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DESCRIPCION
Aplicacién de interacciones cromosémicas epigenéticas en diagnéstico de cancer
Campo de la invencién
La invencién se refiere a la deteccidon de interacciones cromosdmicas.
Antecedentes de la invencién

La poblacién mundial ha crecido hasta esperar servicios rapidos y eficaces en todos los aspectos de la
tecnologia, y particularmente en el campo de la medicina. Las mejoras en terapia personalizada a menudo se
basan en el uso de un biomarcador tal como proteina, ARNm, marcadores de anticuerpo y SNP.

Compendio de la invencidn

Los inventores han investigado el papel de las interacciones cromosémicas en el pronéstico de cancer. Su
trabajo muestra que las interacciones cromosdmicas especificas estan asociadas a resultados particulares,
tales como la capacidad de respuesta a la terapia. Como parte de este trabajo, los inventores también han
desarrollado un nuevo ensayo epigenético que es particularmente adecuado para la deteccién de acidos
nucleicos ligados que se producen durante el trascurso de la deteccién de una interaccién cromosémica.

Por consiguiente, la invencién proporciona un método para determinar las interacciones cromosdmicas
epigenéticas que son relevantes para un ensayo epigenético con acompafante de prondstico para cancer que
distingue entre subgrupos, que comprende poner en contacto un primer conjunto de &cidos nucleicos
procedentes de los subgrupos con un segundo conjunto de acidos nucleicos que representan una poblacién
indice de interacciones cromosémicas, y permitir que las secuencias complementarias se hibriden, en donde
los &cidos nucleicos del primer y segundo conjuntos de acidos nucleicos representan un producto ligado que
comprende secuencias procedentes de ambas regiones cromosdmicas que se han unido en la interaccién
cromosémica epigenética, y en donde el patrén de hibridacién entre el primer y segundo conjunto de acidos
nucleicos permite la determinaciéon de qué interacciones cromosémicas epigenéticas son especificas para
subgrupos en la poblacién, en donde los subgrupos difieren en al menos una caracteristica relacionada con el
prondstico. Normalmente, los subgrupos difieren con respecto a la sensibilidad de respuesta a terapia con
inhibidor de tirosina quinasa, y/o el cancer esta asociado a la expresién anormal de un gen de quinasa y/o un
gen receptor de tirosina quinasa, y/o el cancer esta asociado a un cambio genético o epigenético en uno o mas
de los siguientes genes: FIP1L1, PDGFRA, FIt3, ABL1, FGFR1 y cKIT.

La invencidn también proporciona un método para determinar el pronéstico para un cancer que comprende:
(a) tipificar una interaccién cromosémica que se ha identificado por medio del método anterior, y/o (b) detectar
la presencia o ausencia de al menos una interaccion cromosémica epigenética que es relevante para (i)
capacidad de respuesta a la terapia con inhibidor de tirosina quinasa, y/o (ii) expresién anormal de un gen de
quinasa y/o un gen receptor de tirosina quinasa, y/o (iii) uno 0 méas de los siguientes genes: FIP1L1, PDGFRA,
FIt3, ABL1, FGFR1 y cKIT.

La invencion proporciona ademas un método para detectar cuantitativamente una secuencia ligada que es
relevante para una interacciéon cromosémica usando una sonda que se puede detectar tras activacion durante
una reaccién de PCR, en donde dicha secuencia ligada comprende secuencias de dos regiones cromosémicas
que se unen en una interaccién cromosdémica epigenética, en donde dicho método comprende poner en
contacto la secuencia ligada con la sonda durante una reaccién de PCR, y detectar el grado de activacidén de
la sonda, y en donde dicha sonda se une al sitio de enlace. El método permite la deteccidén de interacciones
particulares de manera compatible con MIQE usando una sonda de hidrolisis fluorescente de doble marcado.

El trabajo del solicitante ofrece por primera vez a la industria un ensayo de conformacién cromosémica (3C)
compatible con MIQE para determinar el prondstico en una situacién oncolégica.

Breve Descripcién de los Dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico del proceso 3C. 3C significa captura de conformacién de cromatina,
o captura de conformacién de cromosoma.

La Figura 2 es un grafico de curvatura y capacidad de plegado frente a la posicién de secuencia para la
secuencia ligada 1. La curvatura prevista en grados por cada 10,5 pb de giro helicoidal se muestra en negro
(Escalade 0 a9enelejeY de la parte izquierda) y la capacidad de plegado en u.a. se muestra en gris (Escala
de 4 a 6,5 en el eje Y de la parte derecha). El nimero de secuencia en pares de bases de 0 a 500 se muestra
en el eje X.
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La Figura 3 es un grafico de curvatura y capacidad de plegado frente a la posicién de secuencia para la
secuencia ligada 2. La curvatura prevista en grados por cada 10,5 pb de giro helicoidal se muestra en negro
(Escalade 0a12eneleje Y de la parte izquierda) y la capacidad de plegado en u.a. se muestra en gris (Escala
de 3 a6,5en el eje Y de la parte derecha). El nimero de secuencia en pares de bases de 0 a 700 se muestra
en el eje X.

La Figura 4 es un grafico de curvatura y capacidad de plegado frente a la posicién de secuencia para la
secuencia ligada 3. La curvatura prevista en grados por cada 10,5 pb de giro helicoidal se muestra en negro
(Escalade 0 a9enelejeY dela parte izquierda), y la capacidad de plegado en u.a. se muestra en gris (Escala
de 4 a 6 en el eje Y de la parte derecha). El nimero de secuencia en pares de bases de 0 a 450 se muestra
en el eje X.

La Figura 5 es un grafico de curvatura y capacidad de plegado frente a la posicién de secuencia para la
secuencia ligada 4. La curvatura prevista en grados por cada 10,5 pb de giro helicoidal se muestra en negro
(Escalade 0a10eneleje Y de la parte izquierda) y la capacidad de plegado en u.a. se muestra en gris (Escala
de 3a 7 en el ejeY de la parte derecha). El nimero de secuencia en pares de bases de 0 a 500 se muestra
en el eje X.

La Figura 6 es un grafico de curvatura y capacidad de plegado frente a la posicién de secuencia para la
secuencia ligada 5. La curvatura prevista en grados por cada 10,5 pb de giro helicoidal se muestra en negro
(Escalade 0 a9enelejeY de la parte izquierda) y la capacidad de plegado en u.a. se muestra en gris (Escala
de 3 a6,5en el eje Y de la parte derecha). El nimero de secuencia en pares de bases de 0 a 700 se muestra
en el eje X.

La Figura 7 es un grafico de curvatura y capacidad de plegado frente a la posicién de secuencia para la
secuencia ligada 6. La curvatura prevista en grados por cada 10,5 pb de giro helicoidal se muestra en negro
(Escalade 0a12eneleje Y de la parte izquierda) y la capacidad de plegado en u.a. se muestra en gris (Escala
de 3 a6,5en el eje Y de la parte derecha). El nimero de secuencia en pares de bases de 0 a 600 se muestra
en el eje X.

Las Figuras 8 y 9 muestran datos relativos a realizaciones terapéuticas.

Descripcidn detallada de la invencion

La invencién se refiere a identificar procesos aberrantes particulares, en particular con un ensayo cuantitativo
robusto. La invencidn tiene diversos aspectos diferentes, incluyendo entre otros:

- un método para identificar interacciones cromosémicas epigenéticas relevantes para diferentes
subgrupos

- un método para identificar el subgrupo de un individuo

- un método para detectar cuantitativamente una secuencia ligada que es relevante para una
interacciéon cromosémica

- una sonda de hidrélisis que se puede detectar tras activacién durante una reacciéon de PCR en la que
la sonda se une al sitio de enlace de un &cido nucleico ligado

- un método para seleccionar cebadores y una sonda para su uso en una reaccién de PCR

- un método para tratamiento de cancer

- un acido nucleico para su uso en el tratamiento de cancer

- un método para identificar un agente terapéutico.

Céncer relevante para la invencién

La invencidn se refiere a interacciones epigenéticas relevantes para cancer, por ejemplo cancer provocado por
diferentes mecanismos genéticos, tales como mutaciones en enzimas (incluyendo aquellas responsables de
desmetilacién de ADN), o causados por corte y empalme génico alternativo o mutaciones de punto de ruptura.
El cancer puede estar provocado por regulacién por aumento de un receptor. El cdncer puede estar asociado
a la expresion anormal de un gen de quinasa y/o un gen receptor de tirosina quinasa, por ejemplo, un gen de
quinasa citoplasmatica y/o un gen de serina/treonina quinasa. El cancer puede estar asociado a un cambio

genético o epigenético en uno o més de los siguientes genes: FIP1L1, PDGFRA, FiIt3, ABL1, FGFR1 y cKIT.
El cancer puede estar asociado a un cambio genético o epigenético en proteinas que sean sensibles a los
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miméticos de ATP, opcionalmente genes de tirosina quinasa, tales como ABL1, tirosina quinasa de Bruton,
cKIT, FGFR1, PDGFRA y PDGFRB. Los genes de tirosina quinasa (ABL1, Brutons, cKIT, FGFR1 y PDGFRA)
se clasifican frecuentemente como "oncogenes", funcionalmente cuando se expresan. El cambio genético o
epigenético en proteinas que son sensibles a los miméticos de ATP se puede explicar en base a un cambio en
la expresién de un gen que provoca la regulacién por aumento de una proteina que es sensible a los miméticos
de ATP. Por ejemplo, se cree que FIP1L1 regula por aumento directamente la expresién de ARNm de
PDGFRA.

El cancer puede ser leucemia, neoplasia mieloproliferativa, tumor, cancer de pulmén o cancer de ovario. El
cancer puede estar seleccionado entre sindrome hipereosinofilico idiopatico (iHES), leucemias eosinofilicas
cronicas y agudas, leucemia mieloide crénica (CML), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica
aguda (ALL), carcinoma de pulmén no microcitico (NSCLC) PDGFRA-positivo, glioblastoma (incluyendo
glioblastoma multiforme y astrocitoma), cancer de préstata, cancer de ovario avanzado, tumor estromal
gastrointestinal (GIST) y carcinoma de células renales.

Interacciones Cromosémicas que se Tipifican

La invencidn se refiere a la tipificacién de interacciones cromosémicas, por ejemplo, las asociadas a cancer
y/o capacidad de respuesta a terapia con inhibidor de tirosina quinasa. Las interacciones cromosdmicas afectan
0 se asocian a un aspecto de la enfermedad, tal como en cualquiera de las afecciones patolégicas mencionadas
en la presente memoria. Las interacciones cromosémicas pueden afectar o estar asociadas a la susceptibilidad
a la enfermedad, capacidad de respuesta a la terapia o probabilidad de recaida. Las interacciones
cromosémicas pueden afectar o estar asociadas al pronéstico para un paciente y/o subgrupo de pacientes. En
la presente memoria se divulgan interacciones cromosdmicas especificas, genes y regiones, y en una
realizacién se pueden tipificar esas interacciones cromosémicas, o interacciones cromosémicas en esos genes
y regiones. Las regiones preferidas se divulgan a modo de intervalos en la Tabla 1a. Las secuencias ligadas
especificas se divulgan en la presente memoria. La tipificacion de interacciones cromosémicas puede requerir
la deteccién de dichas secuencias ligadas u homdélogos y/o fragmentos de las mismas.

Las interacciones cromosémicas, genes y regiones preferidos (ubicaciones gendmicas) se muestran en las
tablas, incluyendo las tablas 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14. Otras interacciones cromos6micas preferidas son
las que se pueden definir o detectar usando cualquier &cido nucleico mencionado en la presente memoria, por
ejemplo, sondas o pares de cebadores.

La interaccién cromosémica que se tipifica puede ser o no una que tenga lugar entre un gen (incluyendo la
secuencia codificante) y su regién reguladora, tal como un promotor.

La interaccién cromosémica puede estar asociada a la regulacién por disminucién de un gen, por ejemplo, un
cambio en la actividad (tal como un aumento o disminucién) en un potenciador. La interaccién cromosémica
puede estar asociada a una mutacién, tal como una mutacién de punto de ruptura, que conduce a un producto
gendmico de fusiéon (cromosémico) (que puede conducir o no a la expresién de una proteina de fusion que
tiene actividad modificada).

La mutacién de punto de ruptura puede ser:

- cualquier mutacién mencionada en la presente memoria, o

- dentro de, abarcando o incluyendo cualquier gen mencionado en la presente memoria, o
- una mutacién de punto de ruptura que esta asociada a o provoca cancer.

La mutacién de punto de ruptura puede ser al menos 1.000 nucleétidos, 10.000 nucledtidos, 50.000
nucleétidos, 100.000 nucleétidos, 500.000 nucleétidos, tal como al menos 800.000 nucleétidos de longitud, que
representan la longitud del fragmento eliminado.

Pronéstico

El prondstico como se usa en la presente memoria se refiere a la prediccidn del trascurso probable de una
afeccién médica, tal como uno o mas resultados. Un factor pronéstico es una caracteristica clinica o biolégica
que se puede medir objetivamente y que proporciona informacion sobre el resultado probable de la enfermedad
de cancer, por ejemplo, en un individuo tratado o no tratado. El factor predictivo puede proporcionar informacién
sobre el beneficio probable del tratamiento (por ejemplo, ya sea en términos de contraccién del tumor o
supervivencia). Dichos factores predictivos se pueden usar para identificar subpoblaciones de pacientes que
tienen mas probabilidades de beneficiarse de una terapia concreta. El marcador puede tener propiedades
relacionadas con el pronéstico, asi como ser predictivo del probable beneficio del tratamiento.
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Quinasas

La invencién puede hacer referencia a un cambio en un gen de quinasa o gen receptor de quinasa, por ejemplo,
un cambio en la expresidn y/o un cambio en la forma epigenética y/o un cambio genético (secuencia gendmica),
y esto puede estar asociado a cancer y/o provocar cancer. Normalmente, por tanto, el cancer puede estar
asociado a la expresion anormal de un gen de quinasa y/o un receptor de tirosina quinasa. En una realizacion,
el cancer esta asociado a la expresiéon anormal de tirosina quinasa citoplasmica (por ejemplo, ABL1) y/o
quinasa citoplasmica (por ejemplo, una serina/treonina quinasa). La expresién “expresiéon anormal’ puede
incluir regulacién por aumento o regulacién por disminucién o puede incluir la expresién de una proteina
diferente.

“‘Quinasa” en el presente contexto se puede definir funcionalmente como que experimenta un cambio
conformacional durante la transferencia de ATP a otras proteinas, en el nlcleo, citoplasma o en la membrana
celular, o cualquier otra ubicacién celular que incluya ubicaciones extracelulares. Ejemplos de familia de
quinasas que sean relevantes incluyen tirosina quinasas receptoras (por ejemplo, PDGFRA) que estan en la
superficie celular y quinasas no receptoras, tales como tirosina quinasas citoplasmicas (por ejemplo ABL1) y
serina/treonina quinasas.

Interacciones Epigenéticas

Tal como se usa en la presente memoria, el término interacciones “epigenéticas” hace referencia normalmente
a interacciones entre regiones distales en un cromosoma, siendo dichas interacciones en una realizacién
dinamicas y alterando, formando o rompiendo, dependiendo del estado de la regién del cromosoma.

En métodos particulares de la invencién, las interacciones cromosémicas se detectan generando primero un
acido nucleico ligado que comprende una secuencia de ambas regiones de los cromosomas que son parte de
las interacciones. En dichos métodos, las regiones se pueden reticular por cualquier medio adecuado. En una
realizacién preferida, las interacciones se reticulan usando formaldehido, pero también se pueden reticular
mediante cualquier aldehido, o éster de N-hidroxisuccinimida de acido D-biotinoil-e-aminocaproico o éster de
N-hidroxisuccinimida de éacido  digoxigenin-3-O-metilcarbonil-e-aminocaproico. Se  puede usar
paraformaldehido y puede entrecruzar cadenas de ADN que estan separadas por 4 Angstroms.

La interaccién cromosémica puede reflejar el estado de la regién del cromosoma, por ejemplo, si se esta
transcribiendo o reprimiendo en respuesta al cambio de las condiciones fisiolégicas. Se ha encontrado que las
interacciones cromosémicas que son especificas de los subgrupos como se definen en la presente memoria
son estables, proporcionando de este modo un medio fiable para medir las diferencias entre los dos subgrupos.

Ademas, las interacciones cromosdmicas especificas de una caracteristica (tal como una afeccién patolégica)
se producen normalmente al principio de un proceso biolégico, por ejemplo en comparacién con otros
marcadores epigenéticos tales como metilacién o cambios en la unién de proteinas de histona. De este modo,
el método de la invencién es capaz de detectar etapas tempranas de un proceso biolégico. Esto permite una
intervencién temprana (por ejemplo, tratamiento) que, como consecuencia, puede resultar mas eficaz. Ademas,
existe escasa variacién en las interacciones cromosdmicas relevantes entre individuos dentro del mismo
subgrupo.

Localizacién y Causas de las Interacciones Epigenéticas

Las interacciones cromosémicas epigenéticas se pueden solapar e incluir las regiones de cromosoma que se
ha demostrado que codifican genes relevantes o no descritos, pero igualmente pueden estar en regiones
intergénicas. Las interacciones cromosdmicas que se detectan en la invencién podrian estar provocadas por
cambios en la secuencia de ADN subyacente, por factores ambientales, metilacién de ADN, transcripciones de
ARN antisentido no codificantes, carcin6genos no-mutagénicos, modificaciones de histona, remodelacién de
cromatina e interacciones de ADN local especificas. La misma interaccién cromosémica puede ser provocada
por diferentes factores en diferentes sujetos. Por ejemplo, la interacciéon cromosémica particular puede estar
provocada por cambios en la metilacién de ADN, por ejemplo, debido a la mutacién en IDH en una regién
diferente del cromosoma desde donde se observa la interacciéon. La misma interacciéon cromosémica puede
estar provocada por un cambio en la secuencia subyacente, por ejemplo, eliminacién en la misma regién del
cromosoma que donde se observa la interaccion.

Los cambios que conducen a interacciones cromosémicas pueden estar provocados por cambios en la
secuencia de acido nucleico subyacente, que por si mismos no afectan directamente al producto génico o
modo de expresiéon génica. Dichos cambios pueden ser, por ejemplo, SNP dentro y/o fuera de los genes,
fusiones génicas y/o eliminaciones de ADN intergénico, microARN y ARN no codificante. Por ejemplo, se sabe
que aproximadamente un 20 % de los SNPs estan en regiones no codificantes, y por tanto, el método que se
describe también es informativo en una situacidén no codificante. Las regiones de cromosoma que se unen para
formar la interaccién pueden ser menores que 5 kb, 3 kb, 1 kb, 500 pares de bases o 200 pares de bases
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separadas en el mismo cromosoma. Las regiones de cromosoma que se unen para formar la interaccién
pueden estar separadas por mas de 5 kb, 10 kb, 50 kb, 100 kb, 200 kb, 500 kb o mas de 800 kb en el mismo
cromosoma, y pueden estar separadas por ejemplo de 800 kb a 1.200 kb, tal como de 900 kb a 1.000 kb.
Cualquiera de dichos valores e intervalos divulgados en la presente memoria puede hacer referencia a un
cromosoma normal (sin mutacién de punto de ruptura) o a un cromosoma con una mutaciéon de punto de
ruptura.

La interaccién cromosdémica que se detecta esta preferentemente dentro de cualquiera de los genes
mencionados en la presente memoria. Sin embargo, también puede estar aguas arriba o aguas abajo de los
genes, por ejemplo, hasta 50.000, hasta 30.000, hasta 20.000, hasta 10.000 o hasta 5.000 bases aguas arriba
0 aguas abajo del gen o de la secuencia codificante. Se considera la técnica anterior importante que es el
documento de patente W02017/106290, que muestra un método para detectar cancer en un sujeto que
comprende detectar en una muestra biolégica obtenida a partir de la topologia de cromatina alterada del sujeto
dentro de una regidén de cromatina, que comprende un dinucleétido CpG dentro de un motivo de unién a CTCF,
y en donde la regién de cromatina comprende un oncogén y en donde la deteccién de la topologia de cromatina
alterada es indicativa de cancer en dicho sujeto. EI método comprende detectar la topologia de cromatina
alterada por medio de analisis de 5-metil citosina en el dinucleétido CpG y en donde el oncogén es PDGFRA,
FIP1L1 o FGFR2. El documento WO2017/106290 comprende este método que se va a aplicar para cancer,
sin embargo, no menciona ni comprende las ubicaciones cromosémicas especificas de las Tablas 1-14 ni
ningln nimero de identidad de secuencia especificado.

Tipos de Situacion Clinica

El objetivo de la presente invencién es permitir la deteccidén de interacciones cromosémicas relevantes para
una caracteristica que define subgrupos en la poblacién. Por ejemplo, esta tecnologia permite la estratificaciéon
basada en biomarcadores para fenotipos especificos (por ejemplo, relacionados con afecciones médicas), es
decir, reconocimiento de una firma de conformacién cromosémica particular y/o cambio en esa firma particular.
La caracteristica que define el subgrupo es relevante para el pronéstico de cancer. Los métodos de la invencién
se pueden usar en el contexto de caracteristicas especificas relacionadas con la enfermedad, tales como
sensibilidad a los tratamientos, identificacién de la terapia/farmaco mas eficaz, supervisién del trascurso de la
enfermedad, identificacién de predisposicién a la enfermedad, identificacion de la presencia de enfermedad
residual y/o la probabilidad de recaida. Por tanto, los métodos se pueden usar o no para el diagnéstico de la
presencia de una afeccién especifica. En una realizacién, la invencién se puede usar para monitorizar la
respuesta al tratamiento, por ejemplo, de manera continua. Los métodos de la invencidén se pueden usar para
clasificar locus, en donde los mecanismos de enfermedad son desconocidos, poco claros o complejos. La
deteccién de interacciones cromosdmicas proporciona una forma eficaz de seguir los cambios en los diferentes
niveles de regulacién, algunos de los cuales son complejos. Por ejemplo, en algunos casos se pueden activar
alrededor de 37.000 ARN no codificantes por medio de un solo impulso.

Caracteristicas Relevantes para el Pronéstico

La caracteristica puede ser la capacidad de respuesta a terapia con inhibidor de tirosina quinasa. La
caracteristica puede ser la expresién anormal de un gen de tirosina quinasa y/o un gen de tirosina quinasa, por
ejemplo, la caracteristica puede ser la regulacién por aumento de la expresién de tirosina quinasa. Las quinasas
que se sabe que son relevantes para el prondstico de cancer incluyen tirosina quinasas receptoras (por
ejemplo, PDGFRA) que estan en la superficie celular, quinasas no-receptoras, tirosina quinasas citoplasmicas
(por ejemplo ABL1) y serinaftreonina quinasas. La caracteristica puede ser la expresién anormal de un gen de
quinasa que tiene capacidad de respuesta o codifica un producto génico que tiene capacidad de respuesta a
un inhibidor conocido, por ejemplo, un inhibidor de tirosina quinasa. La caracteristica puede ser un cambio
genético o epigenético en un gen que tiene capacidad de respuesta a o codifica un producto génico que tiene
capacidad de respuesta a inhibidores de tirosina quinasa. La caracteristica puede ser un cambio genético o
epigenético en uno o mas de los siguientes genes: FIP1L1, PDGFRA, FIt3, ABL1, FGFR1 y cKIT.

La caracteristica puede ser la capacidad de respuesta a farmacos que son miméticos de ATP. Los genes de
tirosina quinasa (por ejemplo ABL1, Brutons, cKIT, FGFR1, PDGFRA y PDGFRB) codifican proteinas que son
sensibles a los miméticos de ATP.

La caracteristica puede ser la respuesta a un tratamiento especifico y/o profilaxis (en particular a un tratamiento
farmacéutico especifico y/o profilaxis), por ejemplo un inhibidor de tirosina quinasa, opcionalmente donde el
farmaco se sabe que tiene como objetivo las tirosina quinasas receptoras, por ejemplo, PDGFRA,
preferentemente uno o més de un grupo que comprende Dasatinib, crenolanib, dovitinib e Imatinib. El inhibidor
de tirosina quinasa puede ser Cediranib, Crenolanib, Dasatinib (Sprycel); Dovitinib, Imatinib (Gleevec), IMC-
3G3 (Olaratumab, LY3012207) Lartruvo (PDGFRA); Masitinib (AB1010), Nilotinib (Tasigna); Pazopanib;
PKC412 (midostaurina, CGP41251); Quizartinib; Regorfenib ; Sorafenib (Nexavar);, Sunitinib (Sutent);
Vatalanib; S116836. La caracteristica puede predisponer a una condicién especifica, opcionalmente
hipereosinofilia.
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Subgrupos y Tratamiento Personalizado

Como se usa en la presente memoria, “subgrupo” se refiere preferentemente a un subgrupo de poblacién (un
subgrupo de una poblacién), mas preferentemente un subgrupo en la poblacién de un animal particular tal
como un eucariota particular, o un mamifero (por ejemplo, un ser humano, un ser no humano, un primate no
humano, o un roedor, por ejemplo, un ratén o una rata). Lo mas preferentemente, “subgrupo” hace referencia
a un subgrupo de la poblacién humana.

La invencién incluye detectar y tratar subgrupos particulares de una poblacién. Dentro de dichos subgrupos,
las caracteristicas comentadas en la presente memoria (tales como capacidad de respuesta a tratamiento)
estan presentes o ausentes. Las diferencias de interaccién epigenética en un cromosoma son, hablando en
términos generales, diferencias estructurales que existen a nivel genémico. Los inventores han descubierto
que estas difieren entre subconjuntos (por ejemplo, dos o al menos dos subconjuntos) de una poblacién dada.
La identificacion de estas diferencias permite a los médicos clasificar a sus pacientes como parte de un
subconjunto de la poblacién como se describe en el método. Por tanto, la invencién proporciona a los médicos
un método para personalizar la medicina para el paciente, basandose en sus interacciones cromosémicas
epigenéticas, y proporcionar un régimen de tratamiento alternativo més eficaz, en particular para subgrupos de
pacientes cuyo pronéstico se ve afectado como resultado de ser identificados como parte de dicho subgrupo.

Normalmente, el subgrupo es al menos un 1 %, 5 %, 10 %, 30 %, 50 % o 80 % de la poblacidn. La poblacién
puede ser la poblacién general. La poblacién puede ser el grupo de pacientes con cancer, donde el cancer es
opcionalmente uno cualquiera de los siguientes cancer: iHES, leucemias eosinofilicas crénicas y agudas,
leucemia mieloide crénica (CML), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica aguda (ALL), carcinoma
de pulmén no microcitico (NSCLC) PDGFRA-positivo, glioblastoma, incluyendo glioblastoma multiforme y
astrocitoma, céncer de préstata, cancer de ovario avanzado, tumor estromal gastrointestinal (GIST) vy
carcinoma de células renales. Uno o mas subgrupos pueden tener cualquiera de los tipos de cancer
enumerados anteriormente, y el método para determinar el pronéstico de cancer se puede llevar a cabo en un
sujeto con cualquiera de los tipos de cancer anteriores.

Generacién de Acidos Nucleicos Ligados

Determinadas realizaciones de la invencién utilizan acidos nucleicos ligados, en particular ADN ligado. Estos
comprenden secuencias de ambas regiones que se unen en una interaccién cromosémica y por tanto
proporcionan informacion acerca de la interaccion. El método EpiSwitch™ descrito en la presente memoria
utiliza la generacién de dichos 4cidos nucleicos ligados para detectar interacciones cromosémicas.

De este modo, el método de la invencién puede comprender una etapa de generacién de acidos nucleicos
ligados (por ejemplo, ADN) mediante:

(i) reticular in vitro de interacciones cromosédmicas epigenéticas presentes en el locus cromosémico;
(i) aislar opcionalmente el ADN reticulado de dicho locus cromosdmico;

(iii) someter dicho ADN reticulado a corte, por ejemplo mediante digestién de restriccion con una enzima que
lo corta al menos una vez (en particular una enzima que corta al menos una vez dentro de dicho locus
cromosémico);

(iv) unir dichos extremos de ADN escindido reticulado (en particular para formar bucles de ADN), e

(v) identificar la presencia de dicho ADN ligado y/o dichos bucles de ADN, en particular usando técnicas tales
como PCR (reaccién en cadena de polimerasa), para identificar la presencia de una interaccién cromos6mica
especifica.

Se puede usar PCR para detectar o identificar el 4cido nucleico ligado, por ejemplo, el tamafio del producto de
PCR producido puede ser indicativo de la interacciéon cromosémica especifica que esta presente, y por tanto
se puede usar para identificar el estado del locus. El experto en la materia conoce numerosas enzimas de
restriccidn que se pueden usar para cortar el ADN dentro del locus cromosémico de interés. Resulta evidente
que la enzima particular usada depende del locus estudiado y de la secuencia del ADN localizado en el mismo.
Un ejemplo no limitante de una enzima de restriccién que se puede usar para cortar el ADN como se describe
en la presente invencién es Taq|.

Modalidades tales como la tecnologia EpiSwitch™.

La tecnologia EpiSwitch™ hace referencia al uso de datos de marcadores EpiSwitch™ de micromatriz en la
deteccién de firmas de conformacién cromosémica epigenéticas especificas para fenotipos. Las realizaciones
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tales como EpiSwitch™ que utilizan acidos nucleicos ligados de la manera descrita en la presente memoria
tienen varias ventajas. Tienen un bajo nivel de ruido estocastico, por ejemplo debido a que las secuencias de
acido nucleico del primer conjunto de acidos nucleicos de la presente invencién o bien hibridan o no hibridan
con el segundo conjunto de 4cidos nucleicos. Esto proporciona un resultado binario que permite una manera
relativamente simple de medir un mecanismo complejo a nivel epigenético. La tecnologia EpiSwitch™ también
tiene un tiempo de procesado rapido y bajo coste. En una realizacién, el tiempo de procesado es de 3 a 6
horas.

Muestras y Tratamiento de Muestra

La muestra contiene ADN del individuo. Normalmente contiene células. En una realizacién, se obtiene una
muestra por medios minimamente invasivos, y puede ser, por ejemplo, sangre. Se puede extraer ADN y cortar
con una enzima de restriccibn convencional. Esto puede determinar previamente qué conformaciones
cromosomicas se retienen y se detectan con las plataformas EpiSwitch™. En una realizacién en la que la
muestra es una muestra de sangre obtenida previamente del paciente, el método descrito resulta ventajoso
porque el procedimiento es minimamente invasivo. Debido a la sincronizacién de las interacciones
cromosémicas entre tejidos y sangre, incluyendo la transferencia horizontal, se puede usar una muestra de
sangre para detectar las interacciones cromosémicas en tejidos, tales como tejidos relevantes para la
enfermedad. Para determinadas afecciones, tales como cancer, el ruido genético debido a mutaciones puede
afectar a la “sefial” de interaccién cromosdmica en los tejidos relevantes y, por tanto, el uso de sangre resulta
ventajoso.

Propiedades de los Acidos Nucleicos Relevantes para la Invencién

Los acidos nucleicos que se preparan o detectan en las realizaciones de la invencién pueden ser los mismos
que, o tener cualquiera de las propiedades de, el primer y segundo &cidos nucleicos mencionados en la
presente memoria. Los &cidos nucleicos de la invencién comprenden normalmente dos partes, comprendiendo
cada una de ellas una secuencia de una de las dos regiones del cromosoma que se unen en la interaccién
cromosémica. Normalmente, cada parte tiene una longitud de al menos 8, 10, 15, 20, 30 o 40 nucledétidos, por
ejemplo de 10 a 40 nucleétidos. Los acidos nucleicos preferidos comprenden una secuencia de cualquiera de
los genes mencionados en cualquiera de las tablas. Los &cidos nucleicos preferidos se unen a cualquier sonda
0 secuencia de cebadores especificos mencionados en la presente memoria. Preferentemente, los acidos
nucleicos son ADN. Se comprende que cuando se define una secuencia especifica, la invencién puede usar la
secuencia complementaria como se requiere en la realizacion particular.

El Segundo Conjunto de Acidos Nucleicos - las Secuencias de “Indice”

El segundo conjunto de secuencias de acido nucleico tiene la funcién de ser un conjunto de secuencias de
indice, y es esencialmente un conjunto de secuencias de acido nucleico que son adecuadas para identificar
una secuencia especifica de subgrupo. Pueden representar las interacciones cromosémicas "de fondo" y se
podrian seleccionar o no de modo alguno. Son en general un subconjunto de todas las interacciones
cromosémicas posibles.

El segundo conjunto de &cidos nucleicos se puede derivar por medio de cualquier método adecuado. Se
pueden derivar por computacidn o se pueden basar en la interacciéon cromosémica en individuos. Normalmente
representan un grupo poblacional mas grande que el primer conjunto de 4cidos nucleicos. En una realizacién
particular, el segundo conjunto de acidos nucleicos representa todas las posibles interacciones cromosémicas
epigenéticas en un conjunto especifico de genes. En otra realizacién particular, el segundo conjunto de &cidos
nucleicos representa una gran proporcién de todas las posibles interacciones cromosdmicas epigenéticas
presentes en una poblacién descrita en la presente memoria. En una realizacién particular, el segundo conjunto
de é&cidos nucleicos representa al menos un 50 % o al menos un 80 % de interacciones cromosdémicas
epigenéticas en al menos 20, 50, 100 o 500 genes, por ejemplo en 20 a 100 o 50 a 500 genes.

El segundo conjunto de é&cidos nucleicos representa normalmente al menos 100 posibles interacciones
cromosémicas epigenéticas que opcionalmente modifican, regulan o median en modo alguno un
estado/fenotipo de enfermedad en la poblacién. El segundo conjunto de &cidos nucleicos puede representar
interacciones cromosdmicas que afectan un estado de enfermedad en una especie, por ejemplo, que
comprende secuencias de acidos nucleicos que codifican citoquinas, quinasas o reguladores asociados a
cualquier estado de enfermedad, predisposicién a enfermedad o fenotipo de enfermedad. El segundo conjunto
de acidos nucleicos comprende normalmente secuencias que representan interacciones epigenéticas
relevantes y no relevantes para la caracteristica que define el subgrupo.

En una realizacién particular, el segundo conjunto de é&cidos nucleicos deriva al menos parcialmente de
secuencias de origen natural en una poblacién, y se obtienen normalmente por medio de métodos de silice.
Dichos éacidos nucleicos pueden comprender ademas mutaciones individuales o multiples en comparacién con
una parte correspondiente de &cidos nucleicos presentes en los &cidos nucleicos de origen natural. Las
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mutaciones incluyen eliminaciones, sustituciones y/o adiciones de uno o més pares de bases de nucleétidos.
En una realizacién particular, el segundo conjunto de acidos nucleicos puede comprender una secuencia que
representa un homélogo y/u ortélogo con al menos un 70 % de identidad de secuencia con la parte
correspondiente de 4cidos nucleicos presentes en las especies de origen natural. En otra realizacién particular,
se proporciona al menos un 80 % de identidad de secuencia o al menos un 90 % de identidad de secuencia
con la parte correspondiente de acidos nucleicos presente en la especie de origen natural.

Propiedades del Segundo Conjunto de Acidos Nucleicos

En una realizacién particular, hay al menos 100 secuencias de acidos nucleicos diferentes en el segundo
conjunto de &cidos nucleicos, preferentemente al menos 1000, 2000 o 5000 secuencias de 4cidos nucleicos
diferentes, con hasta 100.000, 1.000.000 o 10.000.000 secuencias de acidos nucleicos diferentes. Un nimero
tipico seria de 100 a 1.000.000, tal como de 1.000 a 100.000 secuencias de &cidos nucleicos diferentes. Todas,
o al menos un 90 % o al menos un 50 %, de estas corresponderian a diferentes interacciones cromosémicas.

En una realizacién particular, el segundo conjunto de acidos nucleicos representa interacciones cromosdmicas
en al menos 20 locus o genes diferentes, preferentemente al menos 40 locus o genes diferentes, y mas
preferentemente al menos 100, al menos 500, al menos 1000 o al menos 5000 locus o genes diferentes, tales
como 100 a 10.000 locus o genes diferentes. Las longitudes del segundo conjunto de acidos nucleicos son
adecuadas para que se hibriden especificamente segln el emparejamiento de bases de Watson Crick con el
primer conjunto de acidos nucleicos para permitir la identificacion de interacciones cromosémicas especificas
de subgrupos. Normalmente, el segundo conjunto de acidos nucleicos comprende dos partes correspondientes
en secuencia a las dos regiones cromosémicas que se unen en la interaccién cromosdmica. El segundo
conjunto de 4cidos nucleicos comprende normalmente secuencias de &cidos nucleicos que tienen al menos
10, preferentemente 20, y preferentemente todavia 30 bases (nucleétidos) de longitud. En otra realizacién, las
secuencias de acido nucleico pueden ser como maximo 500, preferentemente como méximo 100, y
preferentemente todavia como maximo 50 pares de bases de longitud. En una realizacién preferida, el segundo
conjunto de acidos nucleicos comprende secuencias de &cidos nucleicos de entre 17 y 25 pares de bases. En
una realizacion, al menos un 100, un 80 % o un 50 % del segundo conjunto de secuencias de &cido nucleico
tienen longitudes como se ha descrito con anterioridad. Preferentemente, los diferentes acidos nucleicos no
tienen ninguna secuencia solapante, por ejemplo, al menos un 100 %, 90 %, 80 % o 50 % de los é&cidos
nucleicos no tienen la misma secuencia sobre al menos 5 nucleétidos contiguos.

Dado que el segundo conjunto de 4cidos nucleicos actiia como un “indice”, entonces se puede usar el mismo
conjunto de segundos acidos nucleicos con diferentes conjuntos de primeros acidos nucleicos que representan
subgrupos para diferentes caracteristicas, es decir, el segundo conjunto de acidos nucleicos puede representar
una coleccion “universal” de acidos nucleicos que se pueden usar para identificar interacciones cromosémicas
relevantes para diferentes caracteristicas.

El Primer Conjunto de Acidos Nucleicos

El primer conjunto de acidos nucleicos procede normalmente de individuos que se sabe que estédn en dos o
mas subgrupos distintos definidos por la presencia o ausencia de una caracteristica relevante para un ensayo
epigenético con acompafiante de prondstico, tal como cualquiera de las caracteristicas mencionadas en la
presente memoria. Los primeros acidos nucleicos pueden tener cualquiera de las caracteristicas y propiedades
del segundo conjunto de acidos nucleicos mencionados en la presente memoria. El primer conjunto de acidos
nucleicos procede normalmente de una muestra de los individuos que se han sometido a tratamiento y
procesado como se describe en la presente memoria, en particular las etapas de reticulacién y escisién de
EpiSwitch™. Normalmente, el primer conjunto de acidos nucleicos representa la totalidad o al menos un 80 %
o un 50 % de las interacciones cromosdmicas presentes en las muestras tomadas de los individuos.

Normalmente, el primer conjunto de acidos nucleicos representa una poblacidn mas pequefia de interacciones
cromosémicas a través de los locus o genes representados por el segundo conjunto de &cidos nucleicos en
comparacién con las interacciones cromosémicas representadas por el segundo conjunto de acidos nucleicos,
es decir, el segundo conjunto de acidos nucleicos representa un fondo o conjunto de indices de interacciones
en un conjunto definido de locus o genes.

En una realizacién, el primer conjunto de &cidos nucleicos estd marcado, y normalmente los acidos nucleicos
procedentes de diferentes subgrupos se marcan con diferentes marcadores. Esto les permite ser distinguidos
en un método de deteccion.

Acidos Nucleicos

Los &cidos nucleicos descritos en la presente memoria pueden estar en forma de una biblioteca de &cidos

nucleicos que comprende al menos 200, al menos 500, al menos 1000, al menos 5000 o al menos 10000
acidos nucleicos diferentes de la invencién, tales como acidos nucleicos “segundos”. La invencidn proporciona
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una biblioteca particular de 4cidos nucleicos que normalmente comprende al menos 200 &cidos nucleicos
diferentes. La biblioteca puede estar en la forma de &cidos nucleicos unidos a una matriz.

Hibridacion

La invencién requiere un medio para permitir que las secuencias de é&cido nucleico total o parcialmente
complementarias del primer conjunto de é&cidos nucleicos y el segundo conjunto de &cidos nucleicos
experimenten hibridacién. En una realizacién, todo el primer conjunto de &cidos nucleicos se pone en contacto
con todo el segundo conjunto de acidos nucleicos en un Unico individual, es decir, en una Unica etapa de
hibridacién. No obstante, se puede usar cualquier ensayo adecuado.

Acidos Nucleicos Marcados y Patrén de Hibridacion

Los acidos nucleicos mencionados en la presente memoria se pueden marcar, preferentemente usando una
marcador independiente tal como un fluoréforo (molécula fluorescente) o marcador radioactivo que contribuye
a la deteccion de hibridacion exitosa. Determinados marcajes se pueden detectar con luz UV. El patrén de
hibridacién, por ejemplo en una matriz descrita en la presente memoria, representa diferencias en las
interacciones cromosdmicas epigenéticas entre los dos subgrupos, y de este modo proporciona un método
para comparar interacciones cromosdmicas epigenéticas y la determinacién de qué interacciones
cromosémicas epigenéticas son especificas para un subgrupo en la poblacién de la presente invencion.

La expresidn “patrén de hibridacién” abarca ampliamente la presencia y ausencia de hibridacién entre el primer
y el segundo conjunto de &cidos nucleicos, es decir, qué acidos nucleicos especificos del primer conjunto
experimentan hibridacién con qué acidos nucleicos especificos del segundo conjunto, y por tanto no se limita
a ningln ensayo o técnica particular, o la necesidad de tener una superficie o matriz en la que se pueda detectar
un “patrén”.

Condiciones Especificas y Seleccién de Subgrupos

Al centrarse en las interacciones cromosdmicas, y los cambios en las interacciones cromosémicas, los
inventores han identificado grupos de pacientes que podrian responder a intervenciones de diagnéstico
terapéutico potencialmente salvadoras de vida, por ejemplo, usando inhibidores de tirosina quinasa (TKI), que
pasaria por alto usando diagnésticos convencionales.

En una realizacién, el método de la invencién detecta la capacidad de respuesta a la terapia con inhibidores
de tirosina quinasa, por ejemplo, inhibidores que son miméticos de ATP. Preferentemente, se detecta la
capacidad de respuesta al tratamiento con inhibidor de tirosina quinasa de cancer, por ejemplo, en pacientes
con eosinéfilos elevados. Preferentemente, el cancer es iHES, leucemias eosinofilicas crénicas y agudas,
leucemia mieloide aguda (AML), carcinoma de pulmén no microcitico positivo para PDGFRA, glioblastoma,
incluyendo glioblastoma multiforme y astrocitoma, cancer de préstata, cancer de ovario avanzado o tumor del
estroma gastrointestinal (GIST). En dichas realizaciones, se prefiere la detecciébn de interacciones
cromosémicas en PDGFRA y/o FIP1L1, tal como cualquier interaccién especifica descrita en la presente
memoria (por ejemplo, mediante referencias a cebadores y/o sondas especificos).

Preferentemente, se detecta la presencia o ausencia de cualquiera de las interacciones cromosémicas dentro
de cualquiera de los genes relevantes mencionados en la presente memoria, por ejemplo, en al menos 1, 2, 3,
4, 5 0 6 de los genes. Preferentemente, en el método se determina la presencia o ausencia de interacciones
cromosémicas representadas por cualquier secuencia de cebador y/o sonda especifica descrita en la presente
memoria. Estos nimeros de genes o interacciones cromosémicas se pueden usar en cualquiera de las
diferentes realizaciones mencionadas en la presente memoria.

La invencién proporciona un método que comprende detectar la presencia o ausencia de interacciones
cromosémicas, normalmente 1 a 5, o0 5 a 20, o 5 a 500 de dichas interacciones, con el fin de determinar la
presencia o ausencia de una caracteristica en un individuo. Preferentemente, las interacciones cromosémicas
son las de cualquiera de los genes mencionados en la presente memoria.

Interacciones 3C y Tipos de Céncer

Las diferentes realizaciones de la invencién pueden hacer referencia a cualquier cancer o gen mencionado en
la presente memoria, por ejemplo, los enumerados a continuacién.

Los inventores han descubierto interacciones 3C en ABLA1, tirosina quinasa de Bruton, cKIT, FGFR1, F1PL1,
FLT3 y PDGFRA que estén asociadas a cancer, incluyendo cancer de mama, céncer de ovario, leucemias,
glioma, linfomas y carcinomas.

Normalmente, las interacciones relevantes para, o identificadas usando, los métodos descritos en la presente
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memoria se asocian a cualquiera de las siguientes afecciones: leucemia mieloide aguda (AML), leucemia
linfocitica crénica (CLL), leucemia mieloide crénica (CML), crisis blastica de CML, tumor del estroma
gastrointestinal (GIST), sindromes mielodisplasicos (MDS), trastornos mieloproliferativos (neoplasias
mieloproliferativas, MPN), agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (XLA), cancer de células B, NHL,
linfoma, mieloma, neoplasias de células B maduras recurrentes, enfermedad crénica de injerto contra huésped,
leucemia de células pilosas recidivante, tumores sdélidos recidivantes o refractarios, linfoma de células del
manto refractario, carcinoma esofagogastrico amplificado, artritis reumatoide, mastocitosis, leucemia de
mastocitos, tumores de préstata, melanoma avanzado, melanoma maligno mutado, tumores estromales
gastrointestinales no susceptibles de reseccién o metastasicos de 22 linea (GIST), mesotelioma que expresa
cancer, cancer de ovario avanzado refractario a platino, cdncer de peritoneo primario o de tubo falopiano o
epitelial ovarico, tumor ovérico de bajo potencial cancerigeno, carcinoma seroso papilar uterino, cancer de
pulmén microcitico en estadio avanzado, carcinoma nasofaringeo localmente avanzado, linfoma no Hodgkin
recidivante/refractario, cancer de células renales metastasico, tumor neuroendocrino gastroenteropancreatico
metastasico, carcinoma ovérico de células claras recurrente, carcinoma esofagico de células escamosas,
cancer de Utero persistente, tumores de mama, cancer de tiroides, adenoma oral, leucemia aguda, tumores de
préstata, cancer de cabeza y cuello recurrente mutado FGFR1-3 o amplificado, glioma maligno recurrente que
expresa la fusién del gen FGFR-TACC, cancer de pulmén no microcitico avanzado.

En una realizacién, las interacciones relevantes para, o identificadas usando, los métodos descritos en la
presente memoria se asocian a cualquiera de las siguientes afecciones: iHES, cancer de pulmén no microcitico
(NSCLC), cancer colorrectal, melanoma metastasico, cancer de células renales, linfoma de Hodgkin refractario,
cancer de ovario tratado previamente, carcinoma nasofaringeo localmente avanzado, leucemia linfocitica
cronica refractaria/linfoma linfocitico pequefio (CLL/SLL), tumores gastrointestinales estromaticos (GIST) con
fallo a Sumitinib R. Las afecciones preferidas son glioma, leucemia mieloide aguda y cancer de mama, iHES y
leucemias crénicas.

Las interacciones en ABL1, gen de tirosina quinasa citoplasmatica, por ejemplo localizado en 9q34, se asocian
a las siguientes enfermedades: Leucemia Mieloide Aguda (AML), Leucemia Linfocitica Crénica (CLL), Céncer
de Mama, (GIST), Sindromes Mielodisplasicos (MDS) o Trastornos Mieloproliferativos (Neoplasias
Mieloproliferativas, MPN).

Las interacciones en tirosina quinasa de Bruton, gen de tirosina quinasa citoplasmatica, por ejemplo localizado
en Xqg22.1, se asocian a las siguientes enfermedades: agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (XLA),
cancer de células B, NHL, linfoma (todas las clasificaciones), mieloma, leucemia linfocitica crénica, neoplasias
de células B maduras recurrentes, enfermedad de injerto contra huésped crénica, leucemia de células pilosas
recidivante, tumores soélidos recidivantes o refractarios, linfoma de células del manto refractario, carcinoma
esofagogastrico amplificado y artritis reumatoide.

Las interacciones en cKIT, gen de receptor de tirosina quinasa, por ejemplo localizado en 4912, se asocian a
las siguientes enfermedades: mastocitosis y leucemia de mastocitos y tumores de préstata, melanoma
avanzado, melanoma maligno mutado, tumores del estroma gastrointestinal (GIST) no susceptibles de
reseccion o metastésicos de 22 linea, mesotelioma que expresa cancer. Cancer de ovario avanzado, refractario
a platino, cancer de peritoneo primario o de tubo falopiano, epitelial de ovario recidivante, o tumor ovérico de
bajo potencial maligno, cancer de pulmén microcitico de estadio avanzado, carcinoma nasofaringeo localmente
avanzado, linfoma no Hodgkin recidivante/refractario, cancer de células renales metastasico, tumor
neuroendocrino gastroenteropancreético metastéasico, carcinoma ovarico de células claras, carcinoma
esofagico de células escamosas, cancer uterino persistente y tumores de mama.

Las interacciones en FGFR1, gen de tirosina quinasa del receptor, por ejemplo localizado en 8p11, se asocian
a las siguientes enfermedades: céncer de tiroides, adenoma oral, leucemia crénica, leucemia aguda, tumores
de préstata y cancer de mama, FGFR1-3 translocado, cancer de cabeza y cuello recurrente mutado o
amplificado, glioma maligno recurrente que expresa la fusiéon del gen FGFR-TACC, cancer de pulmén no
microcitico avanzado.

Las interacciones en FIP1L1, factor de especificidad de poliadenilacién frecuentemente fusionado a PDGFRA
(por ejemplo 4912) se asocian a la siguiente enfermedad: iIHES, leucemias crénicas.

Las interacciones en el gen de tirosina quinasa de receptor FLT3, por ejemplo localizado en 13911-12.2, se
asocian a las siguientes enfermedades: leucemia crénica, leucemia mieloide aguda y cancer de mama, iHES,
leucemias crénicas, cancer de pulmén no microcitico (NSCLC), cancer colorrectal, melanoma metastésico o
cancer de células renales, glioma, linfoma de Hodgkin refractario, cancer de ovario tratado previamente,
carcinoma nasofaringeo localmente avanzado, leucemia linfocitica crénica refractaria/linfoma linfocitico
pequefio (CLL/SLL), tumores del estroma gastrointestinal (GIST) con fallo a sumitinib.

Las interacciones en el gen de tirosina quinasa de receptor PDGFRA, por ejemplo localizado en 4912, se
asocian a las siguientes enfermedades: glioma, leucemias crdnicas, leucemia mieloide aguda, cancer de
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mama, iHES.
El Individuo que se Somete a Ensayo

El individuo objeto de ensayo puede o no tener cualesquiera sintomas de cualquier afeccién o caracteristica
de enfermedad mencionada en la presente memoria. El individuo puede estar en riesgo de cualquier afeccidn
o caracteristica. El individuo puede estar en riesgo debido a la caracteristica. El individuo puede tener un peor
prondstico debido a la caracteristica y puede requerir terapia especifica para la caracteristica. El individuo
puede haberse recuperado o estar en el proceso de recuperacién de la afeccién o caracteristica. El individuo
es preferentemente un mamifero, tal como un primate, un ser humano, un mamifero no humano o un roedor.
El individuo puede ser hombre o mujer. El individuo puede tener 30 afios de edad o més. El individuo puede
tener 29 afios de edad o menos.

Cualquiera de los genes, locus, regiones y acidos nucleicos comentados en la presente memoria puede ser
de, o proceder de, cualquiera de los tipos de individuos mencionados en la presente memoria.

Regiones Génicas Preferidas, Locus, Genes e Interacciones Cromosémicas

Para todos los aspectos de la invencién se mencionan en la presente memoria regiones génicas preferidas,
locus, genes e interacciones cromosémicas. Normalmente, en los métodos de la invencidn, las interacciones
cromosémicas se detectan a partir de al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 de los genes relevantes enumerados en la
presente memoria. Preferentemente, se detecta la presencia o ausencia de al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 de las
interacciones cromosémicas especificas relevantes representadas por las secuencias de cebador y/o de sonda
mencionadas en la presente memoria.

La regidén puede estar aguas arriba o aguas abajo de cualquiera de los genes mencionados en la presente
memoria, por ejemplo, 50 kb aguas arriba o0 20 kb aguas abajo, por ejemplo de la secuencia de codificacién.

En una realizacién, las interacciones cromosémicas que se detectan estén presentes en cualesquiera de las
posiciones o en cualesquiera de las regiones mostradas en las tablas. En caso de que los productos ligados
se detecten en el método, entonces se puede detectar la secuencia mostrada en cualesquiera de las
secuencias de cebador o sonda divulgadas en la presente memoria. Por tanto, normalmente se podria detectar
la secuencia de ambas regiones del producto ligado (es decir, de ambos sitios de la interaccién cromosémica).
En realizaciones preferidas se utilizan cebadores y/o sondas en el método que comprenden o consisten en la
misma secuencia 0 en una secuencia complementaria a un cebador y/o sonda divulgados en la presente
memoria. En algunas realizaciones se usan cebadores y/o sondas que comprenden una secuencia que es
homdéloga a cualesquiera de las secuencias de cebador y/o sonda mostradas en la presente memoria.

Deteccién de un Producto Ligado por PCR Cuantitativa (QPCR)

En una realizacién, se detecta cuantitativamente una secuencia ligada que es relevante para una interaccién
cromosémica, por ejemplo, usando deteccién de fluorescencia. La presente realizacién se puede llevar a cabo
en cualquier secuencia ligada divulgadas en la presente memoria 0 que sea relevante para los métodos de
tipificacién/deteccién divulgados en la presente memoria, pero no se limita a dichas secuencias o0 métodos. De
este modo, la realizacidén relacionada con qPCR se puede llevar a cabo para detectar cualquier secuencia
ligada que comprenda secuencias procedentes de regiones de cromosomas que se han unido en cualquier
interaccién cromosdmica, que puede tener cualquiera de las caracteristicas mencionadas en la presente
memoria.

La invencion proporciona ademas un método para detectar cuantitativamente una secuencia ligada que es
relevante para una interacciéon cromosémica usando una sonda que se pueda detectar tras activacion durante
una reaccién de PCR, en donde dicha secuencia ligada comprende secuencias de dos regiones cromosémicas
que se unen en una interaccién cromosdémica epigenética, en donde dicho método comprende poner en
contacto la secuencia ligada con la sonda durante una reaccién de PCR, y detectar el grado de activacidén de
la sonda, y en donde dicha sonda se une al sitio de enlace.

Las secuencias de cebador y sonda pueden ser cualquiera de las secuencias especificas divulgadas u
homdélogos y/o fragmentos de las secuencias especificas. Las secuencias de cebador son normalmente
capaces de amplificar el producto ligado preparado en el proceso de deteccidbn de una interaccién
cromosomica, tal como un método 3C o EpiSwitch™, por ejemplo, cualquier método o producto ligado descrito
en la presente memoria. Los cebadores son normalmente unidireccionales. Opcionalmente, las secuencias de
cebador estan disefiadas para ser Unicas para el producto ligado de la interaccién 3C en cuestién. La sonda
normalmente es capaz de unirse especificamente a una secuencia en el producto ligado que incluye el sitio de
unién. La sonda es normalmente una sonda de “hidrélisis” a partir de la cual se pueden escindir/liberar uno o
mas restos para activar un marcador durante la reaccién de PCR.
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La secuencia ligada se puede preparar mediante reticulacién de una muestra de acido nucleico, seguido de la
ruptura de acido nucleico en fragmentos mas pequefios, por ejemplo, mediante digestién enzimética o
mediante un proceso fisico de cizalladura. A continuacion se lleva a cabo una etapa de unién. La secuencia
ligada normalmente procede de una muestra de un individuo o una estirpe celular que ha experimentado
tratamiento y procesado como se describe en la presente memoria, en particular las etapas de reti-culacién y
escision de EpiSwitch™. La secuencia ligada puede ser un producto ligado como se define en o preparado por
medio de cualesquiera de los métodos anteriores. El sitio de unién de la secuencia ligada puede comprender
la secuencia de reconocimiento enzimético de restriccién de la enzima de restriccion usada para cortar el &cido
nucleico reticulado. Una enzima de restriccion preferida es Tagl o cualquier forma modificada de Tagql (que por
ejemplo reconoce el mismo sitio de restriccién). La molécula de ADN ligada puede comprender una secuencia
de acido nucleico de longitud de 10 a 100 bases nucleotidicas, o de 10 a 400 bases nucleotidicas, o de 10 a
500 bases nucleotidicas, o de 200 a 600 bases nucleotidicas, o de 200 a 800 bases nucleotidicas o de 200 a
1000 bases nucleotidicas.

Preferentemente, solo se usa un conjunto de cebadores (es decir, dos cebadores de PCR susceptible de
amplificacién conjunta) en la deteccién, y no se lleva a cabo una PCR anidada con més de un conjunto de
cebadores. Preferentemente, los cebadores son unidireccionales. Incluso mas preferentemente, la secuencia
de cebador se elige de modo que sea Unica para la interaccién 3C en cuestiéon. En una realizacion, el método
de deteccion se lleva a cabo en presencia de otros acidos nucleicos (tales como otros productos ligados) que
no estan amplificados y/o a los que la sonda no se une. Normalmente, otros acidos nucleicos (tales como
productos ligados) pueden representar al menos un 10 %, 30 % o al menos un 50 % de los &cidos nucleicos o
productos ligados que estan presentes.

Situaciones Detectadas por medio de qPCR

El método de qPCR descrito en la presente memoria se puede usar para detectar interacciones cromosémicas
en cualquier situacién en la que sean relevantes, por ejemplo, cualquier situacién descrita. Normalmente se
utiliza para detectar una interaccién cromosémica asociada a un subgrupo, por ejemplo, como se define en la
presente memoria. Se puede usar para detectar un cambio en una interaccién cromosémica y/o una interaccidén
cromosémica asociada a una mutacioén, cambio en la expresiéon de un gen o desregulaciéon de un gen.

El método qPCR descrito en la presente memoria se puede usar para detectar interacciones cromosdmicas en
las que las secuencias de dos regiones cromosdmicas que se unen en una interaccién cromosémica
epigenética se encuentran al menos 1000 pares de bases separados o al menos 10.000 pares de bases
separados o al menos 100.000 pares de bases separados en el cromosoma. El método de qPCR descrito en
la presente memoria se puede usar para detectar interacciones cromosémicas de largo alcance en las que las
secuencias de dos regiones cromosdmicas que se unen en una interaccién cromosémica epigenética se
encuentran a mas de 100.000 pares de bases y la interaccién, por tanto, genera un bucle de ADN mayor de
100 kilobases, opcionalmente mayor de 500 kilobases, preferentemente mayor de 900 kilobases. El método
de gqPCR descrito en la presente memoria se puede usar para detectar interacciones cromosémicas de largo
alcance asociadas a un cambio genético o epigenético en genes que responden a la terapia con inhibidor de
tirosina quinasa, tal como PDGFRA.

Disefio/Estructura de una sonda qPCR

La sonda para su uso en la reaccién de qPCR se puede disefiar para unirse especificamente a la molécula de
ADN ligada en las proximidades del sitio de enlace, en un sitio de la molécula de ADN ligada que comprende
el sitio de enlace, que tiene opcionalmente una secuencia que es complementaria a la secuencia de cada una
de dichas regiones cromosdmicas. La sonda abarca la unién de ambos fragmentos, y por ejemplo tiene una
secuencia que une al menos 5, 10 o 20 bases de nucleétidos 5’ y 3’ al sitio de enlace. La sonda puede
comprender una secuencia de 4cido nucleico de longitud 10 a 40 bases de nucledtidos, o preferentemente
comprende secuencias de acido nucleico de longitud 10 a 35 bases de nucleétidos, 0 mas preferentemente
comprende secuencias de acido nucleico de longitud 20 a 30 bases de nucledtidos. La sonda puede tener una
secuencia que tiene al menos un 70 % de homologia/identidad con la secuencia de la molécula de ADN ligada
u otros niveles de identidad como se define en la presente memoria.

Marcaje de una sonda qPCR

La sonda se marca generalmente con un marcador detectable que tiene un estado inactivo y activo, de modo
que solo se detecta cuando se activa. El grado de activacién estara relacionado con el grado de la plantilla
(producto de unién) presente en la reaccién de PCR. La deteccidn se puede llevar a cabo durante toda o parte
de la PCR, por ejemplo, durante al menos un 50 % u 80 % de los ciclos de la PCR.

La sonda puede comprender un fluoréforo unido covalentemente a un extremo del oligonucleétido, y un agente

de inactivacién unido al otro extremo del nucleétido, de modo que la fluorescencia del fluoréforo quede
inactivada por el agente de inactivaciéon. En una realizacién, el fluoréforo estd unido al extremo &' del
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oligonucleétido, y el agente de inactivaciéon esta unido covalentemente al extremo 3' del oligonucleétido. Los
fluoréforos que se pueden usar en los métodos de la invencién incluyen FAM, TET, JOE, Yakima Yellow, HEX,
Cyanine3, ATTO 550, TAMRA, ROX, Texas Red, Cyanine 3.5, LC610, LC 640, ATTO 647N, Cyanine 5,
Cyanine 5.5 y ATTO 680. Los agentes de inactivaciéon que se pueden usar con el fluoréforo apropiado incluyen
TAM, BHQ1, DAB, Eclip, BHQ2 y BBQ650, opcionalmente en donde dicho fluoréforo esta seleccionado entre
HEX, Texas Red y FAM. Las combinaciones preferidas de fluoréforo y agente de inactivacion incluyen FAM
con BHQ1 y Texas Red con BHQ2. Otras combinaciones preferidas se muestran en la Tabla 3.

Uso de Sonda en un Ensayo de qPCR

Las sondas de hidrélisis de la invencién son normalmente de gradiente de temperatura optimizado con
controles negativos de concentracidén emparejada. Preferentemente, se optimizan las reacciones de PCR de
etapa individual. Mas preferentemente se calcula una curva convencional. Una ventaja de usar una sonda
especifica que se une a través de la unién de la secuencia ligada es que la especificidad para la secuencia
ligada se puede lograr sin usar un enfoque de PCR anidada. Los métodos descritos en la presente memoria
permiten una cuantificacién precisa y precisa de objetivos de bajo nimero de copias. La secuencia ligada diana
se puede purificar, por ejemplo, purificacién en gel, antes de la optimizacién del gradiente de temperatura. La
secuencia ligada objetivo se puede secuenciar. Preferentemente, las reacciones de PCR se llevan a cabo
usando aproximadamente 10 ng, o de 5a 15 ng, o de 10 a 20 ng, o de 10 a 50 ng, o de 10 a 200 ng de ADN
de plantilla. Los cebadores directos e inversos se disefian de manera que un cebador se une a la secuencia
de una de las regiones cromosémicas representadas en la secuencia de ADN ligado, y el otro cebador se une
a otra regién cromosémica representada en la secuencia de ADN ligado, por ejemplo, siendo complementario
a la secuencia.

Eleccién de Diana de ADN ligado

La invencién proporciona un método para seleccionar cebadores y una sonda para su uso en un método de
PCR como se define en la presente memoria que comprende seleccionar cebadores en base a su capacidad
para unirse y amplificar la secuencia ligada y seleccionar las propiedades basadas en la secuencia de sonda
de la secuencia objetivo a la cual se unira, en particular la curvatura de la secuencia objetivo.

Las sondas se disefian/eligen normalmente para unirse a secuencias ligadas que son fragmentos de restriccién
yuxtapuestos que abarcan el sitio de restriccién. En una realizacién de la invencién, se calcula la curvatura
predicha de posibles secuencias ligadas relevantes para una interaccién cromosémica particular, por ejemplo
usando un algoritmo especifico al que se hace referencia en la presente memoria. La curvatura se puede
expresar como grados por vuelta helicoidal, por ejemplo 10,5° por vuelta helicoidal. Las secuencias ligadas
estan seleccionadas para dirigirse a donde la secuencia ligada tenga una puntuacién maxima de propensién a
la curvatura de al menos 5° por vuelta helicoidal, nhormalmente al menos 10°, 15° o0 20° por vuelta helicoidal,
por ejemplo de 5° a 20° por vuelta helicoidal. Preferentemente, la puntuacién de propensién a la curvatura por
vuelta helicoidal se calcula para al menos 20, 50, 100, 200 0 400 bases, tal como para 20 a 400 bases aguas
arriba y/o aguas abajo del sitio de unién. Por tanto, en una realizacién, la secuencia objetivo en el producto
ligado tiene cualesquiera de estos niveles de curvatura. Las secuencias objetivo también se pueden escoger
basandose en la energia libre de estructura termodinamica més baja.

Realizaciones Preferidas para Preparacion de Muestra y Deteccidn de Interaccion Cromosémica

Se describen en la presente memoria métodos para preparar muestras y detectar conformaciones
cromosémicas. Se pueden usar versiones optimizadas (no convencionales) de estos métodos, por ejemplo
como se describe en la presente seccion.

Normalmente, la muestra contiene al menos 2 x 10° células. La muestra puede contener hasta 5 x 10° células.
En una realizacion, la muestra contiene 2 x 105 a 5,5 x 10° células.

La reticulacién de interacciones cromosémicas epigenéticas presentes en el locus cromosémico se describe
en la presente memoria. Esto se puede llevar a cabo antes de que tenga lugar la lisis celular. La lisis celular se
puede llevar a cabo durante 3 a 7 minutos, tal como 4 a 6 o aproximadamente 5 minutos. En algunas
realizaciones, la lisis celular se lleva a cabo durante al menos 5 minutos y durante menos de 10 minutos.

Se describe en la presente la digestion de ADN con una enzima de restriccién. Normalmente, la restriccién de
ADN se lleva a cabo a una temperatura de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 70 °C, tal como de
aproximadamente 65 °C, durante un periodo de aproximadamente 10 a 30 minutos, tal como aproximadamente
20 minutos.

Preferentemente se usa una enzima de restriccién de corte frecuente que da como resultado fragmentos de

ADN ligado con un tamafio promedio de fragmento de hasta 4000 pares de bases. Opcionalmente, la enzima
de restriccién tiene como resultado fragmentos de ADN ligado que tienen un tamafio promedio de fragmento
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de aproximadamente 200 a 300 pares de bases, tal como aproximadamente 256 pares de bases.

En una realizacién, el tamafio normal de fragmento es de 200 pares de bases a 4.000 pares de bases, tales
como de 400 a 2.000 o de 500 a 1.000 pares de bases.

En una realizacion del método EpiSwitch, no se lleva a cabo una etapa de precipitacién de ADN entre la etapa
de digestion de restriccion de ADN y la etapa de unién de ADN.

La unién de ADN se describe en la presente memoria. Normalmente, la unién de ADN se lleva a cabo durante
5 a 30 minutos, tal como aproximadamente 10 minutos.

La proteina de la muestra puede ser digerida enziméaticamente, por ejemplo usando una proteinasa,
opcionalmente Proteinasa K. La proteina se puede digerir enziméticamente durante un periodo de
aproximadamente 30 minutos a 1 hora, por ejemplo, durante aproximadamente 45 minutos. En una realizacion
después de la digestion de proteina, por ejemplo, digestién de proteinasa K, no hay inversién de reticulacién o
etapa de extracciéon de ADN de fenol.

En una realizacion, la deteccién por PCR es capaz de detectar una copia individual del 4cido nucleico ligado,
preferentemente con una lectura binaria para la presencia/ausencia del 4cido nucleico ligado.

Terapia e Identificacion de Agentes Terapéuticos

Los inventores han descubierto como las interacciones cromosémicas se relacionan con la terapia de cancer,
incluyendo cémo los compuestos utilizados en el tratamiento de cancer también pueden actuar directamente
sobre conformaciones cromosémicas 3C. Por ejemplo, se ha encontrado que imatinib mimético de ATP,
conocido por actuar directamente sobre tirosina quinasas activadas, actla directamente sobre conformaciones
cromosémicas 3C en genes sensibles a imatinib tales como cKIT.

La identificacién o monitorizaciéon de un cambio en la conformacién cromosdémica asociado a la diana de un
agente terapéutico conocido se puede usar por tanto para identificar compuestos que tienen como resultado el
mismo cambio en la conformacién y tienen el mismo efecto terapéutico. La identificacién o monitorizacién de
un cambio en la conformaciéon cromosémica asociado a la diana de un agente terapéutico conocido se puede
usar por tanto para identificar sujetos, o células, que sean susceptibles al tratamiento por el agente terapéutico
u otros agentes terapéuticos que también puedan causar el cambio en la conformacién cromosémica.

Ademas, la invencidn proporciona acidos nucleicos terapéuticos que se pueden usar para prevenir o tratar
cancer alterando una interaccién cromosémica relevante, por ejemplo como se menciona en la presente
memoria. Dicho acido nucleico puede ser ADN o ARN, y puede funcionar por “interferencia” tal como ARNi.

Homdblogos y Fragmentos

La invencion incluye el uso de homélogos y/o fragmentos de acidos nucleicos mencionados en la presente
memoria, incluyendo las secuencias especificas divulgadas en la presente memoria. Dichos hombélogos y/o
fragmentos pueden tener las mismas propiedades de unién que el 4cido nucleico original, por ejemplo siendo
capaces de unirse especificamente al producto ligado relevante.

Los homologos de polinucleétido/acido nucleico (por ejemplo, ADN) tienen normalmente al menos un 70 % de
homologia, preferentemente al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de homologia, por ejemplo sobre una regién de al
menos 10, 15, 20, 30, 100 o mas nucleébtidos contiguos, o a través de la parte de 4cido nucleico que es de la
regién del cromosoma implicado en la interacciéon cromosdmica. La homologia se puede calcular en base a la
identidad de nucleétidos (a veces denominada "homologia dura").

Por ejemplo, el Paquete UWGCG proporciona el programa BESTFIT que se puede utilizar para calcular la
homologia y/o % de identidad de secuencia (por ejemplo, utilizado en sus ajustes por defecto) (Devereux et al
(1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395). Los algoritmos PILEUP y BLAST se pueden usar para calcular
la homologia y/o % de identidad de secuencia y/o secuencias de alineacidén (tales como identificacion de
secuencias equivalentes o correspondientes (normalmente en sus ajustes por defecto), por ejemplo como se
describe en Altschul S. F. (1993) J Mol Evol 36:290-300; Altschul, S, F et al (1990) J Mol Biol 215:403-10.

El software para la realizacién del analisis con BLAST se encuentra disponible publicamente en National Center
for Biotechnology Information. Este algoritmo implica identificar primero los pares de secuencias con alta
puntuacién (HSP, por sus siglas en inglés) mediante la identificacién de palabras cortas de longitud W en la
secuencia problema que corresponde o satisface algin valor de umbral T valorado de forma positiva cuando
se alinea con una palabra de la misma longitud en la secuencia de base de datos. La T hace referencia al
umbral de puntuacion de la palabra mas préxima (Altschul y col., supra). Estos resultados iniciales de palabra
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mas préxima actlian como punto de partida para iniciar las busquedas con el fin de encontrar HSP mas largos
que las contienen. Los resultados de la palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia
hasta el grado en que se pueda incrementar el valor de alineacién acumulativo. La extensién de los resultados
de la palabra en cada direccion se detiene cuando: el valor de alineaciéon acumulativo desciende en la cantidad
X del valor méximo logrado; el valor acumulativo disminuye a cero o por debajo de cero, debido a la
acumulacién de una o mas alineaciones de residuos de valor negativo; o se alcanza el final de alguna
secuencia. Los pardmetros W5, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y la velocidad del
alineacién. Para secuencias de aminoacidos, el programa BLAST utiliza como predeterminada una longitud de
palabra (W) de 11, alineaciones (B) de matriz de puntuacion BLOSUM®E2 (Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89: 10915-10919) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una comparacién de ambas hebras.

El algoritmo BLAST también lleva a cabo un analisis estadistico de la similitud entre las dos secuencias; véase,
por ejemplo, Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787. Una medida de similitud
proporcionada por el algoritmo BLAST es la menor probabilidad de suma (P(N)), que proporciona una
indicacién de la probabilidad de que una coincidencia entre dos secuencias de polinucleétidos ocurra por
casualidad. Por ejemplo, se considera que una secuencia es similar a otra secuencia si la menor probabilidad
de suma al comparar la primera secuencia con la segunda secuencia es menor que aproximadamente 1,
preferentemente menor que aproximadamente 0,1, méas preferentemente menor que aproximadamente 0,01,
y lo mas preferentemente menor que aproximadamente 0,001.

La secuencia homoéloga difiere normalmente en 1, 2, 3, 4 0 més bases, tales como menos de 10, 15 0 20 bases
(que pueden ser sustituciones, eliminaciones o inserciones de nucleétidos). Estos cambios se pueden medir a
través de cualquiera de las regiones mencionadas anteriormente en relacién con el calculo de la homologia y/o
% de identidad de secuencia.

Los fragmentos normalmente tienen longitudes que son al menos un 90 %, 80 % o 50 % de la secuencia
original. Pueden tener un truncamiento de al menos 5, 8 0 10 nucledtidos desde el extremo 5’ y/o 3'.

Matrices

El segundo conjunto de acidos nucleicos puede estar unido a una matriz, y en una realizacién hay al menos
15.000, 45.000, 100.000 o 250.000 segundos acidos nucleicos diferentes unidos a la matriz, que
preferentemente representan al menos 300, 900, 2000 o 5000 locus. En una realizacidén, una, o més, o todas
las diferentes poblaciones de segundos &cidos nucleicos estédn unidas a méas de una regién distinta de la matriz,
en efecto repetida en la matriz permitiendo la deteccién de errores. La matriz puede estar basada en una
plataforma de micromatrices Agilent SurePrint G3 Custom CGH. La deteccién de unién de los primeros acidos
nucleicos a la matriz se puede llevar a cabo mediante un sistema de color dual.

Agentes Terapéuticos:

En la presente memoria se mencionan agentes terapéuticos. La invencidén proporciona dichos agentes para su
uso en la prevencion o tratamiento de la afeccién relevante. Esto puede comprender administrar a un individuo
que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz del agente. Los métodos de la invencién se pueden usar
para seleccionar un individuo para el tratamiento. Los métodos de la invencion, y en particular el método para
llevar a cabo un ensayo epigenético con acompafiante de pronéstico, pueden incluir una etapa de tratamiento
en la que la persona identificada por medio del método se puede administrar a continuacién con un agente que
previene o trata la afeccién relevante, por ejemplo, un inhibidor de tirosina quinasa, preferentemente uno del
grupo de inhibidores conocidos de tirosina quinasa que incluye Cediranib, Crenolanib, Dasatinib (Sprycel);
Dovitinib, Imatinib (Gleevec); IMC-3G3 (Olaratumab, LY3012207) Lartruvo (PDGFRA); Masitinib (AB1010),
Nilotinib (Tasigna); Pazopanib; PKC412 (midostaurina, CGP41251); Quizartinib; Regorafenib; Sorafenib
(Nexavar); Sunitinib (Sutent); Vatalanib; S116836, méas preferentemente uno o méas de un grupo que
comprende Dasatinib, crenolanib, dovitinib e Imatinib.

La formulacién de agente dependera de la naturaleza del agente. El agente se proporciona en forma de una
composicidén farmacéutica que contiene el agente y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Los
vehiculos y diluyentes adecuados incluyen disoluciones salinas isoténicas, por ejemplo disolucién salina
tamponada con fosfato. Las composiciones de dosificaciéon oral tipicas incluyen comprimidos, capsulas,
disoluciones liquidas y suspensiones liquidas. El agente se puede formular para administracién parenteral,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, transdérmica u oral.

La dosis de agente se puede determinar segln diversos parametros, especialmente segun la sustancia
utilizada; la edad, peso y condicién del individuo a tratar; la via de administracion; y el régimen requerido. El
médico sera capaz de determinar la via de administracion y la dosificaciéon requeridas para cualquier agente
particular. No obstante la dosis adecuada puede ser de 0,1 a 100 mg/kg de peso corporal, tal como 1 a 40
mg/kg de peso corporal, por ejemplo, para una toma de 1 a 3 veces al dia.
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Formas de la Sustancia Mencionada en la Presente Memoria

Cualesquiera de las sustancias, tales como acidos nucleicos o agentes terapéuticos, mencionadas en la
presente memoria pueden estar en forma purificada o aislada. Los compuestos pueden estar en una forma que
sea diferente de la encontrada en la naturaleza, por ejemplo, pueden estar presentes en combinacién con otra
sustancia con la que no aparecen en la naturaleza. Los acidos nucleicos (incluyendo partes de secuencias
definidas en la presente memoria) pueden tener secuencias que sean diferentes a las encontradas en la
naturaleza, por ejemplo, que tengan al menos 1, 2, 3, 4 0 mas cambios de nucleétidos en la secuencia como
se describe en la seccidn sobre homologia. Los &acidos nucleicos pueden tener una secuencia heteréloga en
el extremo 5' 0 3'. Los acidos nucleicos pueden ser quimicamente diferentes de los que se encuentran en la
naturaleza, por ejemplo, se pueden modificar de modo alguno, pero preferentemente todavia son capaces de
apareamiento de bases de Watson-Crick. Cuando sea apropiado, los acidos nucleicos se proporcionan en
forma bicatenaria o monocatenaria. La invencién proporciona todas las secuencias especificas de é&cido
nucleico mencionadas en la presente memoria en forma monocatenaria o bicatenaria, y por tanto incluye la
hebra complementaria a cualquier secuencia divulgada.

La invencion también proporciona un estuche para llevar a cabo cualquier proceso de la invencién, incluyendo
la deteccién de una interaccién cromosémica asociada a un subgrupo particular. Dicho estuche puede incluir
un agente de unién especifico capaz de detectar la interaccion cromosémica relevante, tal como agentes
capaces de detectar un acido nucleico ligado generado por medio de los procesos de la invencién. Los agentes
preferidos presentes en el estuche incluyen sondas capaces de hibridar con el acido nucleico ligado o pares
de cebadores, por ejemplo sondas hidrolizables como se describe en la presente memoria, capaces de
amplificar el acido nucleico ligado en una reacciéon de PCR o una reaccién de gPCR.

La invencion también proporciona un dispositivo que es capaz de detectar las interacciones cromosdmicas
relevantes. El dispositivo preferentemente comprende cualesquiera agentes de unién especificos, sonda o par
de cebadores capaces de detectar la interaccidén cromosdmica, tal como cualquier agente, sonda o par de
cebadores tal como se describe en la presente memoria.

Los &cidos nucleicos mencionados en la presente memoria pueden estar en forma de ADN.
Realizaciones Especificas

Latecnologia de plataforma EpiSwitch™ detecta firmas reguladoras epigenéticas de cambios regulatorios entre
condiciones normales y anormales en lugares. La plataforma EpiSwitch™ identifica y supervisa el nivel
epigenético fundamental de la regulacién génica asociada a las estructuras reguladoras de alto orden de los
cromosomas humanos también conocidas como firmas de conformaciéon cromosdmica. Las firmas
cromosémicas son una etapa primaria distinta en una cascada de desregulacién génica. Son biomarcadores
de alto orden con un conjunto Unico de ventajas frente a plataformas de biomarcadores que utilizan
biomarcadores de expresién génica y epigenética tardia, tales como metilacién de ADN y perfil de ARN.

Ensayo de matriz EpiSwitch™

Las plataformas de deteccibn de matriz personalizadas EpiSwitch™ vienen en 4 densidades de
conformaciones cromosémicas Unicas de 15K, 45K, 100K y 250K, cada fragmento quimérico se repite en las
matrices 4 veces, haciendo que las densidades efectivas sean 60K, 180K, 400K y 1 millén, respectivamente.

Matrices EpiSwitch™ Disefiadas a Medida

La matriz EpiSwitch™ 15K puede detectar la totalidad del genoma incluyendo alrededor de 300 locus
interrogados con la tecnologia de descubrimiento EpiSwitch™ Biomarker. La matriz EpiSwitch™ esta
construida sobre la plataforma de micromatrices Agilent SurePrint G3 Custom CGH; esta tecnologia ofrece 4
densidades, 60K, 180K, 400K y 1 millén de sondas. La densidad por matriz se reduce a 15K, 45K, 100K y 250K
a medida que cada sonda EpiSwitch™ se presenta por cuadruplicado, permitiendo asi la evaluacidn estadistica
de la reproducibilidad. El numero promedio de marcadores EpiSwitch™ potenciales interrogados por locus
genéticos es 50; como tal, los nimeros de locus que se pueden investigar son 300, 900, 2000 y 5000.

Canalizacién de Matriz Personalizada EpiSwitch ™

La matriz EpiSwitch™ es un sistema de color dual con un conjunto de muestras, después de la generacion de
la biblioteca EpiSwitch™, marcado en Cy5 y la otra de muestra (controles) a comparar/fanalizar marcada en
Cy3. Las matrices se exploran utilizando el escaner Agilent SureScan y las caracteristicas resultantes se
extraen utilizando el software Agilent Feature Extraction. Los datos se procesan después usando los guiones
de procesado de matriz EpiSwitch™ en R. Las matrices se procesan usando paquetes de color dual
convencionales en Bioconductor en R: Lima*. La normalizacién de las matrices se hace usando la funcidn
normalizada en las matrices en Lima* y esto se hace a los controles positivos Agilent en chip y controles
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positivos EpiSwitch™. Los datos se filtran en base a las llamadas Agilent Flag, se eliminan las sondas de
control Agilent y se calculan los promedios de las sondas técnicas replicadas, para analizarlas utilizando Lima*.
Las sondas se someten a modelizacién en base a su diferencia entre los 2 escenarios que se comparan y a
continuacién se corrigen utilizando una Tasa de Descubrimiento Falsa. Las sondas con coeficiente de variacién
(CV) <=30 % que son <=-1,1 0 => 1,1y pasan el valor p de p <=0,1 FDR se usan para la detecci6én adicional.
Para reducir el conjunto de sondas, se lleva a cabo un Analisis de Factor Multiple adicional utilizando el paquete
FactorMineR en R.

*Nota: LIMMA es Modelos Lineales y Procesos de Bases Empiricas para Evaluar la Expresién Diferencial en
Experimentos de Micromatrices. Limma es un paquete R para el analisis de datos de expresién génica que
surgen de la micromatriz o ARN-Sec.

El conjunto de sondas se selecciona inicialmente en base a los pardmetros de valor p ajustado, FC y CV <30
% (punto de corte arbitrario) para la seleccién final. Los anélisis adicionales y el listado final se dibujan
basandose Unicamente en los dos primeros parametros (ajuste del valor p; FC).

Canalizacion Estadistica

Las matrices de deteccién EpiSwitch™ se procesan utilizando el Paquete Analitico EpiSwitch™ en R con el fin
de seleccionar marcadores EpiSwitch™ de alto valor para su traduccién a la plataforma PCR EpiSwitch™.

Etapa 1

Las sondas se seleccionan basandose en su valor p corregido (Tasa de Descubrimiento Falsa, FDR), que es
el producto de un modelo de regresion lineal modificado. Las sondas por debajo del valor p <= 0,1 se
seleccionan y luego se reducen adicionalmente por su relaciéon epigenética (ER), las sondas ER tienen que ser
<=-1,1 0 => 1,1 con el fin de poder ser seleccionadas para anélisis adicional. El ultimo filtro es un coeficiente
de variacion (CV), las sondas tienen que estar por debajo de <=0,3.

Etapa 2

Los 40 marcadores superiores de las listas estadisticas se seleccionan basandose en su ER para la seleccidn
como marcadores para la traducciéon de PCR. Los 20 marcadores superiores con la carga de ER negativa mas
elevada y los 20 marcadores superiores con la carga de ER positiva mas elevada constituyen el listado.
Etapa 3

Los marcadores resultantes de la Etapa 1, las sondas estadisticamente significativas forman las bases del
analisis de enriquecimiento usando enriquecimiento hipergeométrico (HE). El presente andlisis permite la
reduccién de marcadores del listado de sondas significativas, y junto con los marcadores de la Etapa 2 forma
el listado de sondas traducidas a la plataforma de PCR EpiSwitch ™.

Las sondas estadisticas se procesan por HE para determinar qué ubicaciones genéticas tienen un
enriquecimiento de sondas estadisticamente significativas, indicando qué ubicaciones genéticas son centros
de diferencia epigenética.

Los locus enriguecidos més significativos basados en un valor p corregido se seleccionan para la generacién
del listado de sondas. Se seleccionan localizaciones genéticas por debajo del valor p de 0,3 0 0,2. Las sondas
estadisticas que se someten a mapeado a estas ubicaciones genéticas, con los marcadores de la etapa 2,
forman los marcadores de alto valor para la traduccién de PCR EpiSwitch™.

Disefio y procesado de matrices

1. Los locus genéticos se procesan utilizando el software Sl (actualmente v3.2) para:

a. Extraer la secuencia del genoma en estos locus genéticos especificos (secuencia génica con 50 kb aguas
arriba y 20 kb aguas abajo)

b. Definir la probabilidad de que una secuencia dentro de esta regién esté implicada en las CC
c¢. Cortar la secuencia utilizando un RE especifico
d. Determinar qué fragmentos de restriccién son susceptibles de interactuar en una determinada orientacién

e. Clasificar la probabilidad de que diferentes CCs interactien juntos.
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2. Determinar el tamafio de matriz y por tanto el niUmero de posiciones de sonda disponibles (x)
3. Extraer las interacciones x/4.

4. Para cada interaccién, definir la secuencia de 30 pb al sitio de restriccion desde la parte 1y 30 pb al sitio de
restriccién de la parte 2. Comprobar que esas regiones no son repeticiones, si es asi, excluir y anotar la
siguiente interaccidn en el listado. Unir ambos 30 pb para definir la sonda.

5. Crear un listado de sondas x/4 mas sondas de control definidas y replicar 4 veces para crear el listado que
se va a crear en la matriz

6. Cargar el listado de sondas en el sitio web de disefio Agilent Sure para la matriz de CGH personalizada.
7. Utilizar un grupo de sondas para disefiar una matriz de CGH personalizada Agilent.

Procesado de Matriz

1. Procesar muestras usando EpiSwitch™ SOP para la produccion de plantillas.

2. Limpiar con precipitaciéon de etanol mediante un laboratorio de procesado de matrices.

3. Procesar las muestras segln el estuche de marcaje de ADN completo Agilent SureTag - CGH basada en
Agilent Oligonucleotide Array para analisis de ADN gendémico de marcaje enzimatico para sangre, células o
tejidos

4. Explorar usando el escaner Agilent C usando el software de extraccion de caracteristicas Agilent.
Ejemplos

Ejemplo 1. Analisis de interacciones cromosémicas en cancer

Introduccion

Los métodos de diagnéstico oncolégico actuales basados en ADN gendmico son costosos, semicuantitativos
y fallan a la hora de capturar todas las variantes de punto de corte. Los métodos de diagnéstico basados en
RT-PCR anidada requieren células vivas, se deben confirmar usando otros métodos y tienen una etapa de
procesado de ARN compleja. El método desarrollado en el presente trabajo captura todas las variantes de
punto de ruptura, es cuantitativo, no tiene problemas de estabilidad de ARN, utiliza volumenes de muestra
pequefios y tiene un tiempo de procesado rapido. Por tanto, el método reduce la posibilidad de diagnéstico
erréneo y de proporcionar el tratamiento incorrecto.

El presente trabajo también identifica una interaccién 3C que tiene capacidad de respuesta terapéutica a un
inhibidor de tirosina quinasa. Esto forma la base del ensayo pronéstico que se puede usar para detectar
pacientes que se puedan tratar con inhibidores de tirosina quinasa. Los ensayos actuales no son precisos o
sensibles, por ejemplo, debido a la variacién del punto de ruptura. Un diagnéstico errbneo se traduce en que
los pacientes no reciban terapia con inhibidores de tirosina quinasa, y en su lugar reciban esteroides a los que
no muestran respuesta alguna. Por ejemplo, el pronéstico para los pacientes no tratados con iHES es malo.

Se investigaron interacciones epigenéticas relacionadas con cancer y su utilidad en la estratificacién de
pacientes para el tratamiento con inhibidores de tirosina-quinasa. Utilizando una plataforma de captura de
conformacién cromosémica de alta resolucidén o anélisis 3C conocida como EpiSwitchTM y PCR cuantitativa,
se sometieron a mapeado, evaluaciéon y cuantificacién la yuxtaposicién conformacional entre FIP1L1 vy
PDGFRA en estirpes celulares de glioma con y sin mutaciones IDH. La desregulacién de PDGFRA por
eliminaciodn intersticial en 4912 y fusién a FIP1L1 asociada a leucemia eosinofilica crénica llevd al grupo de la
invencién a investigar también si las mismas interacciones de conformacién cromosémica estaban presentes
en EOL-1 y otras estirpes celulares leucémicas.

Usando una captura de conformacion cromosémica de alta resoluciéon o una plataforma de analisis 3C conocida
como EpiSwitchTM, se identific una seleccién de interacciones epigenéticas 3C relacionadas con la mutacion.
Para optimizar los cebadores los inventores usan un gradiente de temperatura en un ensayo de placa de 96
pocillos con el Sistema Qiagen QIAgility de PCR automatizado de alta precisién y someten a ensayo 72
cebadores en 36 PCR de gradiente de temperatura separadas. Se seleccionaron un total de 20 interacciones
3C individuales predichas por OBD. Se usaron multiples conjuntos de cebadores para cada interaccién
predicha cuando fue posible. Se optimizaron PCRs de etapa individual usando 10 ng de plantilla de diana-3C
de dos estirpes celulares de AML EOL-1 y HL-60. Usando deteccién SYBR y controles negativos de
concentracién coincidentes, se llevé a cabo la amplificaciéon por PCR (de las dianas). Los controles negativos
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incluyeron EOL-1 sin formaldehido procesado como muestra 3C (con digestién y enlace) y ADN genémico
normal. Todos los productos de PCR se analizaron en LabChip. Los productos de PCR del tamafio esperado
se purificaron usando gel (Invitrogen) y se secuenciaron en las orientaciones de cebador directo e inverso. Los
cebadores se usaron a 3,2 pmol/ul por reaccién con una concentracién de plantilla de 1 ng/pl por 100 pb. Se
avanzaron productos que mostraban un 100 % de homologia con el fragmento 3C predicho para el disefio de
gPCR.

Para seleccionar las mutaciones IDH1 SNP rs11554137 e IDH1 R132H, se usaron 10 ng de plantilla 3C con
cebadores gendmicos IDH1 convencionales procedentes de publicaciones académicas; estas secuencias de
cebadores se disefiaron externamente y no se incluyen en la presente solicitud.

La qPCR de etapa individual se llevd a cabo usando qPCRs basados en sonda de hidrélisis con controles
negativos emparejados por concentracién. La deteccién de la interaccién B7 de 462 pb se optimizé a
continuacién usando una sonda de hidrélisis disefiada frente a la regién de unién del fragmento de ADN 3C
objetivo. Las sondas usadas en los ensayos de gPCR son especificas para los fragmentos de ADN 3C. Se usé
una plantilla EOL-1 (10 ng) para optimizar las sondas en una qPCR basada en gradiente de temperatura (58-
68 °C). Se seleccionaron cebadores para el desarrollo del ensayo de qPCR de sonda de hidrélisis. El producto
B7 se utilizé para disefiar una qPCR especifica de fragmento 3C. Se usé una sonda de hidrélisis de doble
marcaje, marcada con 5-FAM/BHQ1-3' 0 5' Texas Red/BHQ2-3', para detectar la interaccion secuenciada. La
sonda se disefid para abarcar la regién de unidén del fragmento 3C, asegurando de este modo que la deteccién
del producto 3C fuera especifica para la interaccién FIPL1L1 y PDGFRA. Se produjo una curva convencional
de qPCR (copia 108-1) a partir del producto secuenciado.

Se usé una sonda de hidrélisis marcada con 5'FAM-BHQ1-3' de doble marcaje para detectar la interaccién
secuenciada. Todas las muestras se sometieron a deteccién a 20 ng y se registré el nimero de copias de
MMP1. Se usé el producto de PCR secuenciado B7 para generar curvas convencionales para deteccién de
gPCR. Se usaron plantillas de qPCR, ajustadas a 20 ng de ADN de la biblioteca 3C, con controles negativos
de concentracién coincidente. Los controles incluyeron bibliotecas 3C procedentes de biopsias adiposas y
sangre normal. Los controles negativos adicionales incluyeron material de estirpe celular sin fijacién de
formaldehido, material de biblioteca digerido y ligado y ADN genédmico normal. El presente estudio se llevé a
cabo segln las directrices de Sociedad Americana de Hematologia. Las estirpes celulares fueron
proporcionadas por ATCC. El material del paciente con consentimiento ético fue proporcionado por Tissue
Solutions (Oxford BioDynamics TSD-OBD2273).

De las seis secuencias de orientaciones de secuencia FIP1L1-PDGFRA 3C identificadas, dos reaparecieron
(Tabla 1). Especificamente, la secuencia genémica marcada GBA461GB_GBA496A6 se identificd cuatro
veces. La secuencia gendmica FH147946_FH149AA7 se identific6 dos veces. Usando PCR de etapa
individual, se amplificaron estas seis interacciones en la estirpe celular de AML EOL-1. La interaccién PDGFRA
3C B7 de FIP1L1 se encontrd de manera reproducible en la estirpe celular de AML (leucemia eosinofilica
mieloide aguda) EOL-1 (n =2, ensayos de sonda de hidrélisis) usando PCR de etapa individual. La pérdida del
aislamiento topoldgico entre FIP1L1 y PDGFRA en EOL-1 puede estar mediada en parte por eliminacién.

La interaccion de 462 pares de bases B7 se amplificé en dos estirpes celulares sensibles a imatinib: GDM-1 (n
=1)y HL-60 (n = 2). Se desconoce el mecanismo de pérdida de aislamiento topolégico entre los genes FIP1L1
y PDGFRA, no obstante, ambas estirpes celulares responden a imatinib. Las estirpes celulares de glioblastoma
DBTRG-05MG (n = 2 ensayos de qPCR) y U-373 (n = 1 ensayo de qPCR) también son positivas para la
interaccion B7. El nUmero maximo de copias encontrado en DBTRG-05MG fue de 29,89 copias (20 ng de
plantilla, Tabla 2). Una muestra de glioma sin mutacién IDH1 identificada o SNP rs11554137 presenté 1,19
(por 20 ng) de fragmentos FIPL1-PDGFRA 3C. Dos muestras de glioma con mutacién IDH1 R132H identificada
fueron positivas para fragmentos FIPL1-PDGFRA 3C.

Las curvas convencionales de qPCR (copia 10%-1) se produjeron a partir de los productos de PCR
secuenciados. El anélisis de datos de qPCR se llevd a cabo usando el software gestor CFX (BioRad). La
normalizacién se llevé a cabo con una interaccién 3C estable en MMP1. Las curvas convencionales mostraron
amplificacién selectiva de la interaccién B7 en muestras de AML y glioblastoma usando qPCR de etapa
individual.

El uso de conformacién cromosémica detecté con éxito secuencias de ADN relacionadas con la pérdida de
funcién aislante entre FLIPL1 y PDGFRA en estirpes celulares de glioblastoma y AML. La pérdida de
aislamiento entre los genes FIP1L1 y PDGFRA se traduce en una alteracién 3C que se puede detectar en AML
y glioblastoma usando gPCR. Estas interacciones resultarian indetectables usando la metodologia de
secuenciacién convencional.

Ejemplo 2. El desarrollo de ensayos de PCR cuantitativa

Para cumplir con los requisitos de datos y técnicos para qPCR abordados en las directrices de MIQE, los
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inventores desarrollan técnicas novedosas para la amplificacién y deteccién de 3C utilizando qPCR. La PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR) permite la determinacién del nimero de copias de ADN con elevada
sensibilidad en muestras objetivo. Se encontré que esto era particularmente adecuado para las demandas de
analisis de productos de acido nucleico relacionados con la deteccion de interacciones cromosdmicas.

Las directrices de MIQE proporcionan especificaciones para la informacion minima que se debe notificar para
un experimento de qPCR con el fin de garantizar su relevancia, exactitud, interpretacién correcta y repetibilidad.
MIQE (Informacién Minima para la Publicacion de Experimentos Cuantitativos de PCR en Tiempo Real) se
somete a modelizacién sobre directrices similares elaboradas para el analisis de micromatrices de ADN,
experimentos protedmicos, especificacién de secuencias genémicas, y aquellos bajo discusidn para el trabajo
de interferencia de ARN y metabolémica, siendo todos ellos iniciativas coordinadas bajo el paraguas de MIBBI
(Informacidén Minima para Investigaciones Bioldgicas y Biomédicas)

Convencionalmente, en el anélisis 3C en los casos en los que se usa un enfoque de PCR basado en
fluorescencia, se disefian a continuacién multiples conjuntos de cebadores en una regidn "constante” definida
de ADN complejo del fragmento 3C. No obstante, dichos enfoques no se adhieren a los principios MIQE para
gPCR, y son técnicamente una derivaciéon de la PCR anidada. Dichos enfoques requieren que se conozca al
menos la mitad de la interaccion.

En las técnicas de deteccién convencionales, ADN polimerasa escinde Unicamente las sondas que estén
hibridadas con la diana de ADN conocida y si el cebador de PCR inversa se une al mismo fragmento de
biblioteca 3C. El aumento de fluorescencia tiene lugar Unicamente si la diana es complementaria a la sonda y
se amplifica durante PCR. Debido a estos requisitos, no se detecta amplificacién inespecifica.

A partir de la cantidad de ADN genémico requerida para detectar productos de unién, los inventores estiman
que algunos episodios de unién especificos de locus pueden ocurrir en solo 1/2.000 a 1/20.000 células de
mamifero. Por tanto, la cuantificacién fiable de los productos de unién con enfoques convencionales solo es
posible si se afladen grandes cantidades de ADN (es decir, muchos equivalentes del genoma) a cada PCR en
técnicas convencionales. No obstante, los inventores emplean rutinariamente 20-100 ng de plantilla 3C (3,2
x 104-1,6 x 105 equivalentes de genoma) por PCR con la nueva técnica que han desarrollado. La tecnologia de
los inventores requiere sondas hidrolizables 3C para unirse sobre la unién de ligadura. También este analisis
de micromatriz para que sea compatible con el anélisis de PCR.

¢ Por qué la tecnologia existente no funciona utilizando técnicas convencionales? Cuestiones técnicas relativas
a la especificidad de deteccion y cuantificacién del nimero de copia 3C.

El enfoque convencional requiere dos conjuntos de cebadores y dos rondas de PCR. Técnicamente, este es
un derivado de PCR anidada con deteccion basada en florescencia. Otros enfoques imitan esto, pero con un
conjunto de cebadores y entre cuarenta y cincuenta ciclos de PCR. Aunque se pueden apreciar diferencias
entre las muestras, el enfoque no se puede describir como cuantitativo y contiene una serie de cuestiones
técnicas graves:

(a) Se acepta PCR anidada como no cuantitativa, las diferencias de eficiencia entre los conjuntos de cebadores
y las PCR que alcanzan la fase de meseta en algunas reacciones imposibilitan una cuantificaciéon exacta y
precisa de bajo nimero de copias.

(b) Los productos no especificos se pueden amplificar con cebadores anidados.

(c) Los ensayos a menudo no estan secuenciados.

(d) Con el enfoque de PCR en dos rondas no se puede obtener una cuantificacién absoluta “verdadera” con
respecto al nUmero de copias a partir de los datos.

(e) No se construyen curvas convencionales (que requieren una ronda de PCR), lo que se hace imposible una
cuantificacion exacta y precisa de niumero de copias bajo.

(f) Los estuches existentes no cumplen las directrices establecidas para ensayos de qPCR clinicos seguros.

(g) Las PCR TagMan amplifican frecuentemente multiples productos de PCR, lo que plantea serios problemas
técnicos con respecto a la especificidad de producto.

(h) Con respecto a la letra (g), el uso de sondas de hidrélisis para deteccién de 3C, las sondas estan situadas
en la “regién constante”.

(i) La regién constante no es un area especifica de secuencia para los fragmentos 3C o el sitio Taql; cualquier
reivindicacién de especificidad de que el producto de PCR detectado por la sonda de hidrélisis es un fragmento
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3C resulta, por tanto, dudosa.
Los enfoques convencionales utilizan los siguientes controles:

Control 1. Preparar una plantilla de control que contenga todos los productos de unién en cantidades iguales.
Utilizar esta plantilla para normalizar las diferencias en la eficacia del cebador.

Control 2. Determinar las interacciones entre sitios separados aumentando las distancias gendémicas para
estimar la frecuencia de interacciones aleatorias. Un buen punto de partida seria someter a ensayo
aproximadamente una docena de interacciones entre sitios separados por distancias genémicas que varian de
0 a 100 kb.

Control 3. Cuando se comparan dos tipos de células diferentes o dos condiciones diferentes, se determinan
interacciones en una regién gendémica que se supone que tiene una conformacién similar en los dos casos.
Utilizar este conjunto de datos para la normalizacién de manera que los datos obtenidos a partir de la regién
de interés se puedan comparar de forma cuantitativa.

Se detecta una interaccién especifica cuando después de la normalizacién para la eficiencia del cebador
(control 1), se observa un pico local en la frecuencia de interaccién (control 2). El analisis de una regién
gendmica no relacionada (control 3) se puede usar a continuacidén para comparar diferentes células o estados
celulares con el fin de establecer si la interaccién especifica est4 correlacionada con actividades biolégicas
tales como transcripcion del locus.

No obstante, la técnica que han desarrollado los inventores no requiere que dichos controles estén en su lugar.
La amplificacién y deteccién especificas se logra debido a la eleccién de dianas de unién de los cebadores y
la sonda, combinados con el uso de un sistema de marcaje de agente de inactivaciéon de fluorescencia. Por
ejemplo, la Tabla 3 enumera algunas sondas fluorescentes y agentes de inactivacién adecuados.

Ejemplo 3. Caracteristicas de secuencias de diana

La tecnologia gPCR EpiSwitch™ se utiliza exclusivamente para deteccién de las sondas de hidrélisis objetivo
que se extienden a través de un sitio de restriccién Tagl en fragmentos de ADN yuxtapuestos unidos (Tabla 4).
Normalmente, los sitios elegidos para la deteccién con sondas de hidrélisis se eligen para la eficiencia de la
hibridacién frente a la sonda y su propensién a la formacidén de estructuras secundarias y otras propiedades
biofisicas que podrian interferir con el proceso de hibridacién de la sonda, incluyendo propiedades de plegado
y flexiéon y niveles minimos de energia libre. Esto explica por qué, hasta ahora, cualquier uso de sondas de
hidrélisis en el contexto de la deteccidén 3C apuntaba a las sondas dentro de una parte del fragmento de unién
y no se superponia a ambas. Esto socava en gran medida la especificidad de la deteccién solo para los
productos unidos frente a todos los fragmentos unidos y no unidos dentro de la secuencia objetivo.

La curvatura de ADN y los niveles minimos de energia libre en las yuxtaposiciones unidas de los sitios Check
Point Charlie (CC) alrededor del sitio de restriccién Taql indican la conformacién de estructura secundaria que
diferencia las secuencias dirigidas convencionales para la hibridacién de sonda de hidrdlisis. Las sondas se
disefian en los fragmentos Taql yuxtapuestos que abarcan el sitio de restricciéon. La curvatura de ADN se
calcula mediante el algoritmo BEND' sumando los angulos de enrollamiento, inclinacién y torsién de la
geometria de los dinucleétidos. La curvatura se expresa como grados por vuelta helicoidal, por ejemplo, 10,5°
por vuelta helicoidal o 1° por par de bases. La energia libre minima, AG, en el sitio de restricciéon Tagql se calcula
mediante el algoritmo de Zuker? con la estimacién de la minimizacion de energia usando los parametros de
energia vecinos mas cercanos®.

En la tecnologia EpiSwitch™, los inventores exploran hasta 400 bases de secuencias aguas arriba y aguas
abajo del sitio Taql y calculan la curvatura de ADN. Como consecuencia de la unién conjunta de dos CC de
estructura secundaria elevada, las secuencias dirigidas a los sitios de unién muestran una diferencia
cuantitativa en la propensién a la curvatura, en comparacién con las secuencias objetivo convencionales para
hibridacién de sonda de hidrdlisis. La tecnhologia busca una puntuacién maxima de propension a curvatura de
mas de >5° por vuelta helicoidal. Los valores comparados con el valle de secuencias vecinas por debajo de 5°
por vuelta helicoidal podrian mostrar que ADN puede adoptar una conformacién curvada.

También, los inventores exploran hasta 20 bases de secuencias aguas arriba y aguas abajo del sitio de
restriccién Taql y calculan la energia libre minima, AG, de ADN lineal a 60°C en las condiciones iénicas de
Na*0 mM y Mg** 4,5 mM con correccidn de oligo como se describe en el algoritmo de Zuker. Se selecciona la
secuencia con estructura termodinamica con los niveles de energia libre por debajo de < 1,15 kcal/mol a 60 °C
para el disefio de la sonda.

Dichas secuencias que residen en una regién reguladora de gen tal como promotores, intrones, agentes de
terminacion, indican una conformacion de estructura secundaria, identificada por la plataforma EpiSwitch ™
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mediante el calculo de los valores de curvatura y energia libre. Se disefiaron sondas que abarcaban el sitio de
restriccidn Tagl en las secuencias seleccionadas con propensién a la curvatura y los niveles minimos de
energia libre descritos con anterioridad.

Aunque el uso convencional de sondas de hidrélisis no utiliza para la hibridacién dirigida dichas secuencias
biofisicamente restringidas en las uniones ligadas de los sitios de CC, en el contexto del procesado y deteccidn
de EpiSwitch los inventores pueden usar sondas de hidrélisis especificamente para el solapamiento de sitio de
enlace de Talal con todos los controles de gPCR que demuestran una deteccién eficiente y proporcionada de
los productos ligados por nimeros de copias frente a controles no especificos. Este es el primer uso practico
de las sondas de hidrdlisis dirigidas a la superposicién de 3C, realizado debido y en el contexto del ensayo
EpiSwitch, disefiado sobre la base del ensayo de gradiente de temperatura para la deteccién de sonda eficaz.

Los ejemplos siguientes ilustran la metodologia:

Secuencia 1

TTCCACGTGEUCTACCACAGCATGTCAGOLCTOGGGECAGAATCTT GLCATACT GTGLAGCLCAAATTIGAATGCC
AAAGOCTTICGTTTGTCTCTGGOGOLCCACAGTCTAGGTCTAGTTCTGTRLAGGAGTYGTAATATITOCTCYTCTCY

CCCTCCTCCAGCTCGCAGACCTOTGAAGAGAGTGCCATTGAGACOGGTTCCAGCAGTTCCACCTTCATCAAGAGAG
AGGACGAGACCATTGAAGACATCGAAAAGATAAAACAGGTGTTAGTGAGGATATGGOGAAATAAAALCCTCATA
CACTTCTGGTGGGATTGTAAAATGGTGLAGCTGLTTIGAAGAACAGCCTGGLCATTITCTCARAATGGTGAAACATG
GAGTTACCATGTGAGTCCTCCACCTTAGAGGAATGAAAACATATTCAGACAAAAACTTGTACGTGAATATTCATAG
CAGCATTATTCTTAATAGAAAGTGGAAAAAGAAAACCTIGCAGLTG

El perfil de propensidn a la curvatura de la secuencia se representa a continuacién. En este caso, el perfil
muestra una magnitud de propensién a curvatura superior a 5° entre 50 y 100 bases y seguida por un valle de
puntuaciones bajas. Esto indica una conformacién de curvatura de ADN. El plegamiento de ADNy la estimacion
de energia libre de la secuencia que rodea la regién Taql produjeron la energia libre de estructura
termodindmica mas baja, AG, de 1,13 kcal/mol a 60 °C, 4,5 mM de Mg** condicién iénica. Esta regidn
corresponde a la regién intrénica de FIP1L1 y extremo 3" de genes de PDGFRA que indican una regién
altamente regulada. Se seleccioné este fragmento Taql yuxtapuesto y se disefié una sonda que abarcaba el
sitio de restriccidn. El sitio de restriccién de Talen de la secuencia se muestra en blanco sobre un fondo negro.

Secuencia 2

TGGEAGTGEGTGLAGTGAGAACCTGGGAGAAGGLCAGCCETITATATCCAGGCAGACAGCTCCAAGTGCLACCA
TOGATCAGCCAGTCTTGLAGGGETGATOLTATTCAGLTACAGATOGLTTGATCCYOAGTCATTTCTTLCYTTYCCAT
GCAGTGTOTCCACCATRATCTGGELTGCTCGCAACGTCCTCCTORTACAAGGAAAAATTGTGAAGATCTGTRACTTT
GOCCTGGUCAGAGACATCATOCATGATTCGAAAAGATAAAACAGGTGTTAGTGAGOATATGGGEGARATAAAALC

CTCATACACTTCTGGTGGRATTGETAAAATGGTACAGLTGCITTGAAGAACAGLCTGGCCATITTCTCAAATGGTGA

ARCATGGAGTTACCATGTGAGTCCTCCACCTTAGAGGAAT GAANACATATTCAGACAAAAALTIGTACGTRGAATAT
TCATAGCAGCATTATTETTAATAGAAAG TGGAAAMAGAALACCTCGCAGCT GCATCAACTCATGAATGGATAGAT

TAAATGTGTTATATCCATACAGCGGAATATTATTTGGLAAGGACAATAAAATGAAGTACTGGTAGATGTTACAACA
CORATGAACCTTACAAATGTEGAAGCTAAAGATGTCAGTCCGT

Un barrido de 647 pb de secuencias alrededor de Taql de dos fragmentos yuxtapuestos muestra una magnitud
de propension a curvatura de mas de 5° por vuelta helicoidal en la posicién de aproximadamente 210 pb que
rodea un valle de bajas puntuaciones. El plegamiento de ADN y la estimacién de energia libre de la secuencia
de 44 pb que rodea la regidn Taql produjeron la energia libre de estructura termodindmica més baja, AG, de
0,78 kcal/mol a 60 °C, 4,5 mM de Mg** condicién idnica.
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Secuencia 3

GCAGCTGCOAGGTITTCTITTTCCACTTTCTATTAAGAATAATGCTGLTATGAATATTCACGTACAAGTITITGTCIG
AATATETTTICATHCCTCT AAGGTGGAGGACTCACATEGTAACTCCATGTITCACCATT TGAGAAAATGGLCCAGEL
TGTTCTTCAARAGCAGCTGCACCATTTTACAATCCCACCAGAAGTOTATGAGGGTTITATTTCCCCATATCCTCALTA

ACACCTGTTTTATCTTTICGAGGTCCTTGCTGAACCTOGACCTATARATGALGTCAATQATAGTGATLCCTACTGLA
GAAATCTACAAGTGGCTATARAAGAACTCTGTAGGTAAGAAATTCTGTAAGATCAGAAAGTACARTGAATTCACTTC
ATAATAARTTACTT GO TGEACACCAAATEEETGCTAAATTGATTGGETAGAAGSAATTATATGCCCAAGCCACATY

GGC

Un barrido de 462 pb de secuencias que se extienden aguas arriba y aguas abajo del sitio de restriccion Taql
mostré aproximadamente entre 400 y 450 pb, la magnitud de propensién de mas de 5° por vuelta helicoidal
con valores de secuencias circundantes por debajo de 5° por vuelta helicoidal. El plegamiento de ADN vy la

estimacién de energia libre de la secuencia de 44 pb que rodea la regién Taql produjeron la energia libre de
estructura termodinamica mas baja, AG, de -0,93 kcal/mol a 60 °C, 4,5 mM de Mg** condicién inica.

Secuencia 4
AGTACTICCTCTCCCCTCCCATATTGTTAAAAATAGTTTACATIGCTICCCAGEUTGGECTEGETEEAGTTGELACGA
GATGTCAGAGGAALCTGAGTCATGCTCAGGCCCAAGCCCTGTTGGCAGGCAGACCACTGCTITCTGGCCTTCCGT
GACTATCTGAAAAAAATCGTGAATGGCTAGAGCTACTCTICACTT GCTGAACATI TTCAAAAAGAATTIGAGARALTT
CTGGATTAAATTGCCTTCTTCCTCGAAAAGATAAAACAGGTGTTAGTGAGGATATGGEGEAAATAAAACCCTCATAL
ACTTCTGGTGGGATTGTAAALMTGG TCCAGCTGCTTTGAAGAACAGCCTGGLCATITTCTCAAATGETGAAACATG
GAGTTACCATGTGAGTCCTCCACCTTAGAGGAATGAAAACATATTCAGACAAAAACTTGTACGTGAATATTCATAG
CAGCATTATTCTTAATAGAAAGTGGAAAAAGAAAACCTCGCAGC

Un barrido de 499 pb de secuencias que se extienden aguas arriba y aguas abajo del sitio de restriccion Taql
mostré dos picos de propensidn a la curvatura a aproximadamente 160 y 240 pb. El plegamiento de ADN y la
estimacién de energia libre de la secuencia de 44 pb que rodea la regién Taql produjeron la energia libre de
estructura termodinamica mas baja, AG, de 1,14 kcal/mol a 60 °C, 4,5 mM de Mg** condicién idnica.

Secuencia 5

CCTCTCCCACACAAACCTGUTACTOAGTACCTICGUTARCT TAMCCATTCATTCALCCTGGAAGALCACCTACTAGE
AGAAGGATTCTTAACAAATGTAAAGAAAGTAAGGACTTTACACTAACAATACAAAACTAACTCTCTCTTTGACAAT
TCAAAAAACAAAAGATGTTGAACT TTGACATTTACAGAATTAAATGTCAAATGTGACACAATACCATLACATCIGN
CTAACTAACTCTTATGCTTITITTAGTAAGGAACAACTTTTGAGCCTCAATATCTTAATTCTTARAATGATAAAGAAL
ACTTAACTCAATITGTTGAGATCAAATAAGGTAATGTAAAAGTGGGATTTITATT TITACTTATTTATTCGARAACC
CTGGRALCCTTCCAGATOGGACTAALTGGLGAAAGTGGACAAGTTACAAACAAAGAAALTCAAAGGARAGTCAT
TGGCACTGATCICTAAGATGCTATCACATGTGATT GGYTGGTTGATT TTATTAACAAATTATAAGCAAAL TACTACAA
AGGTGGCTTTAAAAAGAAAATAAAGCAATTICACAGARACTACT TITTCATGTAGLTTGTATGTGIGLTCCATGY

Un barrido de 609 pb de secuencias que se extienden aguas arriba y aguas abajo del sitio de restriccion Taql
mostré dos picos de propensién a la curvatura a aproximadamente 200 y 500 pb con un valle de puntuaciones
bajas. El plegamiento de ADN y la estimacién de energia libre de la secuencia de 44 pb que rodea la regién
Taql produjeron la energia libre de estructura termodinamica més baja, AG, de 0,51 kcal/mol a 60 °C, 4,5 mM
de Mg** condicién iénica.
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Secuencia 6

ARATGATGAGGCACGGOTGAATAAGATAGTTGGAAGTRACACATACAGATTTCAAATAATTCCCTARAGGTGTAT
GETTTICTTTCCCTACAAATCCTACTITCAGTTCIITIGTACATGOACCCAGAGTGGAATTGCTGGATCATATGATA
ATTCTATTITTAACTICITGATGGACCTCTGTTITTGTTTTGTI T ITTACAGAGGLTGUAACATTTTATATTICCTACTA
ATAATGCACAGGOGTITCAGATITCTCCACATCCTTGCCAACACTTGATAT TTCCT GGGETTT TT TGATAATGGLCATC

CTAATAGGTGTGOGGACATGAGGTTTTCAATATGCTTGTGGCACATCOGAAAACLCTOGGACCCITCCAGATGGGA
CTAACTGGGGAAAGTOLACAAGTTACAAACAAAGAAACTCAAAGGAAAGT CATTGOCACTGATCTCTAAGATGCT
ATCACATGTGATTCGTGGTTGATTTTATTAACAAATTATAAGCAAAGTACTACAAAGGTGGLTTTAAAAAGAAAAT
AAAGCAATTCACAGAAACTACTTTITTCATGTAGCTTGTATGTGTGCTCCATG

Un barrido de 586 pb de secuencias que se extienden aguas arriba y aguas abajo del sitio de restriccion Taql
mostré dos picos de propensién a la curvatura a aproximadamente 300 y 500 pb con un valle de puntuaciones
bajas. El plegamiento de ADN y la estimacién de energia libre de la secuencia de 44 pb que rodea la regién
Taql produjeron la energia libre de estructura termodinamica més baja, AG, de 0,51 kcal/mol a 60 °C, 4,5 mM
de Mg** condicién iénica.
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Ejemplo 4. Trabajo Adicional

La deteccién de la activaciéon ectdpica de tirosina quinasa se pierde actualmente por la metodologia de
diagndéstico convencional (por ejemplo, secuenciacién) en multiples indicaciones.

Se estan desarrollando inhibidores de tirosina quinasa, por ejemplo dasatinib, imatinib e Ibrutinib/Imbruvica
(Janssen-Cilag Ltd) para numerosos tumores (crénicos) y trastornos constitucionales. Los ejemplos de
indicaciones no malignas potenciales para los inhibidores de la Tirosina Quinasa de Bruton (BTK) incluyen
artritis.

Los médicos requieren evidencia de una lesién molecular en una tirosina quinasa objetivo antes de la
prescripcién de un inhibidor de tirosina quinasa. Las intervenciones diagnoésticas terapéuticas que pueden
salvar la vida usando inhibidores de tirosina quinasa (TKI) se pierden usando diagnésticos convencionales.

Aspectos de la invencidn relacionados con el tratamiento de farmacos:
(a) Imatinib se dirige terapéuticamente a conformaciones 3C:

Los inventores demuestran que imatinib mimético de ATP conocido por actuar sobre tirosina quinasas
activadas directamente también actia directamente sobre confirmaciones de cromosomas 3C en genes
sensibles a imatinib tales como cKIT.

(b) GSK se dirige terapéuticamente a conformaciones 3C:

Se proporcionan datos para el inhibidor de IDH1 GSK864 que demuestran que este farmaco inhibe
directamente las conformaciones cromosémicas en multiples estirpes celulares. La estratificacién de pacientes
oncoldgicos para un tratamiento eficaz se puede llevar a cabo identificando mutaciones activadoras en genes
de tirosina quinasa y cambios adquiridos en otras rutas. Los procedimientos diagndsticos que contribuyen a
estratificar a los pacientes de esta manera son de gran beneficio potencial. Los cambios conformacionales en
las regiones potenciadoras de FIP1L1 y PDGFRA regulan por aumento la expresion de PDGFRA en pacientes
con glioma con mutaciones IDH1 R132H. La sobreexpresion ectoépica de PDGFRA se puede tratar con imatinib.

Los siguientes datos se refieren a marcadores 3C y su uso en un ensayo de qPCR funcional. ABL1 y cKIT
muestran la diferencia binaria entre la muestra no maligna y la estirpe celular.

RC = Complemento inverso. La secuencia de cebador inversa verdadera es adyacente a la secuencia RC.
Genes para los que se identificaron interacciones 3C e indicaciones en las que estédn implicados:

1. ABL1, gen de tirosina quinasa citoplasmética localizado en 9934: Indicaciones de enfermedad: Leucemia
Mieloide Aguda (AML), Leucemia Linfocitica Crénica (CLL), Cancer de Mama. Leucemia Mieloide Crénica
(LMC) y crisis blastica por LMC o Tumor del Estroma Gastrointestinal (GIST). Sindromes Mielodisplasicos
(SMD) o Trastornos Mieloproliferativos (Neoplasias Mieloproliferativas, MPN).

2. Tirosina Quinasa de Bruton, gen de tirosina quinasa citoplasmética localizado en Xg22.1: Indicaciones de
Enfermedad:

Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X (XLA), neoplasia maligna de células B. NHL, Linfoma (todas las
clasificaciones), Mieloma. Leucemia Linfocitica Crénica Pacientes con Neoplasias de Células B Maduras
Recurrentes. Enfermedad Crénica De Injerto Contra Huésped. Leucemia De Células Pilosas Recidivante.
Tumores Sélidos Recidivantes o Refractarios. Linfoma Refractario de Células de Manto. Carcinoma
Esofagogastrico Amplificado y Artritis Reumatoide.

3. cKIT, gen receptor de tirosina quinasa localizado en indicaciones de enfermedad 4q12:

Mastocitosis y Leucemia de Mastocitos y Tumores de Préstata. Melanoma Avanzado, Melanoma Maligno
Mutado, 22 Linea. Tumores del Estroma Gastrointestinal (GIST) No Aptos para Reseccion o Metastasicos, que
expresan Mesotelioma Maligno. Cancer de Ovario Refractario a Platino Avanzado. Cancer de Ovario Epitelial,
de Trompa de Falopio o de Peritoneo Primario Recidivante, o Tumor Ovarico de Bajo Potencial Maligno.
Pacientes con Carcinoma Seroso Papilar Uterino, Cancer de Pulmdn Microcitico en Etapa Extensa, Carcinoma
Nasofaringeo Localmente Avanzado, Linfoma -No Hodgkin en Recaida/Refractario, Cancer De Células
Renales Metastasico, Tumor Neuroendocrino Gastroenteropancreatico Metastasico, Carcinoma Ovarico de
Células Claras Recurrente, Carcinoma Esofagico de Células Escamosas, Cancer Uterino Persistente y
Tumores de Mama.

4. FGFR1, gen receptor de tirosina quinasa situado en 8p11: Indicaciones de enfermedad: cancer de Tiroides,
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adenoma Oral, Leucemia Crénica, Leucemia Aguda, Tumores de Préstata y Cancer de Mama. Cancer de
Cabezay Cuello Recurrente, Mutado o Amplificado, de FGFR1-3 Translocado, Glioma Maligno Recurrente que
expresa la Fusion de Gen FGFR-TACC. Pacientes con Céncer de Pulmén No Microcitico Avanzado.

5. FIP1L1, factor de especificidad de poliadenilacion fusionado frecuentemente a PDGFRA (4q12). El gen que
no es de tirosina quinasa: IHES, Leucemia Croénica.

6. Gen de tirosina quinasa de receptor FLT3 localizado en 13911-12.2: Indicaciones de enfermedad: Leucemia
Crénica, Leucemia Mieloide Aguda y Cancer de Mama, iHES, Leucemia Crdnica. Carcinoma de Pulmén No
Microcitico (NSCLC). Céancer Colorrectal, Melanoma Metastasico o Céncer de Células Renales, Glioma,
Linfoma de Hodgkin Refractario. Cancer De Ovario Tratado Previamente. Carcinoma Nasofaringeo Localmente
Avanzado. Leucemia Linfocitica Crénica Refractaria/Linfoma Linfocitico Pequefio (CLL/SLL). Tumores de
Estroma Gastrointestinal (GIST) en los que ha fallado sumitinib.

7. PDGFRA es un gen del receptor tirosina quinasa localizado en 4912: Indicaciones de la enfermedad: Glioma.
Leucemia Crénica, Leucemia Mieloide Aguda y Cancer de Mama, iHES, Leucemia Crénica.

Tabla 5. Interaccion ABL1 3C N°. 1.
Nombre de la interaccion: ORF1_9_130700600_130703071_130719461_130720884_FR

Secuencias seleccionadas para sondas. Insertar una regién de 25 pb a cada lado de la unién Taq |.

5-CTTATAGCCTGTCTCTCTTGCTG GGTTGCAACGAGCTGAGATTGC-3

Secuencia de cebador directo: 5-TTGGAGTTCCAGGGTGATACTGTC-3

Secuencia de cebador inverso: 5-ACCAACGCTATTCTTGGCTTCCA-3

Posicién de la secuencia de PCR BLAT. Tener en cuenta que las dos primeras filas son las verdaderas

homologias.

Localee_10|on Gen(es) Orientacién IniciodefFin deLongitud Puntuacién [E-val % 1D
Gendmica Solapante(s) consulta onsulta

9:130719465- .

130719839 ABL1 Directo 96 470 375 715 2 00E-206 [99,20
9:130702984- .

130703074 EXOSC2 Directo 5 95 91 172 6,00E-43 [96,70
X:136026579-

136026620 SLC9AB Inverso 93 137 45 65 1,10E-10 [93,33

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (CML, CML-BC, CLL, Cancer de
Mama) usando muestras de sangre periférica. El control positivo es la estirpe celular K562 de crisis
blastica de CML.

Ciclo gPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La sonda
de hidrélisis se dirige a la unién del fragmento 3C

ORFL 5 O1307C060G 130703071 130671946l 130720884 FR

TTTTATEALAGR

Los datos de chip de laboratorio muestran la amplificacién de una interaccién 3C en el material normal
(paciente 375) pero no en la estirpe celular K562 de crisis blastica de leucemia mieloide crénica (temperatura
de recocido de cebador de 68 °C). Este patrén también se encontré a temperaturas de recocido de 67,5 °C y
66,4 °C. Tamafio esperado de producto: 515 pb.

Tabla 6. Interaccion ABL 3C N°. 2.

Nombre de la interaccion: ORF1_9_130700600_130703071_130719461_130720884_RF

32



10

ES 2971286 T3

Secuencia seleccionada para las sondas (objeto de ensayo). Insertar una regién de 25 pb a cada lado de
la unién Taq I.

5-GGGCCAAGTGTGACTCTCAGGTT CCTGCCTCAGCCTCCCAAAGT-3

Secuencia de cebador directo: 5-ATGCAGGAGGTAAAATGGAGGGT-3’

Secuencia de cebador inverso: 5'-CAAAGAGACAGCTCCGTCAGAGA-3

Posicién de la secuencia de PCR BLAT. Tener en cuenta que las dos primeras filas son las verdaderas

homologias.

Localizacién Gen(es) Orientacié Inicio de | Fin  de Longitu Puntuac %
o Solapante(s consult | consult C E-val
Genbmica ) n a a d i6n ID

. 440 |10
9:130720517 1 pp) 4 Inverso | 256 625 370 724 E- |00

-130720886
209 0
9:130700586 7,90 97
130700859 EXOSC2 Inverso 1 273 275 497 I1E‘—1r1 82’

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (CML, CML-BC, CLL, Céncer de
Mama) usando muestras de sangre periférica.

Ciclo gPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La sonda
de hidrdélisis se dirige a la unién del fragmento 3C

ar

OREFL @ I30TCOE00 130703071 13071548 130720884 RE

ST TTCCTTY CRCCLUTGEEUUAGGUTEAG

CTGARATATESARAZ

Los datos de chip de laboratorio muestran la amplificacidén de la interaccién 3C en el material normal (paciente
375) pero no en el material maligno (derivado de la estirpe celular K562) a 67,5 °C. Tamafio esperado de
producto: 676 pb

Tabla 7. Interacciones de Tirosina Quinasa 3C de Bruton N°. 1:

Nombre de la interaccion: ORF2_X_101355470_101357976_101407183_101408846_FR

Secuencias seleccionadas para sondas.

5-TTGAGGACAAGGAC ATACTGCCGAGAAATCC-3

Secuencia de cebador directo. 5-ATGTTGTCTAACCTGTATGTTCT-3

Secuencia de cebador inverso. 5’-CTTCCTCTGCCGGGTGCTAA-3

Posicidén de la secuencia de PCR BLAT. Tener en cuenta que las dos primeras filas son las verdaderas

homologias.
Nombre | Inicio . .
Localizacién Gen(es) Orient | de de Fin de | Ori Long Pun_t
o Solapan - consu | cons | . uaci | E-val | % ID
Genbmica acién consult | consu itud .
te(s) a ita Ita ulta 6n
X:10140718 | RPL36A
0- - Invers | Consult Dire 3,00 | 100,
101407241( | HNRNP | o a1 5 66 oo |92 |12 |ED25 |00
3 pb) H2, GLA
X: (2 pb) Invers | Consult Dire 3,00 | 100,
BTK o a1 61 102 cto 42 83,8 13 | 00
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101357937-

101357978

5:15414355 . .

8- MFAP3 | Drect | Consult | g5 gq | Dre o7 Jap | 205 | 000
154143584 _

12:4194119 Invers | Consult Dire 100,
4-41941215 0 a_1 69 190 oo |2 |92 | o

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (leucemia de células B) usando
muestras de sangre periférica. Estirpe celular de control positivo RAMOS (linea de linfoma de Burkitt).

Ciclo gPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La sonda
de hidrdélisis se dirige a la unién del fragmento 3C

Tumores malignos de células B = cualquier tumor maligno que se piense que implica Tirosina Quinasa de
Bruton.

5
CTCACARAAATAS
Ir‘:\{ o :\: ‘IG
GABATCD
Los datos de chip de laboratorio muestran la amplificacidén de la interaccién 3C en la estirpe celular solo a esta
temperatura de recocido. Tamafio esperado de producto: 155 pb.
10

Tabla 8 Interaccién de tirosina quinasa cKIT N°. 1:

Nombre de la interaccion: ORF3_4_54711719_54715167_54736749_54740853_FR

Secuencia seleccionada para las sondas (objeto de ensayo):

TCACCCAGAATAAGGCTTC TTCTAAGTTCTACAAGA

Secuencia de cebador directo (s). cKIT_003 (5’- CAGTGCGGTGGGAGTACTGT-3')

Secuencia de cebador inverso (s). cKIT 004 (5-TTCAGCAGGTGCGTGTTCAG-3')

Secuencia de cebador directo (s). cKIT_001 (5-AGTGCGGTGGGAGTACTGTG-3') *

Secuencia de cebador inverso (s). cKIT_002 (5-ACATTTCAGCAGGTGCGTGT-3') *

Ambos conjuntos de cebadores (001/002 y 003/004) amplifican la interaccién. La posicién de la secuencia
de PCR BLAT para la secuencia de cebador es para cKIT003 y cKIT004 (también se han confirmado datos
de PCR y secuenciacién de una sola etapa para los cebadores adicionales).

Localizac Nomb | Inicio Fin Ori
! Gen(es) ) de Lon
i6n Orientac | re de | de Co . Puntuac

_ Solapant | .% con gitu | .. E-val % ID
Gendmic i6n consu | consult nsu iéon

e(s) sult d

a Ita a a Ita
4:547148 Dir
61- ESTUCH . 2,80
5471516 | E Directo 1 307 §ct 308 | 585 E.167 99,68
8
4:547367 Dir
51- ESTUCH . 1,80
5473682 | E Directo 308 381 ict 74 134 E-31 98,65
3

34



10

ES 2971286 T3

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (EOL1) usando muestras de sangre
periférica. La estirpe celular de control positivo EOL1 y (leucemia eosinofilica) y BT142 (Glioma).

Ciclo gPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La sonda
de hidrdlisis se dirige a la unién del fragmento 3C.

*Tener en cuenta que estas combinaciones de cebadores generan productos de etapa individual y no se han
utilizado para PCR anidada.

SSacq

Do
i,j

SR

\{_[’7\_

3 3 : f‘al‘ TGAGAACUTGAAL TTGEATT
TAGGATOCCTTTRAT \‘T TGAGCTAGATTOGARAAGLUCCARGTCACTGOITG
CTCOATTTATGCARGGGTATT (%F\C'

ATTATTTCCA
NENBY

o RTT R

T

RO ARSI AL A
POAGAA CACCAA

I Talal

N PN
T

TC:_ G pl._u ORI S fﬁJ\JzﬂT GC

JRﬁ%AAhTT TTCCTTTAGGTCACGTTTRCCE AGRARCC

CATARCAUAS mTTf 33:&.1 GT CP:: TTGGATTOTTTAT LACP&C:‘ o
TCOYTET

CTATATE

AT f s(‘ A’]‘ [‘ T

ikl TPROT P OTT R SR
A ‘;‘-&TT TCTTTTTAGAGA

BB AT
LPEPLYERH (-\(1

W Y
A3 [4.\1\1‘

TR T R e T e
uTL‘!’_‘\!JL‘\_ - \TT'(w os‘(w X, ‘r\_)i

Los datos de chip de laboratorio muestran la amplificacién de la interacciéon 3C en material normal pero no en
material maligno (derivado de la estirpe celular EOL1). El tamafio de producto esperado es de 429 pb.

Tabla 9. Interaccion FGFR1 3C N°. 1.
Nombre de la interaccion: ORF4_8_ 38427499 38430449 38480545 38486034_FF

Secuencia seleccionada para las sondas (objeto de ensayo). Insertar una regién de 25 pb a cada lado de
la unién Taq |.

5-AAACCCCAGCAGCCCCTGCCCAAG GGGAGCAGCTCCCCACCCAGCCC-3

Secuencia de cebador directo: 5-AGAAAGAGGCAAAGTTAGGAAGCA-3’

Secuencia de cebador inverso: 5-AAAACAGCAACCTATTCAGAGAGC-3

Posicién de la secuencia de PCR BLAT. Tener en cuenta que las dos primeras filas son las verdaderas

homologias.
Localizacién | Gen(es) Or|e_ Inicio de Fin de . Pun_t %
o ntaci consul | Longitud uaci | E-val
Genbmica Solapante(s) | . consulta . ID
on ta on
8:38430233- Direc 2,90E- 97,
38430452 FGFR1 to 9 228 220 422 118 57
8:38485833- Inver 2,00E- 100
38486036 SO 224 427 204 403 112 ,00

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (cancer de Tiroides, Adenoma
Oral, Leucemia Crénica, Leucemia Aguda, Tumores de Préstata y Cancer de Mama) usando muestras
de sangre periférica. Estirpe celular de control positivo CCL30 (carcinoma de células escamosas).

Ciclo gPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La sonda
de hidrélisis se dirige a la unién del fragmento 3C
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P e e e 3 LI e B
GAGCCGCACTATCOTEEEER A

GERETTGCCCCCTCCCCAGATGETCAGTTCT
N

AT ARG

PR, »
TTATCT A 41

TOTTAGACACAARATCGCD

Los datos de chip de laboratorio muestran la amplificacién de la interaccién 3C en el material normal (paciente
375) pero no en el material maligno (estirpe celular CCL30) a 68 °C. Tamafio esperado de producto: 460 pb.

Tabla 10. Interaccion FIP1L1 3C N°. 1:
Nombre de la interaccion:

>FIP1L1PDGFRA_4_54231931_54236063_55143356_55145047_FR
Secuencia seleccionada para las sondas (objeto de ensayo).

5-TATGCTTGTGGGAC CAAAAGCAATTATGC-3

Secuencia de cebador directo. 5-TGGAAGTGACACATACAGATTTCAA-3

Secuencia de cebador inverso. 5-CTTTCTGCACCGTAGCCAGC-3

Posicién de la secuencia de PCR BLAT. Tener en cuenta que las dos primeras filas son las verdaderas

homologias.
Inicio .
Localizacién Gen(es) Orientacié | de Fin de Longitu Pun_t
P Solapante(s consult uaci | E-val | % ID
genbémica ) n consult a d on
a
3,00
4:53369634- . '
53369898 Directo 10 274 265 517 I1Ez_13 99,62
4:54277188- AC058822. . 7,00 [ 100,0
54277335 1. PDGFRA Directo 271 418 148 293 E76 | 0
10:61991285- . 8,00
61991356 ARID5B Directo 123 194 72 87,7 E-14 90,28
10:10353728 . 8,00
0-103537327 NEURL1 Directo 35 82 48 87,7 E-14 97,92

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (leucemia mieloide agua)
usando muestras de sangre periférica. Estirpe celular de control positivo EOL1 (estirpe de leucemia
aguda eosinofilica).

Ciclo gPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La
sonda de hidrélisis se dirige a la unidén del fragmento 3C.
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ATDGFRA 4 54231931 S4238063 551
CAGCTAAAGACT AL T T I S CARGCOTOTT GCAGC T AGC T AN GEAS AAR TEAT GAGECALS
PARGATAGT! EATRATTOOC TARAGG TG TAY
CTT OO TACRAATCO A T TTCAGY PCT P TTET A RTGGATCUAGAGTEGRATY
TGoTGRATCATATEATAATYTCTATTITTAA f““'“(”“”*"l“f"’r SACCTOTSTYTTTYSTTTTEY
TTTTTACACATLG CATTTTATATTCOT ACACAGOEGTYCGHATTTC
TOCACATCCT TG CAACAL T TCATATYTCCTGE ur"hTﬁT’S 1' QTGGCC TZ’:TE\&TAJ_:
TEEGGACATEREETTTTCRAT #‘s_‘(‘ CTTEYEES SR %{‘Jw TTATGECTAR
TCCTTC GEUTTARATTOOTTYT l“""“l(;wu GRS ';‘E“A'l TaA 'l ("i;
TTALCTCORA SRAAAGACACTO G CCAGT . Sl

CCABRR
SLLT "H"%GQ‘.&"‘ » T}T{:T‘L AGT ZTT TTGEHET

T

SO Py
GGETEAS
.

\>‘< o rl\ \[\ e }

L

-

SGTCTTGES 50 ; BN “‘m" NCAGCITA 1. GEATTAAGC
CEGETOCCAACCTETCATG uc\ﬁu i r[ UCP«Q TEAAGATGCTARAAACGY ARG TECYCCTTCITS
BRGAT T T TORG ACGGGEA T T T T T GAGCATGEGARTATT ARG GGART T T CTOARAAT
CATCCAGCTACTARATS

Tabla 11. Interaccion FLT3 3C N°. 1:

Nombre de la interaccién prevista: ORF5_13_28025286_28026644_28116701_28118054_RF

Secuencia seleccionada para las sondas (objeto de ensayo). Insertar una regién de 25 pb a cada lado de
la unién Taq I.

5-CCTCGGCGACAGAGTGAGACTCTG CTCATTCTTTGGTTTCTGAAC-3’

Secuencia de cebador directo: 5-GGTATGTGCCTGTAGTCCCAACT-3

Secuencia de cebador inverso: 5'-GAAGGATGGTGAAACGCTTACGG-3

Posicién de la secuencia de PCR BLAT. Tener en cuenta que las dos primeras filas son las verdaderas

homologias.

o Gen(es) ' - ) .
Localee_10|on Solapant O_rllenta Inicio de | Fin de | Longi Pu_r]tu E-val % ID
Genbmica e(s) cion consulta consulta | tud acién

13:28025285

28025376 FLT3 Directo | 81 172 92 174 1,50E-43 | 96,74

13:28117987

28118056 Directo | 15 84 70 139 5,30E-33 | 100,00

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (Leucemia Mieloide Agua) usando
muestras de sangre periférica.

Ciclo gPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La sonda
de hidrdlisis se dirige a la unién del fragmento 3C.

AR AR A AT RO T T O T

T %;%GRC‘
RNNNNNNNNN

('““I “I\]I\N;Eb;;\p:;: 3

-
‘\\J(S‘x SGEAGET
4 g

AGOC0

"’C ?—\L’TL"(‘"‘ CGGUGACAR

CTCRCATANTAS
ARRGCTCATTT
CPPCOOTEAGE
KTTTACAR

AQTGTATTTAR

TOTTTAGTT
Ny T3 ULJ A

SBRTRADTTS

TEOTCAD

Datos de Lab Chip - fila B. Esto muestra la amplificacion de la interaccién 3C en el material normal (Paciente
376) pero no en el material maligno (derivado del paciente 277 con AML) a 67,5 °C. Tamafio esperado de
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producto: 223 pb.

Tabla 12. Interaccion FLT3 3C N°. 2:

Nombre de la interaccién prevista: ORF5_13_28025286_28026644 28116701_28118054_FF

Secuencia seleccionada para las sondas (objeto de ensayo). Insertar una regién de 25 pb a cada lado de
la unién Taq I.

5-ACTTTACTGTGTCCCCATCACGTG % CAGAGTCTCACTCTGTCGCCGA-3’

Secuencia de cebador directo: 5-CAAGCATCTCTCAGGATCCCCAT-3

Secuencia de cebador inverso: 5’-ACTATTCAGGGAAGCTGAGGTGG-3

Posicién de la secuencia de PCR BLAT. Tener en cuenta que las dos primeras filas son las verdaderas
homologias.

Gen(e
o s) Orie - .

Localee_10|on Solap | ntaci Inicio de | Fin de L_on Pu_r]tu E-val % ID
Genbmica . consulta consulta gitud | acién

ante(s | 6n

)
13:2802655 Inve 1,60E-
428026646 FLT3 rso 66 158 93 180 45 98,92
13:2811799 Dire 3,30E-
0-28118056 o |3 69 67 |13 | 3 100,00
11:3560407 Dire 1,70E-
3-35604129 cto 7 63 57 110 24 98,25

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (Leucemia Mieloide Agua) usando
muestras de sangre periférica.

Ciclo gPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La sonda
de hidrdlisis se dirige a la unién del fragmento 3C.

Mo 3 »ORFS 13 ZEGELEES 28026084 28118701 H#8i1igdag TF

NIRNS

SGT

T ar T
COTARCAG

Los datos de chip de laboratorio muestran la amplificacién de la interaccién 3C en el material normal (Paciente
376) pero no en el material maligno (derivado de paciente 277 con AML) a 68,0 °C. Tamafio esperado de

pro

ducto: 204 pb.

Tabla 13. Interaccion FLT3 3C N°. 3:

Nombre de la interaccién prevista: ORF5_13_28025286_28026644_28116701_28118054_RR

Secuencia seleccionada para las sondas (objeto de ensayo). Insertar una regién de 25 pb a cada lado de
la unién Taq I.

5-GAGTTCAGAAACCAAAGAATGAGA GTGATTGCTAGGTGATGGACCT-3

Secuencia de cebador directo: 5-GAAGGATGGTGAAACGCTTACGG-3’

Secuencia de cebador inverso: 5-TGCACCCCAACAGGAGTTTTCTA-3
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Posicidén de la secuencia de PCR BLAT. Tener en cuenta que las dos primeras filas son las verdaderas

homologias.

Localizacién Gen(es) . . Inicio de | Fin de . Pun_t %
o Orientacién Longitud | uaci | E-val
Genbmica Solapante(s) consulta | consulta 6N D
13:28116700- . 1,40 | 98,
28116784 Directo 50 134 85 164 E-40 | 82
13:28025280- 2,40 | 96,
28025338 FLT3 Inverso 1 57 59 93 E-19 | 61

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (Leucemia Mieloide Agua) usando
muestras de sangre periférica.

Ciclo gPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La sonda
de hidrdlisis se dirige a la unién del fragmento 3C.

AACGGCARACTGE

Los datos de chip de laboratorio muestran la amplificacién de la interaccién 3C en el material normal (Paciente
376) pero no en el material maligno (derivado de paciente 277 con AML) a 68,0 °C. Tamafio esperado de
producto: 173 pb.

Tabla 14. Interaccion FLT3 3C N°. 4:
Nombre de la interaccion: ORF5_13_28009061_28014204_28025286_28026644_FR

Secuencia seleccionada para las sondas (objeto de ensayo). Insertar una regién de 25 pb a cada lado
de la unién Taq I.

5-GCTGGAGGATTGCTTGAGCTTGGGAGG] TCTCATTCTTTGGTTTCTGAAC-3

Secuencia de cebador directo: 5-GCTTCTGGAGGCCAGGGATTAT-3’

Secuencia de cebador inverso: 5-AGCCCCTTTGATTCGTTCTGTTC-3’

Posicién de la secuencia de PCR BLAT. Tener en cuenta que las dos primeras filas son las verdaderas

homologias.
Inicio .

Localizacién Gen(es) Orientaci6é | de Fin de Longitu Pun_t

o Solapante( consult uaci | E-val % ID
Genédmica n consult d .

s) a a on

13:2802528 . 6,80E-
6-28025660 FLT3 Directo 325 699 375 723 509 100,00
13:2801388 . 6,70E-
0-28014203 FLT3 Directo 1 324 324 627 180 99,07
X:47532217- 1,10E-
47532398 Inverso 132 313 182 267 71 84,07

Un ensayo basado en sangre que discrimina material normal y maligno (Leucemia Mieloide Agua)
usando muestras de sangre periférica.

Ciclo qPCR (WI103). Producto secuenciado de ensayo 3C utilizado para la curva convencional. La sonda
de hidrdlisis se dirige a la unién del fragmento 3C.
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o

s
L0

DoAnGl 28014204

TITATTTAGTTYTATTTAG

aT TTGRETAE
MECTACTTGGARG
GCCCACTTTOR
TTTCECTTTGT

Los datos de chip de laboratorio muestran la amplificacidén de la interaccién 3C en el material normal (paciente
376) pero no en el material maligno (derivado de paciente 277 con AML) a 68 °C. Tamafio esperado del
producto: 742 pb.

Datos adicionales

La confirmacién de los datos de gradiente de temperatura se proporciona a continuacién. Las interacciones
seleccionadas para cada gen en orden alfabético se presentan a continuacién, se incluye la copia promedio
para cada interaccién en 20 ng (por reaccidén = un pocillo por placa de 96 pocillos).

1. Ensayo de qPCR basado en ABL1 ABL1-515 SYBR de material derivado de la estirpe celular K562 y sangre
normal (10 ng/reaccién).

K562 muestra un numero promedio de copias reducido (12,36333, DT +/- 15,67294) en 20 ng, en comparacion
con las copias 33,24667, DT +/- 35,04153 por 20 ng en sangre normal, (p = 0,143245 Ensayo T).

2. Tirosina Quinasa de Bruton

ORF2_X_101355470_101357976_101407183_101408846_FR

Las estirpes celulares (BT142, EOL1 y HL60) muestran un nimero promedio de copias reducido (20,99338 DT
+/- 43,413166) en 20 ng, en comparacién con las copias, 43,83277 DT +/- 72,808926 por 20 ng en sangre
normal, (0,41426 Ensayo T).

3. Experimento cKIT: diferencia altamente significativa.
ORF3_4_54711719_54715167_54736749_54740853_FR

Las estirpes celulares malignas (BT142, EOL1 y HL60) muestran un nimero promedio de copias reducido
(0,205135DT +/- 0,453526) en 20 ng, en comparacién con las copias 2,639932 (DT +/- 1,742175) por 20 ng en
sangre normal, (p = 0,001294 Ensayo T). Esta es una diferencia altamente significativa entre las estirpes
celulares y las muestras no malignas.

4. FGFR1,

ORF4_8_38427499 38430449 38480545_38486034_F

La estirpe celular maligna CCL30 muestra un numero promedio de copias incrementado de 2,05 (DT +/-
0,843267) en 20 ng, en comparacién con las copias 1,242222 (DT +/- 1,715319) por 20 ng en sangre normal,
(p=0,314743 Ensayo T).

5. Experimento FIP1L1

FIP1L1 PDGFRA_4 54231931_54236063_55143356_55145047_FR

Las estirpes celulares malignas (BT142, EOL1 y HL60) muestran un nimero promedio de copias reducido de
13,07325 (DT +/- 19,46042) en 20 ng, en comparacién con las copias 32,61117 (DT+/- 38,58252) por 20 ng en
sangre normal, (p=0,147896 Ensayo T).

6. Experimento FLT3:

ORF5_13_28009061_28014204_28025286_28026644_F: Diferencia significativa
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El material de paciente maligno muestra un nimero promedio de copias reducido 0,427619 (DT +/- 0,667599)
en 20 ng, comparado con las copias 6,587778, DT +/- 7,672794 por 20 ng en sangre normal, (p= 0,043238
Ensayo T).

Sensibilidad a farmacos e Imatinib

Imatinib (Glivec) muestra actividad frente a maltiples tirosina quinasas incluyendo ABL1, cKIT y PDGFRA. El
éxito de los ensayos clinicos en leucemia mieloide crénica proporcioné el impulso para la identificaciéon de una
estrategia farmacogenética.

A continuacién se describen ejemplos de datos novedosos con respecto a la accién de imatinib en el siguiente
gen seleccionado sensible a imatinib. Se afiadieron 20 ng de plantilla a cada pocillo para las muestras tratadas
con imatinib.

Interaccién de cKIT denominada anteriormente (ORF3_4 54711719 _54715167_54736749_54740853_FR) e
imatinib:

cKIT y datos a modo de ejemplo. Las células BT142 se han tratado con pm de imatinib. Se introdujeron 20 ng
de plantilla en cada pocillo. Téngase en cuenta que la interaccién cKIT 3C esta completamente ausente en las
estirpes celulares tratadas con imatinib (véase més adelante).

El producto en el pocillo C1 se ha confirmado como la interaccion cKIT mencionada anteriormente
(ORF3_4_54711719_54715167_54736749_54740853_FR). Estos datos ilustran la accién directa de imatinib
sobre una conformacién cromosémica cKIT 3C.

La interaccion MMP1 en la estirpe celular BT142 se muestra a continuacion. Esto confirma la calidad de las
muestras. Este es un ensayo basado en sonda de hidrélisis.

Estirpe celular Cq Numero de copia MMP1
BT142 ctrl 37,29354288 | 12,16144613
BT142 ctrl 35,68147305 | 36,19699893

BT142 ctrl

36,33204621

23,30823893

BT142 AMLtnib (IM) 1 gM

35,6402365

37,2211193

BT142 1uM

36,14604001

26,43413752

BT142 1uM

35,88943195

31,44606744

La accion de GSK864 sobre las estirpes celulares tratadas

Cuantificacién de MMP-1 3C con controles sin fijacién y muestras tratadas con formaldehido. Las estirpes
celulares a modo de ejemplo usadas en la presente solicitud son:

(a) DBTRG-05 MG (glioblastoma).
(b) HL-60 (leucemia mieloide aguda).
Estas estirpes celulares se han tratado con el inhibidor de IDH1 GSK864 durante 24 h y 48 h. Se observa una

diferencia binaria en la estirpe celular DBTRG, y diferencias cuantitativas en HL60 que muestran una accién
directa del compuesto en las confirmaciones del cromosoma MMP1 (véase la Figura 8).

Estirpe celular Cq Numero de copia en 20 ng
DBTRG 24 horas Ctrl 39,91101 2,898388

DBTRG 24 horas Ctrl 38,34145 8,990504

DBTRG 24 horas Ctrl NaN NaN

DBTRG 24GSK 1um NaN NaN

DBTRG 24GSK 1um NaN NaN

DBTRG 24GSK 1um NaN NaN

NaN = 0 copias

Las estirpes celulares HLE0 se han tratado con el inhibidor de IDH1 GSK864 durante 24 h y 48 h. Se observa
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una diferencia cuantitativa binaria en el nimero de copias de MMP1 3C en la estirpe celular HL60 que muestra
una accién directa del compuesto en las confirmaciones del cromosoma MMP1 (véase la Figura 9).

Estirpe celular Cq Numero de copia en 20 ng
HL-60 Ctrl 48 horas 35,94292 50,70651

HL-60 Ctrl 48 horas 35,20558 86,30136

HL-60 Ctrl 48 horas 36,69911 29,39049

HL-60 GSK864 48 horas 40,32569 2,149149

HL-60 GSK864 48 horas 37,49586 16,54413

HL-60 GSK864 48 horas 37,10877 21,87217

20 ng = un pocillo de reaccién.

Compendio

Los presentes ensayos de etapa individual que usan deteccién SYBR green muestran discriminacién entre
sangre normal y material maligno (véanse las estirpes celulares descritas en las tablas anteriores). El nUmero
de copias de gPCR 3C se puede reducir significativamente en las estirpes celulares malighas en comparacién
con el material normal (por ejemplo, cKIT y FLT3) o puede existir ganancia, por ejemplo, de la estirpe celular
de FGFR1 CCL30.

Se cree que el farmaco imatinib (Glivec: Novartis PLC) actla contra la proteina BCR-ABL. Los inventores
demuestran una accidén novedosa directa de imatinib frente a interacciones de conformacién 3C identificadas
en el gen cKIT. Los datos muestran una accién terapéutica directa de imatinib sobre las conformaciones 3C.

Ademas, GSK864 (un inhibidor mutante de IDH1) muestra una accidn directa sobre el nimero de copias de
MMP1 3C a 1 ym en las estirpes celulares DBTRG y HL&0.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para determinar el diagnéstico o pronéstico de un cancer que comprende detectar la presencia
0 ausencia de al menos una interaccién cromosémica epigenética en un cromosoma que se refiere a uno o
mas de los siguientes genes: FIP1L1, PDGFRA, FIt3, ABL1, FGFR1, cKIT vy tirosina quinasa de Bruton, en
donde dicha interaccién cromosémica esté seleccionada entre una interaccién definida por:

(i) cualquiera de las sondas siguientes:

(2) 5-CTTATAGCCTGTCTCTCTTGCTGATCOAGGTTGCAACGAGCTGAGATTGC-3'

(61 5-GGGCCAAGTGTGACTCTCAGGTTTTCGACCTOCCTCAGCCTCCCAAAGT-3

(©) 5-TTGAGGACAAGGACCTCOAGATACTGCCGAGAAATCG-3'

() 5-TCACCCAGAATAAGGCTTCTCGATTCTAAGTTC TACAAGA-3'

(&) 5-AAACCCCAGCAGCCCCTGCCCAAGTCGAGGGAGCAGCTCCCCACCCAGCCE-3
) 5-TATGCTTOTGGGACATCGACAAAAGCAATTATGC-3

(g) 5-COTCOGCGACAGAGTGAGACTCTGTCOATCTCATTCTTTGGTTTCTGAAC-3'

{R) 5-ACTTTACTGTGTCCCOATCACGTGTCGACAGAGTCTCACTCTGTOGCOGA-3

(i) 5-GAGTTCAGAAACCAAAGAATCAGATCGAGTCATTOC TAGG TGATGGACCT-3

() 5-GOTGOAGGATTGO TTGAGCTTGOGAGGTCGATCTCATTCTTTGATITCTGAAC-3'
(K) 5-TCAGCAAGGACCTCGAAAAGATAAAACA S’

B 5- ATTTATTCGAAAACCOTGOGACCG-3

[o]

(i) uno cualquiera de los siguientes pares de cebadores que amplifican el producto ligado preparado en el
proceso de deteccidn de la interaccién cromosémica:

{m) TTCCACGTGGUCTACCACAG and CAGCTGCGAGGTTTICTTTT

() TGGGAGTGGGTGGAGTGAGA and ACGGACTGACATCTTTAGCTTICC

(o) GCAGCTGCGAGGTTTTICTTT and GCCATGTGGCTTGEGCATAC

{p} AGTACTTCCTCTCCCCTCCCA and GCAGCTGCGAGGTITICTTTY

{g) CCTCTCCCACACAAACCTGCTA and ACATGGAGCACACATACAAGCTAC
{ry AAATGATCAGGCACGGGTGAA and CATGGAGCACACATACAAGCTAC,

en donde la deteccion de la interaccién cromosédmica definida por cualquiera de las sondas (a) a (e) y (9) a (j)
es para determinar el diagnéstico de cancer, y

en donde la deteccidn de las interacciones cromosémicas definidas por cualquiera de las sondas (f), (K)y (I) o
cualquiera de los pares de cebadores definidos por (m) a (r) es para determinar el pronéstico de céncer.

2.- Un método segun la reivindicacién 1, en donde dicha deteccién de la presencia 0 ausencia de la interaccién
cromosémica se lleva a cabo mediante un método que comprende las etapas de:

(i) reticular in vitro de regiones cromosdmicas que se han unido en una interaccién cromosdmica para formar
acido nucleico reticulado;

(i) someter dicho acido reticulado a escisién por digestion de restriccién con una enzima; y
(iii) unir de dichos extremos de &cido nucleico escindidos reticulados para formar el producto ligado; y
(iv) la deteccién del producto ligado para determinar asi la presencia o ausencia de la interaccién cromosdmica.

3.- Un método segun la reivindicacién 2, en donde dicho producto ligado comprende secuencias de é&cido
nucleico de longitud:

- de 10 a 1000 bases nuclectidicas,

- de 10 a 800 bases nucleotidicas,
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- 10 a 500 bases nucleotidicas,

- 10 a 100 bases nucleotidicas,

- de 10 a 400 bases nucleotidicas,

- 10 a 500 bases nucleotidicas,

- 200 a 600 bases nucleotidicas,

- 200 a 800 bases nucleotidicas, o

- de 200 a 1000 bases nucleotidicas,

4.- Un método segun la reivindicacién 2 o 3, en donde dicha deteccién comprende la deteccién especifica del
producto ligado por PCR cuantitativa (QPCR) que utiliza cebadores capaces de amplificar el producto ligado y
una sonda que se une al sitio de enlace durante la reaccién de PCR, en donde dicha sonda comprende una
secuencia que es complementaria a la secuencia de cada una de las regiones cromosémicas que se han unido
en la interaccion cromosomica.

5.- Un método segun la reivindicacién 4, en donde dicha sonda comprende:

un oligonucleétido que se une especificamente a dicho producto ligado, y/o

un fluoréforo unido covalentemente al extremo 5' del oligonucleétido, y/o

un agente de inactivacion unido covalentemente al extremo 3' del oligonucleétido, y

opcionalmente dicho fluoréforo esta seleccionado entre HEX, Texas Red y FAM.

6.- Un método segln la reivindicaciéon 4 o 5, en donde dicha sonda comprende una secuencia de acido nucleico
de 10 a 40 bases nucleoctidicas de longitud, preferentemente una longitud de 20 a 30 bases nucleotidicas.

7.- Un método segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el cdncer es uno cualquiera de
los siguientes:

(a) sindrome hipereosinofilico idiopatico (IHES)

(b) leucemias eosinofilicas crénicas y agudas.

(c) leucemia mieloide aguda (AML)

(d) carcinoma de pulmén no microcitico positivo para PDGFRA.
(e) glioblastoma, incluidos glioblastoma multiforme y astrocitoma.
(f) cancer de prostata.

(g) cancer de ovario avanzado.

(h) tumor del estroma gastrointestinal (GIST).

8.- Un método segun la reivindicacién 4, en donde hay deteccién cuantitativa del producto ligado mediante el
uso de una sonda que se puede detectar tras la activaciéon durante la reacciéon de PCR,

en donde dicho método comprende poner en contacto la secuencia ligada con la sonda durante una reaccién
de PCR, y detectar el grado de activacién de la sonda, y

en donde dicha sonda se une al sitio de unién.
9.- Un método segun la reivindicacién 8, en donde la sonda es como se define en la reivindicacién 5 0 6.

10.- Un método segln la reivindicacién 8 0 9, en donde la longitud del producto ligado es como se define en la
reivindicacién 3.

11.- Un método segln la reivindicacién 8, 9 0 10, en donde el sitio de unién de dicho producto ligado comprende
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la secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion de la enzima de restriccién usada para cortar el 4cido
nucleico reticulado, y preferentemente dicha enzima de restricciéon es Taq1.
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