanos con otras formas de cancer, también recogidas como se describe en el Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la Figura 2. Sorprendentemente, se encontré que el nivel de H3.1 podria usarse para
diferenciar entre sujetos con cancer hematolégico frente a pacientes con otras formas de cancer. Los niveles de H3.1
fueron significativamente elevados en pacientes para cada tipo de cancer en la sangre (ALL, AML y NHL) en
comparacién con los niveles de H3.1 en muestras de plasma de pacientes con cancer de vejiga, hueso, cerebro,
esofago, cabeza y cuello, piel, tiroides, lengua, Utero y cuello uterino y melanoma.

Ejemplo 3

Los niveles de nucleosomas libres de células con modificaciones postraduccionales se ensayaron en las muestras de
plasma humano descritas en el Ejemplo 1. Los métodos ELISA se realizaron de una manera similar al método ELISA
para H3.1 como se describe en el Ejemplo 1, excepto que el anticuerpo dirigido a unirse a la histona H3.1 se reemplazé
con un anticuerpo dirigido a una modificacién de histona postraduccional seleccionada de H3cit, H3K27Me3 y
H4panAc. Los resultados se resumen en la Tabla 4. Los resultados también se presentan graficamente para todos los
canceres de la sangre y para cada tipo de cancer de la sangre (véanse las Figuras 3-5).

Tabla 4: Curvas Roc para nucleosomas con PTM en plasma - todos los canceres de la sangre

?Biomarcadores AUC | Sensibilidad 80 % de Sensibilidad 90 % de Tamaiio R?
? Especif. Especif. :
DO H3cit 0,913 85,2 % 77,8 % 54 Cancer frente 262 ;| 66 %
: : Sanos 5

{ 54 Cancer frentea 62 | 36,8

i 54 Cancer frente a 62
: Sanos %

Todas las modificaciones postraduccionales de nucleosomas ensayadas muestran una elevacién significativa en
pacientes con canceres de la sangre en comparacion con controles sanos. Incluso cuando los canceres de la sangre
estan separados por tipo (ALL, AML, NHL), hay una elevacion significativa de los niveles de nucleosomas libres de
células H3cit, H3K27Me3 y H4panAc en muestras de plasma en comparacién con controles sanos (véanse las Figuras
3B, 4B y 5B). Los niveles de nucleosomas con modificaciones postraduccionales estaban elevados, la mayor parte,
en muestras de plasma obtenidas de pacientes con ALL.

Ejemplo 4

Los dos mejores marcadores de nucleosomas libres de células (H3.1 y H3cit) se combinaron juntos o en combinacién
con mediciones de diferentes interleuquinas. Los niveles de nucleosomas libres de células se midieron como se ha
descrito anteriormente y los niveles de interleuquina en plasma se midieron usando métodos ELISA disponibles
comercialmente.

Los resultados del ensayo se modelaron mediante analisis de regresién logistica para entrenar el modelo o algoritmo
con el AUC mas alto para una comparacién de pacientes humanos con cancer en la sangre frente a donantes humanos
normales. Los resultados se resumen en la Tabla 5.

15



10

15

20

ES 2988 371 T3

Tabla 5: Curvas Roc para paneles de biomarcadores combinados en plasma - todos los canceres de la sangre*

Modelos de Biomarcadores AUC Sensibilidad 80 % de Sensibilidad 90 % de R?
Especif. Especif. :

?Modelo 01: LnY = H3cit 0,913 85,2 % 77,8 %
ModeIoOZLnY=H31 ................................. 0911 ........................... : 15% ......................... : 59% ......................
MOdelOOSLnY=H31+H30It ................ 0,921 88,9%81,5% .....................
MOde|004LnY:HSCIt+H3K27meS 0,923 85,2/081,5/0 .....................
[P — 0935 87%759% .....................
ModeIoO6LnY=H30|t+hIL1O ............... 0930 e — 796% .....................
?Modelo 07:LnY = H3cit + hIL1B + 0,935 90,7 % 85,2 %
hiL10 :
‘Modelo 08: LnY = H3.1 + hiL1B + 10,936 92,6 % 75,9 % 719
‘hiL6 f f f

* Tamafio de la cohorte: 54 Cancer frente a 62 Sanos

Todos los modelos fueron capaces de discriminar mas del 75 % de los pacientes con cancer en la sangre de donantes
sanos al 90 % de especificidad, como se muestra en la Tabla 5. Los resultados muestran que los niveles de
nucleosomas pueden combinarse con los niveles de interleuquina como un panel de ensayo eficaz con un algoritmo
asociado para la deteccién de cancer hematoloégico.

Ejemplo 5

Se modelaron muestras de plasma de s6lo aquellos pacientes humanos con NHL mediante analisis de regresion
logistica tal como se describe en el Ejemplo 4. Los resultados se resumen en |la Tabla 6.

Tabla 6: Curvas Roc para paneles de biomarcadores combinados en plasma - canceres NHL*

Modelos de Biomarcadores AUC ESensibiIidad 80 % de Especif. ; Sensibilidad 90 % de Especif R?
PPV a—| 0919 ................................ ; 4%80% ................................. ; 53%
ModeIoOZLnY=H310943 .............................. T B : 4%729%
‘Modelo 03: LnY = H3.1 + hiL1p 50,979 100 % 92 % 836 %

¥ Tamafio de la cohorte: 25 LNH f.rente a.62 Sanos

Todos los modelos fueron capaces de discriminar al 80 % o mas pacientes con NHL de donantes sanos al 90 % de
especificidad, como se muestra en la Tabla 6. En particular, la combinaciéon de H3.1 e IL-1B fue capaz de discriminar
el 100 % de los pacientes con NHL al 80 % de especificidad. Los resultados muestran que los niveles de nucleosomas
e interleuquinas se pueden usar como un panel de ensayo eficaz con un algoritmo asociado para la deteccién de NHL.

Ejemplo 6

Se tomaron muestras de plasma de 73 perros diagnosticados con hemangiosarcoma canino, 127 perros
diagnosticados con linfoma canino y 134 perros control sin cancer. Las muestras se analizaron para determinar
nucleosomas que contenian H3.1 mediante ELISA.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2988 371 T3

Se encontrd que los perros sanos tenian una concentracién uniformemente baja de nucleosomas circulantes que
contenian la isoforma de histona H3.1 de menos de 67,4 ng/ml (media 32 ng/ml, mediana 31 ng/ml).

Se encontré que los perros diagnosticados con linfoma tenian niveles muy elevados de nucleosomas circulantes que
contenian la isoforma de histona H3.1 (media 570 ng/ml, mediana 211 ng/ml). Un diagrama de puntos y una curva
ROC de los resultados obtenidos para el linfoma canino se muestran graficamente en la Figura 6A y 6B,
respectivamente. EI AUC para la deteccion de linfoma fue del 87 %. Usando un valor de corte de 67,4 ng/ml, la
especificidad del ensayo fue del 100 % con una sensibilidad del 74 %. El uso de un valor de corte mas bajo de 48,1
ng/ml dio una sensibilidad del 81 % a una especificidad del 90 %.

También se encontré que los perros diagnosticados con hemangiosarcoma tenian niveles muy elevados de
nucleosomas circulantes que contenian la isoforma de histona H3.1 (media 513 ng/ml, mediana 361 ng/ml). Un
diagrama de puntos y una curva ROC de los resultados obtenidos para el hemangiosarcoma canino se muestran
graficamente en las Figuras 7A y 7B, respectivamente. El AUC para la deteccién de hemangiosarcoma fue del 97,6
%. Usando un valor de corte de 67,4 ng/ml, la especificidad del ensayo fue del 100 % con una sensibilidad del 89 %.
El uso de un valor de corte inferior de 48,1 ng/ml dio una sensibilidad del 95 % a una especificidad del 90 %.

Como se encontré en la enfermedad humana, el nivel de nucleosomas circulantes observados para perros
diagnosticados con linfoma o hemangiosarcoma también fue mucho mayor que el observado para otros tumores
caninos investigados.

La mayoria de los ensayos para proteinas humanas no son transferibles a otros animales. Sin embargo, la estructura
de los nucleosomas esta muy conservada entre especies e incluso filos. Hemos mostrado que esto significa que este
ensayo para nucleosomas H3.1 humanos es transferible a otras especies, incluyendo perros y caballos. Ademas, los
resultados observados para canceres vasculares y hematopoyéticos en sujetos caninos son notablemente similares a
los resultados observados en sujetos humanos. Concluimos que los métodos de la invencién son métodos altamente
eficaces para la deteccion de canceres vasculares y hematopoyéticos tanto humanos como animales.

Ejemplo 7

Se tomaron muestras de plasma en serie de 2 perros que se estaban sometiendo a tratamiento para hemangiosarcoma
y 2 perros que se estaban sometiendo a tratamiento para linfoma. Se recogieron todas las muestras de los 4 perros y
posteriormente se analizaron para determinar nucleosomas que contenian la isoforma de histona H3.1 después del
ultimo dia de tratamiento en la Figura 8 de modo que la informacién no informaba de decisiones de tratamiento clinico,
que se hicieron por fundamentos clinicos.

La proteina C reactiva (CRP) es un biomarcador muy conocido para la inflamacion y ésta también se midié en las
muestras como control para determinar si los niveles de nucleosomas simplemente reflejaban una respuesta
inflamatoria o proporcionaban informacién adicional con respecto al estado del sujeto, prondstico y respuesta al
tratamiento.

El perro 1 (Figura 8A) se diagnosticé con hemangiosarcoma que se tratd mediante un régimen de quimioterapia de 4
farmacos conocidos como CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona) comenzando desde el dia 1
hasta el dia 129. El tratamiento fue exitoso y se determiné que el perro 1 estaba en remision sobre fundamentos
clinicos el dia 160. El éxito del tratamiento con CHOP se refleja en la tendencia descendente en los niveles de
nucleosomas durante el curso del tratamiento y la remision de la enfermedad se predijo por los niveles de nucleosomas
casi normales sobre el dia 122. Los resultados demuestran que los niveles de nucleosomas son Utiles como un
indicador pronéstico y pueden usarse para guiar los regimenes de tratamiento y para monitorizar sujetos en remisién
para la recaida de la enfermedad. El andlisis de CRP no fue 0til para fines clinicos.

El perro 2 (Figura 8B) se diagnosticé inicialmente con hemangiosarcoma en 2017 y se traté con doxorrubicina y un
agente inmunomodulador. Se monitorizé regularmente mediante exploracién de CT de cuerpo entero cada 2-3 meses.
Se observé que tenia recurrencia 2 afios después y esto se refleja en un alto nivel de nucleosomas circulantes. La
recurrencia se traté con éxito con doxorrubicina, dacarbazina y un agente inmunomodulador, asi como radiacién
pulmonar completa y radioterapia corporal estereotactica (SBRT) y se determiné que el perro 2 estaba en remisién
basandose en la imagenologia de CT de cuerpo completo. El éxito de los diversos tratamientos se refleja en los niveles
de nucleosomas casi normales medidos en enero de 2020. En febrero de 2020 se diagnostico que el perro 2,
basandose en la imagenologia, tenia una respuesta completa, pero de manera interesante los niveles de nucleosomas
medidos comenzaron a aumentar en febrero antes de que la imagenologia fuera capaz de detectar la enfermedad
progresiva en la siguiente exploracion en abril de 2020. Los niveles de nucleosomas permanecieron altos cuando se
observo una enfermedad progresiva en abril. Si se hubieran conocido los niveles de nucleosomas en el momento del
tratamiento, se habria establecido una monitorizacién mas intensa para este paciente en febrero. Los resultados
demuestran que los niveles de nucleosomas pueden usarse para guiar los regimenes de tratamiento y para monitorizar
sujetos en remision para la recaida de la enfermedad. El analisis de CRP no fue Util para fines clinicos.

El perro 3 (Figura 9A) se diagnosticé inicialmente y se tratd con éxito para linfoma en 2018, pero salié de la remisién
y esto se reflejo en los niveles de nucleosomas medidos. Se traté el dia 1 con vincristina para la enfermedad progresiva
(PD) como parte de un régimen de quimioterapia CHOP. El tratamiento con vincristina condujo a una mejora en la
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afeccion clinica a enfermedad estable (SD) que se reflejé en una caida en el nivel de nucleosomas como se muestra
por los resultados en la Figura 9A. Sin embargo, el tratamiento con CHOP se interrumpié debido tanto a razones de
toxicidad como a una falta de respuesta clinica observada robusta. El tratamiento con lomustina mas L-asparaginasa
(L-spar) se inici6 el dia 22 y fue seguido de tratamientos adicionales con lomustina los dias 34, 79y 113. Los hallazgos
clinicos mejoraron a la remisién parcial en los dias 34 y 79 segln se determiné a través de mediciones tumorales y
luego a la respuesta completa (CR) al tratamiento en los dias 113 y 145, momento en el que el perro 3 estaba en
remision y no se administr6 quimioterapia adicional. Los niveles de nucleosomas aumentaron entre los dias 22-34 y
luego disminuyeron consistentemente desde el dia 34 en adelante, prediciendo el éxito del tratamiento con lomustina
observado posteriormente clinicamente como respuesta completa en los dias 113 y 145. Ademas, los niveles de
nucleosomas cayeron en el intervalo observado para perros sanos el dia 145 segun los hallazgos clinicos. Los niveles
de CRP estuvieron siempre dentro del intervalo normal y no fueron dtiles para fines clinicos.

El perro 4 (Figura 9B) se diagnosticoé con linfoma intraabdominal, hipercalcémico en Estadio Vb. Comenz6 con un
régimen de quimioterapia CHOP de vincristina y doxorrubicina en el dia 1 hasta el dia 93 y se monitorizé su respuesta
al tratamiento basandose en los niveles de calcio circulante. Los veterinarios apreciaron clinicamente que habia algo
de respuesta a la vincristina, pero no respuesta a doxorrubicina. El tratamiento se cambié entonces de CHOP a
lomustina mas L-spar los dias 108-164 a los que tampoco respondié. Como se habia observado respuesta a la
vincristina, se inici6 el tratamiento por COP (CHOP sin el uso de doxorrubicina) el dia 164 usando vincristina (no pudo
tomarse una muestra de sangre el dia 167). El perro 4 respondi6 a la terapia con COP y todavia estaba respondiendo
al tratamiento en el momento de escribir este documento. Los niveles de nucleosomas medidos reflejan los hallazgos
clinicos observados (Figura 9B). Hubo una disminucién en el nivel de nucleosomas en la mayoria de los puntos de
tiempo después del tratamiento con vincristina, lo que refleja la respuesta a esta terapia y un aumento en el nivel de
nucleosomas después de cada dosis de doxorrubicina, lo que refleja la falta de respuesta a este tratamiento. También
se encontrd clinicamente que el perro 4 tenia una respuesta parcial a ciclofosfamida, lo que también se reflejé en una
concentracion disminuida de nucleosomas. Sin embargo, los niveles de nucleosomas permanecieron por encima de
los niveles normales, lo que indica la necesidad continua de un tratamiento adicional. Las mediciones de nucleosomas
se correlacionan claramente con los hallazgos clinicos y se pueden usar para monitorizar la remisién de la enfermedad
y para guiar la seleccién del tratamiento. Por ejemplo, los niveles de nucleosomas predijeron la falta de respuesta a la
terapia con doxorrubicina que podria haberse interrumpido antes si se hubiera notificado por los niveles de
nucleosomas. El analisis de CRP no mostré ninguna variacion significativa y no fue Gtil para fines clinicos.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una isoforma de histona H3.1 de un nucleosoma libre de células como biomarcador en una muestra de
plasma, para el diagnéstico o deteccion de un cancer vascular o hematolégico.

2. El uso como se define en la reivindicacién 1, en donde el nucleosoma libre de células es un mononucleosoma u
oligonucleosoma.

3. El uso como se define en la reivindicacién 1 o |a reivindicacién 2, en donde el cancer hematolégico se selecciona
de leucemia, linfoma o mieloma.

4. El uso como se define en la reivindicacion 3, en donde la leucemia se selecciona de leucemia linfocitica aguda (ALL)
o leucemia mieloide aguda (AML), o en donde el linfoma es linfoma no de Hodgkin (NHL).

5. El uso como se define en la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde el cancer vascular se selecciona de
angiosarcoma o hemangiosarcoma.

6. Un método para diagnosticar o detectar un cancer vascular o hematolégico que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o
medir nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i1 utilizar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectada para
diagnosticar al sujeto con el cancer vascular o hematolégico.

7. Un método para determinar el pronéstico de un sujeto con un cancer vascular o hematolégico, que comprende las
etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o
medir nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(i) utilizar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectada
como indicativo del pronostico de dicho cancer vascular o hematolégico.

8. Un método para monitorizar la eficacia de una terapia en un sujeto que tiene, se sospecha que tiene, o esta
predispuesto a un cancer vascular o hematolégico, que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una muestra de plasma obtenida del sujeto con un agente de unién para detectar o
medir nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1; y

(ify comparar el nivel de nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 detectada
con una muestra de plasma anterior tomada de dicho sujeto para determinar la eficacia de dicha terapia.

9. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde dicha deteccién o medicion
comprende un método de Iinmunoensayo, inmunoquimico, espectroscopia de masas, cromatografico,
inmunoprecipitacién de cromatina o biosensor.

10. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en donde dicha deteccién o medicién
comprende un inmunoensayo de 2 sitios que emplea un agente de unién de deteccién anti-nucleosoma marcado en
combinacién con un agente de unién anti-histona H3.1 inmovilizado.

11. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, en donde el sujeto es un sujeto humano
o animal.

12. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, en donde se sospecha que el sujeto
presenta recaida de un cancer vascular o hematologico, y/o en donde el sujeto tiene un alto nivel de leucocitosis/un
alto recuento de glébulos blancos.

13. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, que comprende adicionalmente
comparar el nivel de dichos nucleosomas libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 en dicha muestra
de plasma con uno o mas controles.

14. El método como se define en la reivindicacién 13, en donde el control es un sujeto sano, un sujeto con un cancer
que no es un cancer vascular o hematolégico, o un sujeto con un alto nivel de leucocitosis.

15. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 14, en donde el nivel de nucleosomas
libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 esté elevado en comparacién con el control.
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16. El método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 15, en donde el nivel de nucleosomas
libres de células que contienen la isoforma de histona H3.1 se detecta 0 mide como uno de un panel de mediciones,
por ejemplo, en donde el panel comprende una o mas interleuquinas tales como IL-6, IL-10 e IL-1p.
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