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ES 2 343 996 B1

DESCRIPCIÓN

Método para la subclasificación de tumores.

La presente invención se encuadra dentro del campo de la biología molecular y la medicina. Específicamente, la
presente invención se refiere a un método de subclasificación de tumores. Concretamente, se refiere a un método de
pronóstico de la evolución de los tumores, y por tanto, un método útil para tomar decisiones con respecto al tratamiento
a administrar al paciente. Además, la presente invención se refiere a un kit que permite la subclasificación de tumores
mediante este método.

Estado de la técnica anterior

El cáncer de mama es el tumor maligno más frecuente en las mujeres y la primera causa de muerte por cáncer
también en mujeres. Es una enfermedad heterogénea en cuanto a las manifestaciones clínicas, el pronóstico y la
sensibilidad o resistencia a los diferentes tratamientos médicos. El pronóstico del cáncer de mama es particularmente
relevante porque sirve para seleccionar los tratamientos adyuvantes que la paciente recibirá después de la cirugía para
reducir el riesgo de recaída.

En los últimos años numerosas publicaciones han puesto de manifiesto que las nuevas técnicas de alto rendimiento
en genómica pueden ser de gran utilidad en la consecución de estos objetivos (Marchionni et al. Evid Rep Technol
Assess. 2007 Dec;(160):1-105). Estas técnicas pueden proporcionar información sobre el riesgo de padecer la en-
fermedad, la presencia de un tumor oculto en programas de detección precoz, la detección precoz de una recaída, la
posibilidad de que aparezca dicha recaída del cáncer (pronóstico) y la posibilidad de efectos secundarios y de respuesta
a los tratamientos. Así, se han encontrado varios perfiles de genes relacionados con el pronóstico del cáncer de mama.
Tres de estos perfiles, los conocidos como “70-gene Signature” (van’t Veer et al. Nature. 2002 Jan 31; 415(6871):530-
6), “Recurrence Score” (Paik et al. N Engl J Med. 2004 Dec 30;351(27):2817-26), y “H/I Index” (Ma et al. J Clin
Oncol. 2006 Oct 1;24(28):4611-9) han pasado una validación independiente, lo que se podría llamar ensayos en fase
II.

El perfil de genes con valor pronóstico “70-gene Signature”, comercializado con el nombre de MammaPrint® por
la empresa Agendia (van’t Veer et al. Nature. 2002 Jan 31; 415(6871):530-6; patente con número de publicación
EP1782315) se ofrece para el diagnóstico de pacientes que presenten los siguientes criterios: tamaño del tumor menor
de 5 cm, carcinoma de mama en estadio I o II, sin afectación ganglionar o hasta 3 ganglios linfáticos afectos, inde-
pendientemente de la expresión del receptor de estrógenos (ER). El procedimiento requiere la medida de la expresión
de 70 genes que determinan la firma génica asociada a pronóstico. El método empleado para el análisis consiste en
la obtención de RNA a partir de tejido congelado en fresco (FF, siglas del inglés “Fresh Frozen”) y el empleo de
microarrays de cDNA. El uso de tejido congelado para estudios moleculares a gran escala presenta varios problemas:
las muestras congeladas son difíciles de recoger, complicadas de procesar y costosas de almacenar. Por el contrario,
las muestras de tejido fijadas en formol y embebidas en parafina (FFPE, siglas del inglés “Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded”) son estables a temperatura ambiente, fáciles de almacenar y, lo que es más importante, existe un amplio
archivo de muestras clínicas disponibles junto con su información clínica y el seguimiento de la enfermedad. Frente a
estas ventajas ofrecidas por las muestras fijadas y embebidas en formol, existe la desventaja de que el RNA obtenido
a partir de estas muestras está muy degradado. Mientras que los estudios mediante microarrays son muy sensibles a
la degradación del RNA, el uso de la RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR) ha demostrado ser una técnica que ofrece me-
jores resultados ante la degradación del RNA. Además, el análisis de expresión mediante microarrays es una técnica
compleja que requiere de equipos sofisticados que no están disponibles en muchos laboratorios. Por tanto, a la vista
de los motivos expuestos, el uso de la qRT-PCR a partir de RNA obtenido de muestras de tejido FFPE utilizados en
la presente invención ofrece numerosas ventajas frente al análisis de expresión mediante microarrays a partir de RNA
obtenido de muestras de tejido FF.

En los otros dos perfiles de genes con valor pronóstico mencionados, conocidos como “Recurrence Score” (Paik et
al. N Engl J Med. 2004 Dec 30;351 (27):2817-26), y “H/I Index” (Ma et al. J Clin Oncol. 2006 Oct 1;24(28):4611-9),
el método empleado consiste en la obtención de RNA a partir de muestras de tumores FFPE y el empleo de la técnica
RT-PCR a tiempo real, con las ventajas que ello supone.

El “H/I Index” comercializado con el nombre de Theros H/I™ por la empresa BioTheranostics (Ma et al. J Clin
Oncol. 2006 Oct 1;24(28):4611-9; patente con número de publicación WO2007084220) requiere la medida de la
expresión de los genes HOXB13 e IL17BR que determinan la firma génica asociada a pronóstico y 4 genes que
permiten la normalización. Este método permite pronosticar la respuesta al tratamiento hormonal en mujeres con
carcinoma de mama positivo para la expresión del receptor de estrógenos y sin ganglios afectos.

El perfil “Recurrence Score”, comercializado con el nombre de Oncotype DX™ por la empresa Genomic Health,
Inc. (Paik et al. N Engl J Med. 2004 Dec 30;351 (27):2817-26; patente con número de publicación EP1815014) se
ofrece para el pronóstico de pacientes a las que se les ha diagnosticado un carcinoma de mama invasivo en estadio I o
II positivo para la expresión del receptor de estrógenos y que no presentan afectación de los ganglios linfáticos. Este
perfil es uno de los pocos para los que se han realizado estudios que permiten afirmar su utilidad clínica para predecir
el beneficio de un tratamiento quimioterapéutico (Gianni et al. J Clin Oncol. 2005;23(29):7265-7277; Paik et al. J Clin
Oncol. 2006;24(23):3726-3724; Chang et al. Breast Cáncer Res Treat. 2008 Mar; 108(2):233-40).
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El cáncer de ovario, aunque menos frecuente que el de mama, es el tumor más letal del tracto genital femenino,
debido no sólo a su agresividad intrínseca, sino también a la dificultad del diagnóstico precoz, lo que hace que casi las
dos terceras partes de las mujeres diagnosticadas estén ya en fases avanzadas de la enfermedad. En el caso concreto
del cáncer de ovario también podemos encontrar trabajos que analizan perfiles de expresión mediante técnicas de alto
rendimiento (Crijns et al, 2006. Int J Gynecol Cáncer. 16:152-65).

En conclusión, el cáncer es una enfermedad heterogénea con distintos subtipos tumorales en cuanto a su pronóstico
y respuesta a las diferentes opciones terapéuticas. Durante los últimos años se ha puesto de manifiesto que las técnicas
de alto rendimiento en genómica son de gran utilidad para pronosticar el riesgo de recaída, la supervivencia y la
respuesta a los diferentes tratamientos médicos adyuvantes. Sin embargo, los perfiles génicos descritos hasta la fecha
para el pronóstico del cáncer requieren aún de ensayos de validación. Por otra parte, la capacidad predictiva de cada
tipo de cada perfil es bastante limitada y existe la necesidad de perfiles génicos que permitan pronosticar la respuesta
a las nuevas terapias adyuvantes (Marchionni et al. Evid Rep Technol Assess. 2007 Dec;(160):1-105).

Explicación de la invención

La presente invención se refiere a un método de subclasificación de tumores. Concretamente, se refiere a un método
de pronóstico de la evolución de los tumores, y por tanto, un método útil para tomar decisiones con respecto al
tratamiento a administrar al paciente. Además, la presente invención se refiere a un kit que permite la subclasificación
de tumores mediante este método.

Por tanto, un primer aspecto de la invención se refiere a un método para la subclasificación de tumores que com-
prende:

a. obtención de una muestra biológica aislada que comprende células tumorales del mamífero;

b. detección de la cantidad del producto de la expresión de entre dos y ocho genes seleccionados de entre los
siguientes: DTL, ECT2, MTDH, PRC1, RFC4, SCUBE2, STK32B o ZNF533, en la muestra obtenida en (a) y

c. comparación de la cantidad detectada en el paso (b) con una cantidad de referencia.

Otro aspecto de la presente invención, se refiere un método de pronóstico de la evolución del tumor que comprende,
además de los pasos (a)-(c) anteriormente descritos, un paso (d) donde una cantidad detectada en el paso (b) de los
genes DTL, ECT2, MTDH, PRC1 o RFC4 mayor que la cantidad de referencia con la que se compara en el paso (c) o
una cantidad detectada en el paso (b) de los genes SCUBE2, STK32B o ZNF533 menor que la cantidad de referencia
con la que se compara en el paso (c) es indicativa de una menor supervivencia libre de recaída a distancia o una menor
supervivencia global.

El término “pronóstico”, tal y como se utiliza en la presente descripción, se refiere, pero no se limita, a la proba-
bilidad de la muerte debida al cáncer o la progresión, incluyendo recaída, capacidad de diseminación metastásica o
respuesta a un determinado tratamiento de una enfermedad neoplásica.

El término “predicción”, tal y como se utiliza en la presente descripción, se refiere, pero no se limita, a la proba-
bilidad de que un paciente responda favorable o desfavorablemente a un determinado tratamiento, y a la extensión de
dichas respuestas, o de que el paciente sobreviva, tras la eliminación quirúrgica de un tumor primario y/o la quimiote-
rapia por un periodo de tiempo sin que se produzca recaída del cáncer.

El término “supervivencia libre de recaída a distancia” (SLRD), tal y como se utiliza en la presente descripción,
se refiere al tiempo transcurrido desde la fecha de la cirugía hasta la recaída a distancia o hasta la última visita. El
término “supervivencia global” (SG), tal y como se utiliza en la presente descripción, se refiere al tiempo transcurrido
desde la fecha de la cirugía hasta la última visita o hasta el fallecimiento de la enferma.

El término “muestra biológica aislada que comprende células tumorales”, tal y como se utiliza en la descripción se
refiere, pero no se limita, a tejidos y/o fluidos biológicos de un sujeto, obtenidos mediante cualquier método conocido
por un experto en la materia que sirva para tal fin. La muestra biológica puede ser un tejido, por ejemplo, pero sin
limitarse, una biopsia tumoral o un aspirado por aguja fina, o puede ser un fluido biológico, por ejemplo, pero sin
limitarse, una muestra de fluido, como sangre, plasma, suero, linfa, fluido ascítico, orina o exudado mamario. La
muestra puede ser tomada de un mamífero humano, pero también de mamíferos no humanos, como por ejemplo, pero
sin limitarse como roedores, rumiantes, felinos o caninos. La muestra biológica puede ser fresca, congelada, fijada,
embebida en parafina. Preferiblemente, la muestra es fijada y embebida en parafina.

El término “producto de la expresión”, tal y como se utiliza en la descripción, hace referencia a sus productos de
transcripción o expresión (ARN o proteína). O a cualquier forma resultante del procesamiento de dichos productos de
transcripción o expresión.

El término “perfil de expresión génica” o “perfil de expresión de genes”, tal y como se utiliza en la presente
descripción, se refiere a cualquier método que permita la cuantificación del RNA mensajero (mRNA) y/o de proteína
en una muestra biológica.
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El término “cantidad de referencia” o “punto de corte”, tal y como se utiliza en la presente descripción, se refiere a
cualquier valor derivado de la cuantificación del producto de la expresión de los genes en una muestra biológica, que
permita definir dos poblaciones con diferente riesgo de recaída a distancia.

La detección de la cantidad de producto de la expresión de los genes en la muestra obtenida, tal y como se utiliza
en la descripción, hace referencia a la medida de la cantidad o la concentración, preferiblemente de manera semi-
cuantitativa o cuantitativa. La medida puede ser llevada a cabo de manera directa o indirecta. La medida directa se
refiere a la medida de la cantidad o la concentración del producto de la expresión del gen basada en una señal que
se obtiene directamente del producto de la expresión del gen y que está correlacionada directamente con el número
de moléculas del producto de la expresión del gen presente en la muestra. Dicha señal - a la que también pode-
mos referirnos como señal de intensidad - puede obtenerse, por ejemplo, midiendo un valor de intensidad de una
propiedad química o física del producto de expresión. La medida indirecta incluye la medida obtenida de un compo-
nente secundario (por ejemplo, un componente distinto del producto de la expresión génica) o un sistema de medi-
da biológica (por ejemplo la medida de respuestas celulares, ligandos, “etiquetas” o productos de reacción enzimá-
tica).

De acuerdo con la presente invención, la detección de la cantidad de producto de la expresión de los genes puede
ser llevada a cabo por cualquier método de determinación de la cantidad del producto de la expresión de los genes
conocido por el experto en la materia. En una realización preferida, la detección del producto de la expresión de los
genes se realiza determinando el nivel de mRNA derivado de su transcripción donde el análisis del nivel de mRNA se
puede realizar, a título ilustrativo y sin que limite el alcance de la invención, mediante amplificación por reacción en
cadena de la polimerasa (PCR), retrotranscripción en combinación con la reacción en cadena de la ligasa (RT-LCR),
retrotranscripción en combinación con la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), retrotranscripción en combi-
nación con la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qRT-PCR), o cualquier otro método de amplificación
de ácidos nucleicos; microarrays de DNA elaborados con oligonucleótidos depositados por cualquier mecanismo; mi-
croarrays de DNA elaborados con oligonucleótidos sintetizados in situ mediante fotolitografía o por cualquier otro
mecanismo; hibridación in situ utilizando sondas específicas marcadas con cualquier método de mareaje; mediante
geles de electroforesis; mediante transferencia a membrana e hibridación con una sonda específica; mediante RMN
o cualquier otra técnica de diagnóstico por imagen utilizando nanopartículas paramagnéticas o cualquier otro tipo de
nanopartículas detectables funcionalizadas con anticuerpos o por cualquier otro medio.

El mRNA puede ser extraído, por ejemplo, pero sin limitarse a partir de muestras de tejido fresco, tejido FF o de
muestras de tejido FFPE. Los métodos de obtención de RNA total o mRNA son bien conocidos en el estado de la
técnica. El uso de muestras de tejido FFPE presenta importantes ventajas con respecto a las muestras de tejido FF:
son estables a temperatura ambiente, fáciles de almacenar y existe un amplio archivo de muestras clínicas disponibles
junto con su información clínica y el seguimiento de la enfermedad. Por tanto, en una realización preferida el mRNA
se extrae de muestras de tejido FFPE.

El RNA obtenido de muestras de tejido FFPE suele encontrarse muy degradado. Mientras que los estudios me-
diante microarrays son muy sensibles a la degradación del RNA, el uso de la RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR) ha
demostrado ser una técnica que ofrece mejores resultados ante la degradación del RNA. Además, el análisis de expre-
sión mediante microarrays es una técnica compleja que requiere de equipos sofisticados que no están disponibles en
muchos laboratorios. Por tanto, en una realización preferida la detección del mRNA se realiza mediante la técnica de
qRT-PCR.

El sesgo que puede introducir la pérdida de RNA amplificable debida a la degradación debe además ser corregido
mediante estrategias de normalización que puedan compensar este efecto de la degradación del RNA. Por tanto, un
aspecto de la invención consiste en un método de normalización, al que de ahora en adelante nos referiremos como
NorMean, que sirve para corregir los errores debidos a las diferentes eficiencias enzimáticas de las reacciones de
retrotranscripción y amplificación, así como las causadas por las variaciones debidas a la diferente calidad del RNA
debida a la degradación consecuencia de la fijación en formol.

Una vez seleccionados el gen o grupo de genes apropiados que funcionarían como genes de referencia se calcula el
Factor de Normalización (NF, siglas del inglés “Normalization Factor”) utilizando la media geométrica de los genes
seleccionados.

El método de normalización NorMean permite seleccionar un gen o grupo de genes que se usan como genes de
referencia basándose en el valor del parámetro ai:

ai = ΣCVij/Σrij

Donde CVij es el coeficiente de variación del gen de referencia i en el material j, y rij es el coeficiente de correlación
de Pearson entre la expresión del gen i y la media de expresión de todos los genes en cada muestra en el material j. El
valor ai permite ordenar los genes de referencia: aquellos genes de referencia con menor valor ai son aquellos con la
expresión más estable (bajo CV) y con mayor correlación con la expresión génica media por muestra (alto r). El NF
se determina calculando la media geométrica de los valores de expresión de los genes de referencia seleccionados. El
número óptimo de genes de referencia se determina comparando el porcentaje de genes con correlación significativa
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entre las muestras de tejido FF y tejido FFPE para cada factor de normalización. Los datos se calculan mediante los
valores de expresión normalizados para cada gen en cada tipo de muestra dada por el valor 2−∆Ct, donde: ∆Ct = Ctgen -
NF.

Para determinar la concordancia entre los datos de muestras de tejido FF y tejido FFPE se utiliza el coeficiente de
correlación de Pearson entre los valores de expresión normalizados.

Utilizando el método NorMean se corrigen las variaciones en la expresión del mRNA debidas a las diferentes
eficiencias enzimáticas del método de detección así como las debidas a la degradación del mRNA en tejidos FFPE.

La expresión de 83 genes, incluidos en tres perfiles génicos relacionados con el pronóstico del cáncer de mama, en
muestras de pacientes con carcinoma ductal infiltrante de mama, fue normalizada utilizando NorMean. A continuación,
mediante el cálculo de una correlación de Pearson entre los datos normalizados de una serie de muestras de tejido
FF con sus muestras de tejido FFPE pareadas, se eligieron aquellos genes cuya correlación era comparable entre
ambos tipos de tejido (53 genes). Posteriormente, un análisis univariante permitió conocer cuáles de ellos se encuentra
asociado con la supervivencia libre de recaída a distancia (SLRD) en función de su p valor (17 genes). Con 17 genes
se construyó un perfil génico que identificaba un grupo de pacientes de alto riesgo de recaída. Perfiles génicos con
10, 9, 8, 7 o incluso hasta 2 genes mostraron también una buena separación entre grupos de alto y bajo riesgo de
recaída a distancia. Finalmente, un análisis de componentes principales y un estudio de correlación de los genes entre
sí, ha permitido distinguir un perfil de 8 genes con capacidad pronostica, denominado “8-gene Score”. Por tanto, en
una realización preferida, en el paso (b) del método de la presente invención, se detecta la cantidad del producto de la
expresión de entre 2 y 8 genes seleccionados de entre los siguientes: DTL, ECT2, MTDH, PRC1, RFC4, SCUBE2,
STK32B o ZNF533. En una realización muy preferida, en el paso (b) del método de la presente invención se detecta la
cantidad del producto de la expresión de los genes DTL, ECT2, MTDH, PRC1, RFC4, SCUBE2, STK32B y ZNF533.
La detección de la cantidad de producto en el paso (b) de una cantidad mayor de genes, que incluyan al menos 2 de
estos 8 genes podría llegar a resultados similares.

El perfil de 8 genes de la presente invención se calcula en cada muestra utilizando las medidas de expresión
génica normalizadas basándose en la siguiente ecuación: “8-gene Score” = (de 0.0968 a 0.2904)*DTL + (de 0.1088
a 0.3264)*ECT2 + (de 0.0227 a 0.0681)*MTDH + (de 0.0664 a 0.1994)*PRC1 + (de 0.0278 a 0.0834)*RFC4 - (de
0.0956 a 0.2870) *SCUBE2 - (de 0.0221 a 0.0665)*STK32B - (de 0.0591 a 0.1773)*ZNF533. Con la intención de
asignar a cada paciente a un grupo de riesgo se define un punto de corte, de manera que pacientes con una puntuación
en el perfil menor que el punto de corte son asignadas al grupo de bajo riesgo de recaída a distancia y pacientes con
una puntuación mayor que dicho punto de corte constituyen el grupo de alto riesgo de recaída a distancia.

Una cantidad detectada en el paso (b) de los genes DTL, ECT2, MTDH, PRC1 o RFC4 mayor que la cantidad
de referencia con la que se compara en el paso (c) o una cantidad detectada en el paso (b) de los genes SCUBE2,
STK32B o ZNF533 menor que la cantidad de referencia con la que se compara en el paso (c) es indicativa de una
menor supervivencia libre de recaída a distancia o una menor supervivencia global.

Debido a la naturaleza multigénica del predictor, la sustitución de estos genes por genes que coexpresan con ellos
con un coeficiente de correlación de Pearson r ≥ 0,4 no altera la capacidad discriminativa del predictor. Ejemplos de
estos genes son, pero sin limitarse: AYTL2, BIRC5, CCNB1, CCNE2, GMPS, MCM6, MELK, MYBL2, ORC6L,
PGR o TGFB3.

Por tanto, la presente invención proporciona un método para la subclasificación de tumores y/o para el pronóstico
de la evolución del tumor de una manera sencilla y eficaz.

Los términos “tumor” o “tumoral”, tal y como se utiliza en la presente descripción, se refiere a células transfor-
madas que presentan un crecimiento incontrolado. Dependiendo de su posible evolución puede tratarse de un tumor
benigno, que permanece en su lugar de inicio y no produce metástasis; o tumor maligno o cáncer, invasivo o que
produce metástasis. Por tanto, el término “cáncer” o “canceroso” tal y como se utiliza en la presente descripción,
se refiere a una alteración de las células tumorales que tienen capacidad de invadir tejidos o de producir metástasis
en lugares distantes del tumor primario. Ejemplos de cáncer incluyen, pero sin limitarse, cáncer de mama, cánceres
ginecológicos, cáncer de colon, cáncer de próstata, cáncer de piel, cáncer hepatocelular, cáncer de pulmón, cáncer de
esófago, cáncer gástrico, cáncer de páncreas, cáncer de vejiga, cáncer de hígado, cáncer del tracto urinario, cáncer
tiroideo, cáncer renal, melanoma, cáncer de cerebro, sarcoma, linfoma o leucemia. Dentro de los cánceres ginecoló-
gicos se engloban los tumores de ovario, de útero, de cérvix, de vagina y de vulva. Existe un grupo de tumores en los
que es importante la participación de la regulación hormonal, tales como los tumores de mama, ginecológicos o de
próstata. Por tanto, preferiblemente, el método de la presente invención se refiere, pero no se limita a un método para
la subclasificación de tumores de mama, ginecológicos o de próstata.

En una realización más preferida, el método de la presente invención se refiere a un método para la subclasifica-
ción de tumores de mama. El tumor de mama es la proliferación acelerada, desordenada y no controlada de células
pertenecientes a distintos tejidos de una glándula mamaria. La palabra carcinoma se aplica a los tumores malignos
que se originan en estirpes celulares de origen epitelial o glandular. La mayoría de los carcinoma de mama tiene su
origen en la proliferación acelerada e incontrolada de las células que tapizan el interior de los conductos que durante
la lactancia, llevan la leche desde los acinos glandulares, donde se produce, hasta los conductos galactóforos, situados
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detrás de la areola y el pezón, donde se acumula en espera de salir al exterior; este cáncer de mama se conoce como
carcinoma ductal. En los casos restantes el cáncer tiene su origen en los propios acinos glandulares y se le llama
carcinoma lobulillar.

Muchos carcinomas de mama se encuentran confinados en la luz de los ductos o de los acinos, sin invadir los
tejidos vecinos; reciben el nombre de carcinomas in situ. Cuando proliferan en demasía pueden romper la llamada
membrana basal y extenderse infiltrando los tejidos que rodean a ductos y acinos y entonces reciben nombres como
carcinoma ductal infiltrante o carcinoma lobulillar infiltrante.

El sistema de estadificación TNM (siglas del inglés “Tumor size, Node, Metástasis”) es el método más común para
subclasificar el carcinoma de mama. Permite incluir a los carcinomas de mama en 5 estadios posibles (0, I, II, III y
IV) en función el tamaño del tumor (T), la diseminación a los ganglios linfáticos (N), y la metástasis o diseminación
a otras partes del cuerpo (M).

Las expresiones “sin afectación de los ganglios linfáticos”, “sin ganglios linfáticos afectos”, tal y como se utiliza
en la presente descripción, se refiere a un cáncer que no se ha diseminado a los ganglios linfáticos. Por el contrario,
el “término con afectación de los ganglios linfáticos” o “con ganglios linfáticos afectos”, tal y como se utiliza en la
presente descripción, se refiere a un cáncer que se ha diseminado al menos a un ganglio linfático.

Más preferiblemente el método de la presente invención, se refiere, pero no se limita a un método para la subcla-
sificación de carcinomas de mama infiltrantes. Aún más preferiblemente, para la subclasificación de carcinomas de
mama infiltrantes en estadio I o II.

Otro factor que permite subclasificar el cáncer de mama es la expresión de los receptores de estrógenos o pro-
gesterona. Las expresiones “positivo para receptores hormonales” tal y como se utiliza en la presente descripción, se
refiere a un tumor que presenta expresión para el receptor de estrógenos y/o progesterona. La expresión “positivo para
receptor de estrógenos” tal y como se utiliza en la presente descripción, se refiere a un tumor que presenta expresión
para el receptor de estrógenos. La expresión “positivo para receptor de progesterona” tal y como se utiliza en la pre-
sente descripción, se refiere a un tumor que presenta expresión para el receptor de progesterona. Preferiblemente, el
método de la presente invención se refiere, pero no se limita, a un método para la subclasificación de tumores de mama
positivos para la expresión del receptor de estrógenos.

El tratamiento del cáncer principal habitualmente suele ser la cirugía. En el caso del cáncer de mama, la cirugía
suele consistir bien en una mastectomía o bien en una cirugía conservadora. La expresión “mastectomía”, tal y como
se utiliza en la presente descripción, se refiere a la extirpación de la mama o de tanto tejido de la mama como sea
posible. En la mayoría de los casos, el cirujano extirpa también los ganglios linfáticos de la axila. La “expresión
cirugía conservadora”, tal y como se utiliza en la presente descripción, se refiere a la extirpación del tumor pero no de
la mama; también se conoce como tumorectomía, mastectomía segmentaria o mastectomía parcial.

Después de la cirugía, muchos pacientes reciben terapia adyuvante. El término “terapia adyuvante”, tal y como se
utiliza en la presente descripción, se refiere al tratamiento que se da después del tratamiento principal con el objetivo
de prevenir la recaída del cáncer en el seno o en otro lugar. En el tratamiento del cáncer, la terapia adyuvante puede
consistir, por ejemplo, pero sin limitarse en radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal o terapia biológica.

Algunos pacientes antes de la cirugía reciben terapia “neoadyuvante”. El término “terapia neoadyuvante”, tal y
como se utiliza en la presente descripción, se refiere a la terapia adyuvante que se administra antes del tratamiento
principal con el objetivo de reducir el tamaño del tumor, para posibilitar o facilitar la cirugía. En el tratamiento del
cáncer dicha terapia, puede incluir, por ejemplo, pero sin limitarse, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal o
terapia biológica.

La radioterapia consiste en el uso de radiaciones ionizantes para destruir las células cancerosas. Después de la ci-
rugía conservadora de mama, la mayoría de los pacientes reciben radioterapia. Algunos pacientes reciben radioterapia
después de una mastectomía. Algunas pacientes reciben radioterapia antes de la cirugía.

Los tumores positivos para receptores hormonales suelen tratarse con terapia hormonal con el objetivo de reducir o
detener los efectos del estrógeno sobre las células tumorales. La terapia hormonal, puede consistir, por ejemplo, pero
sin limitarse, en la administración de moduladores selectivos de receptores de estrógeno, inhibidores de aromatasa,
agonistas de hormonas liberadoras de hormonas luteinizantes u otros agentes hormonales. Algunos moduladores se-
lectivos de receptores de estrógeno son, por ejemplo, pero sin limitarse tamoxifeno, raloxifeno o toremifeno. Algunos
inhibidores de aromatasa son, por ejemplo, pero sin limitarse letrozol, anastrozol o exemestano. Otras sustancias anti-
estrogénicas: fulvestrant. Otros agentes hormonales son, por ejemplo, pero sin limitarse, los andrógenos.

La quimioterapia consiste en el uso de compuestos o combinaciones de compuestos con el objetivo de destruir
células cancerosas. Los compuestos administrados en la quimioterapia para el cáncer de mama pueden ser por ejem-
plo, pero sin limitarse, agentes alquilantes, antimetabolitos, inhibidores de la mitosis o antibióticos antitumorales.
Algunos agentes alquilantes son, por ejemplo, pero sin limitarse, cisplatino, ciclofosfamida, dacarbazina, ifosfamida,
mecloretamina o melfalán. Algunos antimetabolitos, son por ejemplo, pero sin limitarse, fluorouracilo, metotrexato,
gemcitabina, citarabina o fludarabina. Algunos inhibidores de la mitosis son, por ejemplo, pero sin limitarse paclita-
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xel, docetaxel, etopósido, vinblastina, vincristina o vinorelbina. Algunos antibióticos antitumorales, son por ejemplo,
pero sin limitarse bleomicina o antraciclinas. Algunas antraciclinas son, por ejemplo, daunorrubicina, doxorrubicina,
epirrubicina o idarrubicina.

En una realización preferida, la muestra biológica se aísla de un mamífero que ha sido sometido a una terapia
hormonal y bien a una mastectomía o bien a una cirugía conservadora seguida de radioterapia.

El método para la subclasificación de tumores de la presente invención es útil para predecir la respuesta del cáncer a
un determinado tratamiento. En una realización preferida, el método para la subclasificación de tumores de la presente
invención es útil para tomar decisiones con respecto al tratamiento adyuvante a un tratamiento principal administrado
al paciente. En una realización alternativa, el método para la subclasificación de tumores de la presente invención
es útil para tomar decisiones con respecto al tratamiento neoadyuvante a un tratamiento principal administrado al
paciente.

En una realización preferida, el método para la subclasificación de tumores de la presente invención es útil para
predecir la respuesta del cáncer al tratamiento con antraciclinas de un paciente con carcinoma ductal infiltrante en
estadios I o II que ha recibido una terapia hormonal y una mastectomía o una cirugía conservadora seguida de ra-
dioterapia. En una realización alternativa, el método para la subclasificación de tumores de la presente invención es
útil para predecir la respuesta del cáncer al tratamiento con ciclofosfamida-metotrexato-fluorouracilo (CMF) de un
paciente con carcinoma ductal infiltrante en estadios I o II que ha recibido una terapia hormonal y una mastectomía o
una cirugía conservadora seguida de radioterapia.

En otra realización preferida, el método de la presente invención se refiere, pero no se limita, a un método para
la subclasificación de tumores de ovario. El tumor de ovario es la proliferación acelerada, desordenada y no contro-
lada de células pertenecientes a distintos tejidos del ovario. Dependiendo del origen de las células, los tumores de
ovario pueden ser, por ejemplo, pero sin limitarse, tumores del epitelio, tumores de células germinales, tumores de
los cordones sexuales del estroma, tumores de células lipídicas o gonadoblastomas. El tipo de tumor más frecuente es
el que se origina en la las células epiteliales o tumor epitelial del ovario. Dependiendo del tipo de epitelio en el que
se origina los tumores epiteliales del ovario pueden ser, por ejemplo, pero sin limitarse, tumores serosos, mucinosos,
endometrioides, de células claras o de Brenner. Preferiblemente, el método de la presente invención se refiere, pero no
se limita, a un método para la subclasificación de tumores epiteliales de ovario. Más preferiblemente, el método de la
presente invención se refiere, pero no se limita, a un método para la subclasificación de tumores epiteliales serosos de
ovario.

Otro aspecto de la invención se refiere a un kit adaptado para llevar a cabo el método para la subclasificación de
tumores, que comprende los medios para determinar los productos de expresión de entre dos y ocho genes seleccio-
nados de entre los siguientes: DTL, ECT2, MTDH, PRC1, RFC4, SCUBE2, STK32B o ZNF533, en una muestra
biológica aislada que comprenda células del paciente. Dicho kit puede comprender cebadores, sondas, anticuerpos
monoclonales, y todos aquellos reactivos necesarios para analizar la variación en el nivel de expresión de los genes
por medio de cualquiera de los métodos descritos anteriormente en este documento y/o conocidos en el estado de la
técnica. El kit además puede incluir, sin ningún tipo de limitación, el uso de tampones, enzimas, enzimas polimerasas,
cofactores para obtener una actividad óptima de éstas, agentes para prevenir la contaminación, etc. Por otro lado el kit
puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su puesta en marcha y optimización. Preferiblemente, el
kit comprende además las instrucciones para llevar a cabo el primer método de la invención.

Salvo que se defina de otra manera, los términos científicos y técnicos usados a lo largo de la presente descripción
y las reivindicaciones tienen el mismo significado que el entendido por un experto en la materia perteneciente al estado
de la técnica del que forma parte la presente invención.

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras características técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y en parte de la práctica de la invención.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invención.

Descripción de las figuras

Figura 1. Muestra el porcentaje de genes correlacionados significativamente entre muestras de tejido FF y tejido
FFPE usando distintos métodos de normalización. Permite comparar la eficacia de los distintos métodos de normali-
zación a la hora de corregir los errores debidos a las diferentes eficiencias enzimáticas de las reacciones de retrotrans-
cripción y amplificación, así como las causadas por las variaciones debidas a la diferente calidad del RNA debida a su
degradación consecuencia de la fijación en formol.

Figura 2. Muestra las curvas de Kaplan-Meier que muestran SLRD para los grupos de bajo riesgo y alto riesgo de
recaída a distancia en los grupos definidos mediante el “8-gene Score”.

Figura 3. Muestra el subanálisis del “8-gene Score” atendiendo a la afectación ganglionar. (A) Ganglios positivos.
(B) Ganglios negativos.
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Figura 4. Muestra las curvas de Kaplan-Meier que muestran la SLRD en los grupos de pacientes de bajo y alto
riesgo definidos por el “8-gene Score” en las bases de datos utilizadas para la validación.

Figura 5. Muestra el test de Mann-Whitney que demuestra que el “8-gene Score” es capaz de diferenciar tumores
serosos de ovario con bajo potencial maligno (LMP) de tumores serosos de ovario del tipo invasivo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos específicos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ¡lustrar la
naturaleza de la presente invención. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invención que aquí se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos más adelante
ilustran la invención sin limitar el campo de aplicación de la misma.

Ejemplo 1

Desarrollo de un método de normalización para compensar el efecto de la degradación del RNA

El uso de muestras de tejido fijadas en formol y embebidas en parafina (FFPE, siglas del inglés “Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded”) presenta importantes ventajas con respecto a las muestras de tejido congelado (FF, siglas del
inglés “Fresh Frozen”): son estables a temperatura ambiente, fáciles de almacenar y existe un amplio archivo de
muestras clínicas disponibles junto con su información clínica y el seguimiento de la enfermedad. Frente a estas
ventajas ofrecidas por las muestras de tejido FFPE, existe la desventaja de que el RNA obtenido a partir de estas
muestras está muy degradado. El sesgo que puede introducir esta pérdida de RNA amplificable puede ser corregido
mediante estrategias de normalización que puedan compensar este efecto de la degradación del RNA.

Materiales y métodos

1. Características clinicopatológicas de las pacientes incluidas en el estudio

Para el estudio de comparación de datos de tejido FF y tejido FFPE se seleccionaron muestras de 30 pacientes
diagnosticadas de carcinoma de mama infiltrante para las cuales había tanto muestra de tejido FF como de tejido
FFPE, ambas obtenidas a partir de la misma cirugía.

2. Selección de genes

Para la realización del estudio de comparación de datos de expresión génica de 30 muestras de tejido FF y tejido
FFPE se seleccionaron una serie de genes descritos previamente obtenidos de los siguientes perfiles génicos descritos:
“70-gene Signature” (van’t Veer et al. Nature. 2002 Jan 31; 415(6871):530-6), “Recurrence Score” (Paik et al. N
Engl J Med. 2004 Dec 30;351(27):2817-26), “H/I Index” (Ma et al. Cáncer Cell. 2004 Jun;5(6):607-16), y “76-Gene
Prognostic Signature” (Wang et al. Lancet 2005;365:671-9), todos ellos descritos con valor pronóstico en cáncer
de mama, así como varios genes de referencia (18S, ACTB, B2M, GAPDH, GUSB, HMBS, HPRT1, IPO8, PGK1,
POLR2A, PPIA, RPLP0, SDHA, TBP, TFRC, UBC, YWHAZ).

En este análisis de comparación de datos de tejido FF y tejido FFPE se utilizaron dos configuraciones de tarjetas
microfluídicas (“Taqman Low Density Arrays”, TLDAs). Una de ellas consistió en una configuración de 95 genes
en la que se amplificaron 78 genes de los estudios de van’t Veer y colaboradores, Paik y colaboradores, y Ma y
colaboradores, así como 17 genes de referencia. En una segunda configuración de 63 genes, se midieron 50 genes
del estudio de Wang y colaboradores junto con 13 genes de referencia. En ambos casos cada tarjeta incluía cDNA de
dos muestras distintas, la correspondiente a la muestra de tejido FF y la correspondiente a la muestra de tejido FFPE,
ambas de la misma biopsia.

3. Aislamiento del RNA y síntesis de cDNA

Con el objeto de seleccionar las muestras de tejido FFPE adecuadas para el estudio, se obtuvieron secciones teñidas
con hematoxilina/eosina que fueron analizadas por un patólogo con experiencia en mama. Se eligieron muestras que
presentaran al menos un 70% de células tumorales. Secciones de 5 µm de cada una de las muestras de tejido FFPE se
desparafinaron mediante extracción con xileno, y lavados con etanol en concentraciones decrecientes (100%, 90% y
70%). El RNA se extrajo mediante el kit Master Puré Purification (Epicentre), según las especificaciones del fabricante.
El RNA de las muestras FF se extrajo con el reactivo TRIzol (Invitrogen) según las especificaciones del fabricante.

El RNA aislado se cuantificó mediante espectrofotometría, midiendo la absorbencia a 260 y 280 nm. Así mismo, la
calidad de los distintos RNA fue evaluada a través de electroforesis nativa en geles de agarosa al 1%, y electroforesis
capilar mediante el equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). El RNA total aislado y analizado se
retrotranscribió mediante el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) utilizando 1 µg
de RNA en 100 µL de reacción en un termociclador modelo GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems),
empleando hexámeros al azar como cebadores.
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4. RT-PCR Cuantitativa

Las reacciones de qRT-PCR se llevaron a cabo en un termociclador ABI PRISM 7900 HT Sequence Detection
System (Applied Biosystems). Como soporte se utilizaron las tarjetas microfluídicas (Taqman Low Density Arrays,
TLDAs), también diseñadas por Applied Biosystems. Cada uno de los puertos de la tarjeta microfluídica contenía un
volumen final de 100 µL, 50 µL de Taqman Universal PCR Master Mix y 50 µL del cDNA equivalente a 100 ng del
RNA total. La expresión de cada gen se midió por duplicado en la configuración de 95 genes y por triplicado en la de
63 genes.

5. Cálculos para los perfiles de expresión génica

Se obtuvieron los valores medios de ciclo umbral crudo (Ct, del inglés “Threshold Cycle”), definido como el punto
a partir del cual la fluorescencia es claramente distinguible de la fluorescencia basal, mediante el software SDS 2.2
(Applied Biosystems). El valor máximo de Ct se fijó en 40. Estos valores de Ct fueron anotados en Excel 2003 para
cálculos posteriores. Los datos de expresión génica también fueron analizados mediante el software GenEx de MultiD
Analysis (www.multid.se) y Prism4 de Graphpad (www.graphpad.com).

Los valores de expresión génica se calcularon mediante el método ∆Ct descrito previamente (Livak KJ, Schmittgen
TD. Methods. 2001 Dec;25(4):402-8). Los valores de expresión relativa fueron calculados como diferencias entre los
valores de Ct de cada gen y un factor de normalización.

6. Factores de Normalización

En este estudio, de comparación de datos de tejido FF y tejido FFPE, se analizaron y compararon varios métodos
de normalización: geNorm (Vandesompele et al. Genome Biol 2002;3: RESEARCH0034), Normfinder (Andersen et
al. Cáncer Res 2004;64:5245-50), la media de expresión de todos los genes, así como un método desarrollado por
los inventores denominado NorMean. Una vez seleccionados el gen o grupo de genes apropiados que funcionarían
como genes de referencia se calculó el Factor de Normalización (NF, de sus siglas en inglés “Normalization Factor”)
utilizando la media geométrica de los genes seleccionados en cada método.

El método de selección de genes de referencia desarrollado por los inventores, NorMean, permite seleccionar genes
de referencia basándose en el valor del parámetro ai:

ai = ΣCVij/Σrij

Donde CVij es el coeficiente de variación del gen de referencia i en el material j, y rij es el coeficiente de correlación
de Pearson entre la expresión del gen i y la media de expresión de todos los genes en cada muestra en el material j. El
valor ai permite ordenar los genes de referencia: aquellos genes de referencia con menor valor ai son aquellos con la
expresión más estable (bajo CV) y con mayor correlación con la expresión génica media por muestra (alto r). El factor
de normalización se determina calculando la media geométrica de los valores de expresión de los genes de referencia
seleccionados.

7. Presentación de los Datos

Los datos se calcularon mediante los valores de expresión normalizados para cada gen en cada tipo de muestra
dada por el valor 2−∆Ct, donde: ∆Ct = Ctgen - NF.

8. Análisis Estadístico

Para determinar la concordancia entre los datos de muestras de tejido FF y tejido FFPE se utilizó el coeficiente
de correlación de Pearson entre los valores de expresión normalizados con cada uno de los factores de normalización
para cada gen.

Resultados

Cada método de normalización genera un NF propio, utilizando para ello genes de referencia distintos (tabla 1). El
porcentaje de genes con un valor de correlación de Pearson significativo entre los dos tipos de material se utilizó para
valorar la capacidad para corregir el efecto de la conservación en las muestras FFPE de cada uno de los factores de
normalización (Figura 1). En la mencionada figura, se observa que el método de normalización desarrollado, NorMean,
es el más estable entre los distintos métodos analizados, puesto que en las dos configuraciones de tarjetas, más del
80% de los genes mostró una buena correlación entre tejido FF y tejido FFPE.
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TABLA 1

Genes de referencia seleccionados por cada método en cada material

Ejemplo 2

Desarrollo y validación del perfil génico con capacidad pronostica “8-gene-Score”

Materiales y métodos

1. Pacientes y Datos Clínicos

Para el desarrollo del perfil se recogieron de manera retrospectiva las características clínicas y anatomopatológi-
cas de 206 pacientes diagnosticadas entre 1996 y 2002 de un carcinoma de mama ductal infiltrante en el Hospital
Universitario La Paz (HULP). Se establecieron los siguientes criterios de inclusión:

Diagnóstico anatomopatológico de carcinoma de mama ductal infiltrante.

Estadio I o II anatomopatológico según la clasificación TNM de 2002.

Muestra conservada en parafina disponible.

Receptores hormonales positivos.

Tratamiento óptimo, definido como:

� Mastectomía o cirugía conservadora, con márgenes quirúrgicos libres de infiltración.

� Radioterapia mamaria tras una cirugía conservadora.

� Hormonoterapia.

Seguimiento clínico superior a 60 meses (excepto en casos de recidiva precoz).

Ausencia de cáncer de mama contralateral.

Todos los tumores incluidos en el estudio correspondían a los estadios I y II, definidos según el sistema de es-
tadificación anatomopatológico TNM (siglas del inglés “Tumor size, Node, Metastasis”) para tumores malignos de
2002 utilizado por la UICC (“Union Internationale Contre le Cancer”) y el AJCC (“American Joint Committee on
Cancer”). Fueron excluidos los tumores con receptores hormonales negativos o desconocidos. Así mismo, también
fueron excluidos los casos que no hubieran recibido hormonoterapia como parte de su tratamiento, puesto que estos
casos habrían recibido un tratamiento subóptimo. Por último quedaron fuera del análisis aquellos casos para los que
no había historia clínica disponible y aquellas muestras cuyo producto de extracción no presentaba suficiente calidad.
Finalmente el estudio incluyó 153 casos.

Las características clínicas y anatomopatológicas que se recogieron de manera retrospectiva fueron:

Edad al diagnóstico (años).

Fecha del diagnóstico.

Tipo histológico: sólo se admitieron los casos de carcinoma ductal infiltrante.
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Tamaño del tumor primario (mm).

Estado de los ganglios axilares: afectos (positivos) o no (negativos).

Número de ganglios afectos.

Grado de diferenciación: 1, 2 o 3.

Receptores hormonales: para su entrada en el análisis, el caso debía presentar positividad al menos para el
receptor de estrógenos o para el de progesterona.

Tratamiento adyuvante: quimioterapia (señalando el esquema administrado en cada caso), hormonoterapia y/o
radioterapia.

Fecha de la recaída.

Localización inicial de la recaída: loco-regional o a distancia (con especificación de los órganos afectados).

Supervivencia libre de recaída a distancia (SLRD): tiempo transcurrido desde la fecha de la cirugía hasta la
recaída a distancia.

Supervivencia global (SG): tiempo transcurrido desde la fecha de la cirugía hasta la última visita o hasta el
fallecimiento de la enferma.

Este estudio fue aprobado por el Comité Ético de Hospital Universitario La Paz (HULP).

2. Aislamiento del RNA y síntesis de cDNA

Se llevó a cabo mediante el método descrito en el ejemplo 1.

3. RT-PCR Cuantitativa

Se llevó a cabo mediante el método descrito en el ejemplo 1.

4. Selección de Genes

Se seleccionaron genes que se incluyeron en una tarjeta microfluídica (TLDA) con configuración de 96 y que
contenía los ensayos disponibles para los genes del “70-gene Signature” (van’t Veer et al. Nature. 2002 Jan 31;
415(6871):530-6.), del “Recurrence Score” (Paik et al. N Engl J Med. 2004 Dec 30;351 (27):2817-26), así como
para los genes del “H/I Index” (Ma et al. J Clin Oncol. 2006 Oct 1;24(28):4611-9). Además se incluyeron varios
genes de referencia (POLR2A, IPO8, SDHA, HMBS, UBC, RPLP0, ACTB, PPIA, GAPDH, B2M, GUSB, HPRT1,
TFRC).

5. Cálculos para los perfiles de expresión génica

Se obtuvieron los valores medios de ciclo umbral crudo (Ct, del inglés “Threshold Cycle”), definido como el punto
a partir del cual la fluorescencia es claramente distinguible de la fluorescencia basal mediante el software SDS 2.2
(Applied Biosystems). El valor máximo de Ct se fijó en 40. Estos valores de Ct fueron anotados en Excel 2003 para
cálculos posteriores. Los valores de Ct se normalizaron utilizando los cuatro genes de referencia seleccionados (IPO8,
HMBS, POLR2A y SDHA).

Los valores de expresión génica se calcularon mediante el método ∆Ct descrito previamente (Livak and Schmitt-
gen. Methods. 2001 Dec;25(4):402-8). Los valores de expresión relativa fueron calculados como diferencias entre los
valores de Ct de cada gen y un factor de normalización (NF, de sus siglas en inglés), calculado con la media geométrica
de la expresión de los cuatro genes de referencia seleccionados por NorMean en el ejemplo 1 (IPO8, POLR2A, UBC
y SDHA):

∆Ct = NF- Ctgen

La expresión normalizada fue ajustada tomando como 0 el menor valor de expresión, de manera que un aumento
de una unidad en la expresión reflejara aproximadamente una duplicación en la cantidad de RNA.
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6. Metodología empleada en la búsqueda de un perfil de expresión génica reducido

En primer lugar se descartaron aquellos genes con baja correlación entre muestras de tejido FF y tejido FFPE, en
base a los resultados obtenidos en el ejemplo 1. Se calculó un nivel de significación estadística para cada gen basado
en el modelo de riesgos proporcionales de Cox o modelo de Cox (Cox. J Roy Stat Soc. 1972; 34:187-220), con el
objetivo de identificar aquellos genes cuya expresión estaba relacionada con supervivencia libre de recaída a distancia.
Los genes relacionados con SLRD fueron posteriormente filtrados en función de su valor p y de la correlación entre
ellos mismos, seleccionando aquellos genes con menor valor p en cada grupo de correlación. Estos genes seleccionados
fueron utilizados para desarrollar un predictor de riesgo de recaída basado en la expresión génica utilizando el método
supervisado de componentes principales de Tibshirani y Bair (Bair and Tibshirani. PLoS Biol. 2004 Apr;2(4):E108).

Para evaluar el valor predictivo del método se utilizó el LOOCV (“Leave-One-Out-Cross-Validation”). Para probar
la significación estadística del punto de corte se evaluó el valor p del estadístico “log-rank” test entre los grupos
de riesgo mediante 2000 permutaciones aleatorias. Los análisis se llevaron a cabo mediante BRB-ArrayTools v3.6.1
(desarrollado por Richard Simón y Amy Peng).

7. Análisis Estadístico

Para evaluar el valor pronóstico del “8-gene Score” en nuestra población se llevó a cabo un análisis de Kaplan-
Meier y se compararon los grupos mediante el “log-rank” test. También se aplicó un análisis univariante y multivariante
de Cox, en un modelo que incluía el Grado tumoral (1 vs 2 y 1 vs 3), tamaño (≤2 cm vs. >2 cm) y estado ganglionar
(ausencia de afectación ganglionar vs. uno a tres ganglios positivos). El criterio de valoración fue SLRD, como en
otros estudios de perfiles génicos en cáncer de mama.

Para medir la fuerza de asociación entre el “8-gene Score” y el “70-gene Signature” y el “Recurrence Score” se
llevaron a cabo análisis de tablas de contingencia de doble entrada y se calculó el estadístico V de Cramer (Fan et al.
N Engl J Med. 2006 Aug 10;355(6):560-9).

Para medir la capacidad discriminativa del modelo a cinco años se calculó el índice de concordancia de Harrell
corregido para el sesgo. Los modelos fueron reajustados 500 veces con la técnica de “bootstrap resampling”. El índice
de concordancia es el porcentaje de pares de pacientes en los que lo predicho y lo observado concuerdan. De esta
manera c = 0.50 representa la concordancia debida a la casualidad; c = 1.0 representa la discriminación perfecta
(Harrell et al. Stat Med. 1996 Feb 28;15(4):361-87).

8. Bases de datos para la Validación del “8-gene Score”

Se utilizaron cuatro grupos de datos independientes disponibles online para validar el “8-gene Score”. Estos grupos
de datos fueron: NKI, descargado de la página web de Rosetta Inpharmatics (http://www.rii.com/publications/2002/
nejm.html), SWE (GSE1456 - Pawitan et al. Breast Cáncer Res. 2005;7(6):R953-64), UPP (GSE4922 - Ivshina et al.
Cáncer Res. 2006 Nov 1;66(21): 10292-301) y LOI (GSE6532 - Loi et al. BMC Genomics. 2008;9:239). Los tres
últimos fueron descargados del depósito de datos NCBI GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/index.cgi).
Para aplicar el “8-gene Score” obtenido mediante qRT-PCR sobre estos datos de microarrays, los valores de expresión
fueron z-transformados. A continuación fueron ajustados tomando el menor valor de expresión como 0 y escalados. Se
llevó a cabo una normalización por gen dentro de las cohortes de validación utilizando los valores medios obtenidos
en la cohorte de descubrimiento (Schmidt. Cáncer Res. 2008 Jul 1;68(13):5405-13).

Se llevó a cabo un análisis de Kaplan-Meier y se compararon los grupos mediante el “log-rank” test. También se
aplicó un análisis de los riesgos proporcionales de Cox. El criterio de valoración fue de nuevo SLRD.

Todos los análisis estadísticos fueron llevados a cabo mediante la versión 9.1 del paquete de software SPSS, la
versión 5.00 de GraphPad Prism y la versión 2.2 de R con el paquete estadístico Design versión 2.0-12. Los valores p
se consideraron bilaterales y estadísticamente significativos cuando p<0.05.

Resultados

Se incluyeron 153 pacientes diagnosticadas entre febrero de 1995 y marzo de 2003; sus características clínicas
se muestran en la tabla 2. La mediana de la edad fue de 58 años y la mediana de seguimiento 91 meses. Se llevó a
cabo una mastectomía en 66 pacientes (43%), mientras que el resto fueron operadas con cirugía conservadora seguida
de radiación adyuvante. Todas las pacientes recibieron tamoxifeno adyuvante durante cinco años y 97 de ellas (63%)
fueron tratadas con quimioterapia adyuvante, consistente en la administración de ciclofosfamida-metotrexato-fluorou-
racilo (CMF) o un esquema similar pero incluyendo una antraciclina (FAC o FEC). Treinta y cuatro pacientes (22%)
tuvieron una recaída a distancia, de las cuales 17 fallecieron, y no se tuvo seguimiento tras la recaída de 7 de ellas. De
las 119 pacientes sin recaída a distancia cuatro tuvieron recaída local tratada con cirugía exitosamente.
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TABLA 2

Características clínicas de las pacientes

Se construyó un perfil genético reducido. En primer lugar se identificaron 53 genes con alta correlación entre los
datos de expresión de las muestras de tejido FF y tejido FFPE. Posteriormente se seleccionaron 17 genes en función
de su valor p relacionado con SLRD. Con estos 17 genes se construyó un modelo que identificaba adecuadamente un
grupo de pacientes de alto riesgo de recaída a distancia. Modelos con 10, 9, 8, 7 o incluso menos genes mostraron tam-
bién una buena separación entre grupos de alto y bajo riesgo de recaída a distancia. Se seleccionó el perfil de 8 genes
porque fue el que obtuvo el mejor rendimiento. El perfil de 8 genes se calculó en cada muestra utilizando las medidas
de expresión génica normalizadas basándose en la siguiente ecuación: “8-gene Score” = 0.1936*DTL + 0.2176*ECT2
+ 0.0454*MTDH + 0.1329*PRC1 + 0.0556*RFC4 - 0.1913*SCUBE2 - 0.0443*STK32B - 0.1182*ZNF53. La infor-
mación relativa a estos ocho genes, así como la de los genes de referencia, se encuentra codificada en la tabla 3.

Un aumento en la expresión de los genes DTL, ECT2, MTDH, PRC1 y RFC4 esta asociado con menor SLRD (es
decir, son factores que aumentan el riesgo de recaída), mientras que un aumento en la expresión de SCUBE2, STK32B
y ZNF533 esta asociado con mayor SLRD (es decir, son factores protectores frente a la recaída).

Del total de genes analizados hay ciertos genes que coexpresan con los componentes del predictor. Debido a
la naturaleza multigénica del predictor, la sustitución de estos genes por genes que coexpresen con ellos con un
coeficiente de correlación de Pearson r ≥ 0,4 no alteraría la capacidad discriminativa del predictor. Estos genes son:
AYTL2, BIRC5, CCNB1, CCNE2, GMPS, MCM6, MELK, MYBL2, ORC6L, PGR y TGFB3 (Tabla 4).
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TABLA 3

Identificación de los genes incluidos en el “8-gene Score” y genes de referencia (el asterisco indica los genes de
referencia).
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TABLA 4

Identificación de los genes que pueden sustituir a los que constituyen el “8-gene Score”

Con la Intención de asignar a cada paciente a un grupo de riesgo se definió un punto de corte en 2.86. Así, pacientes
con una puntuación en el perfil <2.86 fueron asignados al grupo de bajo riesgo de recaída a distancia y pacientes con
una puntuación ≥2.86 constituyeron el grupo de alto riesgo de recaída a distancia. El valor p del estadístico “log-
rank” test entre los grupos de riesgo basado en 2000 permutaciones fue 0.044. Este valor proporcionó significación
estadística al punto de corte. El “8-gene Score” asigna pacientes a los grupos de bajo (60%) y alto riesgo (40%), como
refleja la Figura 2.

La supervivencia libre de recaída a distancia a cinco años fue del 97.7% para el grupo de bajo riesgo y de 60.6%
para el grupo de alto riesgo (HR: 20.4, IC 95%: 6.2 - 67.5; p<0.001). También se calculó la supervivencia global a
cinco años: 98.9% para el grupo de bajo riesgo de recaída a distancia y 86.6% para el grupo de alto riesgo (HR: 7.496,
IC 95%: 2.4 - 23.4; p<0.001).
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Se llevó a cabo un subanálisis considerando el estado de los ganglios linfáticos, como muestra la Figura 3. En
pacientes con afectación ganglionar positiva el “8-gene Score” incluía la mitad de pacientes en cada grupo (bajo
riesgo vs alto riesgo): La SLRD a cinco años era de 93.3% vs. 39.5%. En mujeres con afectación ganglionar negativa
los valores fueron 100% vs. 75.7%, respectivamente.

El análisis multivariante de Cox incluyó el “8-gene Score”, el tamaño tumoral, el estado de afectación ganglio-
nar y el grado de diferenciación del tumor. El “8-gene Score” es predictor de SLRD (Tabla 5), indicando que este
perfil de expresión génica añade importante información pronostica a la aportada por los factores clínicos tradiciona-
les. El estado ganglionar es el único factor clínico tradicional que mantiene significación estadística en este análisis
multivariante.

TABLA 5

Análisis multivariante para el “8-gene Score”, el “70-gene Signature” y el “Recurrence Score” (Tamaño Tumoral:
>2 cm vs. ≤2 cm. Estado Ganglionar: Positivo (1-3 ganglios afectos) vs Negativo
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Se utilizó el estadístico V de Cramer para determinar la concordancia entre el “8-gene Score” y los otros perfiles
estudiados. La correlación para el “8-gene Score” fue de 0.65 con el “70-gene Signature” y de 0.58 con el “Recurrence
Score”. Estos resultados indican una fuerte correlación entre el “8-gene Score”, el “70-gene Signature” y el “Recurren-
ce Score”.

Para determinar la capacidad discriminativa de cada perfil a 5 años, se calculó el índice de concordancia de Harrell
corregido para el sesgo. Los valores fueron: 0.81 para el “8-gene Score”, 0.73 para el “Recurrence Score” y 0.70 para
el “70-gene Signature”. Estos valores indican que el “8-gene Score” es comparable a los otros dos perfiles en cuanto a
capacidad discriminativa.

Se aplicó el “8-gene Score” a una base de datos del Instituto Holandés del Cáncer (NKI) que había sido previamente
utilizada para comparar varios perfiles (Fan et al. N Engl J Med. 2006 Aug 10;355(6):560-9). El “8-gene Score”
presentó diferencias significativas en SLRD en la población completa de 295 pacientes, y también en los grupos de
ganglios positivos, ganglios negativos y receptores de estrógenos positivos (Tabla 6). En una comparación directa con
el “70-gene Signature”, el “8-gene Score” asignó más pacientes al grupo de bajo riesgo, mientras que la SLRD fue
ligeramente menor para todos los grupos. Si el punto de corte se modificaba para incluir tantos pacientes en el grupo
de bajo riesgo como hace el “70-gene Signature” los resultados eran virtualmente idénticos.

A continuación se analizó el rendimiento del “8-gene Score” en otras tres bases de datos adicionales: SWE, UPP y
LOI. Se encontraron diferencias significativas en SLRD en todas ellas (Tabla 7 y Figura 4). En todos los casos el “8-
gene Score” asignaba más del 55% de pacientes al grupo de bajo riesgo, con una SLRD por encima del 90% en las
bases de datos LOI y SWE y por encima del 80% en la de UPP.

Diferencias en SLRD a diez años también fueron significativas (datos no mostrados).

TABLA 6

Comparación entre el “8-gene Score” y otros perfiles génicos utilizando las base de datos del NKI. * Proporción de
pacientes incluidos en los grupos de riesgo favorable y desfavorable con cada perfil génico. ** Bajo riesgo + riesgo

intermedio vs alto riesgo
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TABLA 7

Funcionamiento del “8-gene Score” en otras bases de datos. *Los valores de SLRD son a 5 años

Ejemplo 3

Ejemplo de utilización del “8-gene Score” en tumores serosos de ovario

Los tumores serosos de ovario suponen más del 50% de todos los tumores de ovario. Aproximadamente el 10-
15% de estos tumores se clasifican como tumores proliferativos o de bajo potencial maligno (LMP, siglas de inglés
“Low Malignant Potential”), considerándose el resto tumores invasivos. Se ha verificado la capacidad del “8-gene
Score” de separar estas dos poblaciones de tumores serosos de ovarios utilizando la base de datos GSE12172 del
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los datos de los microarrays fueron
procesados siguiendo el protocolo descrito para las series de validación utilizadas en el desarrollo del “8-gene Score”
en el Ejemplo 2. La base de datos contiene 90 muestras, de las cuales 30 son muestras LMP y 60 invasivas. Los datos
clínicos no incluyen el tiempo hasta la recaída, por lo tanto no se pueden hacer estudios de supervivencia como se
realizaron para las bases de datos utilizadas en la validación. Sin embargo, como se muestra en el artículo de Anglesio
y cois. (Anglesio et al. Mol Cáncer Res. 2008 Nov;6(11):1678-90), es posible hacer una discriminación entre los dos
tipos de tumores. Aplicando el “8-gene Score” y realizando un test de Mann-Whitney, se concluye que el “8-gene
Score” es capaz de diferenciar tumores serosos de ovario con bajo potencial maligno de tumores serosos de ovario
del tipo invasivo en esta población (figura 5). Los resultados obtenidos muestran el potencial diagnóstico del “8-gene
Score” en un tipo tumoral diferente a aquel en el que ha sido desarrollado.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la subclasificación de tumores, que comprende:

a. obtención de una muestra biológica aislada que comprende células tumorales del mamífero;

b. detección de la cantidad del producto de la expresión de entre dos y ocho genes siendo un gen PRC1 en
combinación con los siguientes genes: DTL, ECT2, MTDH, RFC4, SCUBE2, STK32B o ZNF533, en la
muestra obtenida en (a) y

c. comparación de la cantidad detectada en el paso (b) con una cantidad de referencia.

2. Método según la reivindicación 1 donde en el paso (b) se detecta la cantidad del producto de la expresión de los
genes DTL, ECT2, MTDH, PRC1, RFC4, SCUBE2, STK32B y ZNF533.

3. Método de pronóstico de la evolución del tumor que comprende los pasos (a)-(c) según cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 ó 2, que además comprende un paso (d) donde que la cantidad detectada en el paso (b) del producto
de expresión de los genes DTL, ECT2, MTDH, PRC1 o RFC4 mayor que la cantidad de referencia con la que se
compara en el paso (c) o una cantidad detectada en el paso (b) de los genes SCUBE2, STK32B o ZNF533 menor
que la cantidad de referencia con la que se compara en el paso (c), es indicativa de una menor supervivencia libre de
recaída a distancia o una menor supervivencia global.

4. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el producto de expresión de los genes es el mRNA.

5. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la detección del mRNA se realiza mediante la
técnica de qRT-PCR.

6. Método según cualquiera de las reivindicación 1 a 5 donde la muestra biológica aislada que comprende células
tumorales está fijada y embebida en parafina.

7. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde el tumor pertenece al siguiente grupo: mama,
ginecológico o próstata.

8. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde el tumor es de mama.

9. Método según la reivindicación 8 donde el tumor de mama es un carcinoma de mama infiltrante.

10. Método según la reivindicación 9 donde el carcinoma de mama infiltrante está en un estadio I o II.

11. Método según cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 donde el tumor es positivo para la expresión de los
receptores hormonales de estrógenos.

12. Método según la reivindicación 11 donde la muestra se aisla de un mamífero que ha sido sometido a una terapia
hormonal y bien una mastectomía o bien una tumorectomía seguida de radioterapia.

13. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde el tumor es de ovario.

14. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde el tumor de ovario es un tumor epitelial del ovario.

15. Método según la reivindicación 14 donde el tumor epitelial del ovario es un tumor seroso.

16. Kit adaptado para llevar a cabo el método para la subclasificación de tumores, según cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 15 que comprende un cebador directo y un cebador inverso que hibridan con el fragmento definido entre
los nucleótidos 106 y 238 de SEQ ID NO: 4 y los demás reactivos necesarios para:

a. detección de la cantidad del producto de la expresión de entre dos y ocho genes siendo un gen PRC1 en
combinación con los siguientes genes: DTL, ECT2, MTDH, RFC4, SCUBE2, STK32B o ZNF533, en la
muestra obtenida en (a) y

b. comparación de la cantidad detectada en el paso (b) con una cantidad de referencia.

17. Kit según la reivindicación 16 donde la detección de la cantidad del producto es de la expresión de los genes
DTL, ECT2, MTDH, PRC1, RFC4, SCUBE2, STK32B y ZNF533.
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Declaración

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 2, 17 SÍ
Reivindicaciones 1, 3-16 NO

Actividad inventiva Reivindicaciones SÍ
(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-17 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinión:

La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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1. Documentos considerados:

A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la reali-
zación de esta opinión.
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Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación
D01 US 20040058340 A1 25-03-2004

D02 WO 2006052218 A1 18-05-2006

D03 ESPINOSA et al. 2005, Vol 23(29); páginas 7278-7285. 2005

D04 LI et al. 2008, Vol 14(11); páginas 3319-3326. 01-06-2008

D05 SKUBITZ et al. 2006, Vol 148(5), páginas 223-248. 2006

2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración

La presente solicitud divulga un método de pronóstico de la evolución de tumores, en especial de tumores de mama, gineco-
lógicos o próstata (reivindicaciones 1-15). Dicho método permite la subclasificación de los tumores lo que es útil para tomar
decisiones con respecto al tratamiento a administrar al paciente. Asimismo divulga un kit para llevar a cabo dicho método
(reivindicaciones 16 y 17). El método de la invención comprende la obtención de una muestra biológica con células tumorales,
la detección en dicha muestra de la cantidad del producto de la expresión de entre 2 y 8 genes siendo uno de ellos PRC1 en
combinación con DTL, ECT2, MTDH, RFC4, SCUBE2, STK32B o ZNF533 y por último la comparación de la cantidad detecta-
da con una cantidad de referencia (reivindicación 1). La reivindicación 2 divulga el mismo método pero especificando que se
detecte el nivel de expresión de los 8 genes. Una etapa adicional a dicho método especifica que una cantidad de producto de
expresión de los genes PRC1, DTL, ECT2, MTDH o RFC4 mayor que la de referencia, o una cantidad de producto de expre-
sión de los genes SCUBE2, STK32B o ZNF533 menor que la de referencia es indicativa de una menor supervivencia libre de
recaída a distancia o una menor supervivencia global (reivindicación 3). Preferiblemente, el producto de expresión es mRNA,
su detección se realiza mediante RT-PCR cuantitativa y la muestra biológica aislada que comprende las células tumorales está
fijada y embebida en parafina (reivindicación 4-6). Las reivindicaciones 7-15 especifican el tipo de tumores de mama, gineco-
lógicos o de próstata para los que está indicado el método de subclasificación de la presente solicitud. Por último, el kit para la
subclasificación de tumores comprende tanto los cebadores necesarios para detectar PRC1, que hibridan entre los nucleótidos
106 y 238 de dicho gen, como los demás reactivos necesarios para la detección de los otros 7 genes (reivindicaciones 16 y
17).

El documento D01 divulga grupos de marcadores genéticos cuyo patrón de expresión puede ser utilizado para diferenciar
distintas condiciones clínicas asociadas con el cáncer de mama. Asimismo, dicho patrón de expresión puede ser usado para
proporcionar información acerca de la posibilidad de sufrir metástasis a distancia en los 5 años siguientes al diagnóstico inicial.
Igualmente, divulga métodos para la clasificación y el tratamiento de pacientes en base al pronóstico obtenido mediante la
medida de la expresión de algunos de dichos marcadores. Por último, divulga kits que contienen microarrays para la detección
de los marcadores y software para el análisis de los datos obtenidos. Entre los múltiples marcadores divulgados se encuentran
PRC1, DTL, ECT2, MTDH, RFC4, SCUBE2 y STK32B (ver resumen; página 2, párrafo 15; página 5, párrafo 27 - página 6,
párrafo 28; tablas 1 y 5, secuencias 977, 1645, 1739, 219, 838, 1844 y 1782; reivindicaciones 1, 19, 31).

El documento D02 divulga métodos, sistemas y composiciones para predecir la susceptibilidad de un paciente a padecer
cáncer, basados en la correlación del estado mutacional de p53 y el perfil de expresión génica de ciertos genes. En particular,
divulga métodos para la clasificación, pronóstico y diagnóstico de cánceres, incluyendo el cáncer de mama. Específicamente,
describen un método que comprende varios pasos, siendo uno la obtención del perfil de expresión de distintos genes, entre
ellos PRC1, ECT2, SCUBE2 y ZNF533, a partir de muestras de tumores (ver resumen, tabla 1, reivindicaciones 1-3, 10).

El documento D03 divulga el análisis de la expresión de 60 de los 70 genes descritos en Van´t Veer et al. (2002, mencionado
en la solicitud de la presente invención) y conocidos como "70-gene signature". Las muestras biológicas fueron aisladas de
pacientes con carcinoma de mama invasivo en estadio temprano (estadio I o II), siendo un 75% de ellos positivos para la
expresión de los receptores hormonales de estrógenos. Las muestras podían provenir también de pacientes sometidos a
mastectomía o lumpectomía seguida de radioterapia. Para la detección de la expresión génica emplean RT-PCR cuantitativa y
muestras fijadas y embebidas en parafina (ver páginas 7279 (pacientes y métodos) y 7281 (discusión)).
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El documento D04 divulga MTDH (AEG1) como un nuevo marcador de pronóstico de la progresión del cáncer de mama y
de la supervivencia global del paciente. En concreto, divulga que la sobreexpresión de MTDH está asociada con una menor
supervivencia global del paciente (ver todo el documento).

El documento D05 divulga una subclasificación de carcinomas de ovario, en particular carcinomas serosos de ovario, en base
a la expresión diferencial de ciertos genes. Entre ellos se encuentran PRC1, RFC4 y ECT2 (ver página 228 y tabla 4).

1. NOVEDAD (Art. 6.1 LP 11/1986).

1.1. Reivindicaciones 1-17.

El documento D01 se considera el más cercano al estado de la técnica en cuanto a la medición de la expresión de diferentes
genes en muestras tumorales de pacientes para la subclasificación de cánceres, en particular cáncer de mama. El documento
D01 anticipa el uso de la medición de la expresión de PRC1, DTL, ECT2, MTDH, RFC4, SCUBE2 y STK32B, mediante
microarrays, como marcadores para el pronóstico del cáncer de mama.

El documento D03 se considera el más cercano al estado de la técnica en relación tanto a la técnica de detección del nivel de
expresión génica como al tipo de tumores clasificables por el método de la invención. La expresión génica se mide por RT-PCR
cuantitativa y los cánceres analizados cumples los requisitos especificados en las reivindicaciones 7-12.

El documento D04 anticipa la sobreexpresión de MTDH como marcador de una menor supervivencia global de pacientes con
cáncer de mama.

El documento D05 anticipa la detección de la expresión de diversos genes, entre ellos PRC1, RFC4 y ECT2, para la subclasi-
ficación de cánceres de ovario.

Por el contrario, ninguno de estos documentos anticipa la detección de los ocho genes PRC1, DTL, ECT2, MTDH, RFC4,
SCUBE2, STK32B y ZNF533 para la subclasificación de tumores.

En consecuencia, el objeto de la invención tal y como se reivindica en las reivindicaciones 1,3-16 se encuentra anticipado en
los documentos D01, D03, D04 y D05. Por lo tanto, dichas reivindicaciones 1,3-16 carecen de novedad (Art. 6.1 LP 11/1986).

Sin embargo, las reivindicaciones 2 y 17 cumplen con el requisito de novedad (Art. 6.1 LP 11/1986).

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 LP 11/1986).

2.1. Reivindicaciones 2, 17

La diferencia entre el documento D01 y el objeto técnico de las reivindicaciones 2 y 17 de la presente solicitud radica en la
detección del nivel de expresión de los ocho genes PRC1, DTL, ECT2, MTDH, RFC4, SCUBE2, STK32B y ZNF533.

El documento D02 anticipa la medida de la expresión de, entre otros, PRC1, ECT2, SCUBE2 y ZNF533 como marcadores para
la clasificación y pronóstico de cánceres.

Por lo tanto, según lo divulgado en el documento D01 en combinación con el D02, la medida del nivel de expresión de los ocho
genes divulgados en la presente invención podría considerarse una alternativa tal que un experto en la materia la tendría en
consideración sin esfuerzo inventivo.

De acuerdo con lo expuesto, las reivindicaciones 2 y 17 no cumplen con el requisito de actividad inventiva (Art. 8.1 LP 11/1986).
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