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DESCRIPCION
La invencion se refiere a un método para determinar la prognosis o prondstico del cancer de préstata.

El cancer de préstata constituye la enfermedad maligna mas comuin en los hombres, y se ha estimado que
provoco aproximadamente 39.000 muertes como consecuencia de éste en 1998 en los Estados Unidos. Hasta
aproximadamente un 59% de los casos de cancer de préstata se presentan como tumores localizados, es decir, en las
etapas A y B, en las que el tumor esta confinado en la préostata. La etapa clinica C, en la cual el tumor se localiza
clinicamente en el area periprostatica, pero que se extiende a través de la capsula prostatica y que puede implicar a las
vesiculas seminales, representa aproximadamente del 14% al 18% de los casos. Los restantes 10% al 18% de los
casos son metastasicos o en una etapa clinica D.

En general, el comportamiento clinicamente agresivo estd asociado a una acumulaciéon de aberraciones
géneticas en algunos tumores sdlidos, tales como cancer de colon y cancer de vejiga. También pueden aparecer
cambios genéticos similares multiples en el carcinoma de préstata. Ya que el cancer de préstata es una causa principal
de muerte en hombres en los Estados Unidos, la identificacion de pacientes cuyo tumor estd abocado a progresar
rapidamente es un objetivo prioritario de investigacion actual. Desafortunadamente, dentro del grupo humano de
hombres con un grado y etapa simple del cancer de préstata, hay pocos marcadores de la agresividad clinica.

El documento WO9620288A, considerado la técnica anterior mas cercana, describe un método diagnéstico de
la progresion del cancer de prostata, en el que se determina la presencia de un segmento amplificado de banda del
cromosoma 824 y del centromero del cromosoma 8 de una muestra de tumor de préstata humano.

La invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que el locus 8p del cromosoma 8, el centrémero del
cromosoma 8, y el locus 8g24 sirven como indicadores pronésticos para el cancer de préstata. La evaluacion de la
presencia o ausencia de estos marcadores, por ejemplo por técnicas de hibridacion, proporciona un método sensible
para determinar la progresion y prognosis o prondstico del cdncer de prostata, y lleva a un tratamiento mas precoz en
ciertos casos.

En un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método para determinar la prognosis o prondstico del
cancer de préstata en un sujeto, comprendiendo dicho método:

(i) determinar en una muestra bioldgica del sujeto la pérdida, la ganancia o el cambio en el nimero de copia
del locus 8p21-22 del cromosoma 8, el cromosoma 8, y el gen c-myc del cromosoma 8; y

(ii) correlacionar cualquier pérdida, ganancia o cambio en el numero de copia con la prognosis o prondstico
del cancer de prostata para el sujeto.

Puede realizarse la determinacion de la pérdida, ganancia o cambio en el nimero de copia (también
denominado determinacién del Incremento Adicional de un gen) por cualquier método adecuado que sea conocido por
cualquier experto en la técnica.

Preferiblemente, el método comprende:

(a) determinar un modelo de hibridaciéon de un conjunto de sondas cromosémicas al acido nucleico de una
muestra biolégica de dicho sujeto, en el que dicho conjunto comprende una sonda al locus 8p21-22 del
cromosoma 8, una sonda al centrémero del cromosoma 8, y una sonda al gen c-myc en el cromosoma 8; y

(b) correlacionar dicho modelo de hibridacién con la prognosis o prondstico del cancer de prostata para dicho
sujeto.

El conjunto de sonda cromosémica debe ser suficientemente especifico para permitir la deteccion del locus 8p
del cromosoma 8; cromosoma 8 y el locus 8924, y preferiblemente incluye una sonda al locus 8p del cromosoma 8 y
una sonda al locus 8924 del cromosoma 8, y ademas puede incluir una sonda al centrémero del cromosoma S. El locus
8p puede definirse ademas como 8p21-22 y el locus 8924 puede definirse ademas como el gen c-myc. La muestra
biolégica se puede seleccionar del grupo que consiste en resecciones de tejido de prostata, biopsias de tejido de
prostata, lavados de orina y vejiga. Las biopsias de tejido de prostata son particularmente utiles.

La prognosis o prondstico del sujeto se determina como pobre cuando el modelo de hibridacion indica la
pérdida del locus 8p, la ganancia del cromosoma 8 y el incremento adicional de numero de copia de c-myc respecto al
numero de copia del centrémero. EI modelo de hibridacion se puede determinar hibridando el conjunto de sondas
cromosoémicas al acido nucleico de la muestra biolégica y detectando la presencia o ausencia de la sonda hibridada. Las
sondas se pueden marcar, usando cualquier método, incluyendo el marcaje fluorescente.

La invencion también abarca a un kit para determinar la prognosis o prondstico del cancer en un sujeto. El kit
comprende un conjunto de sondas cromosomicas, que comprende una sonda al locus 8p21-22 del cromosoma 8, una
sonda al centromero del cromosoma 8 y una sonda al gen c-myc o al cromosoma 8. El locus 8p puede definirse ademas
como 8p21-22 y el locus 8q24 puede definirse ademas como el gen c-myc. Las sondas se pueden marcar, por ejemplo,
con fluorescencia. El kit ademas puede incluir instrucciones que indiquen la prognosis o prondstico que se determina
como pobre cuando un modelo de hibridacion del conjunto de sondas cromosémicas indica la pérdida del locus 8p, la
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ganancia del cromosoma 8 y un incremento adicional del nimero de copia de c-myc respecto al nUmero de copia del
centrémero.

A menos que se definan de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento
tienen el mismo significado entendido comunmente por cualquier experto ordinario en la técnica a la que pertenece esta
invencién. Aunque puedan usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento
para poner en practica la invencion, los métodos y materiales adecuados se describen a continuacion.

En caso de conflicto, la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones, prevalecera sobre otras
definiciones. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, y
de las reivindicaciones.

La figura 1 es un esquema que representa posibles rutas genéticas en el carcinoma de prostata. Los paréntesis
indican el numero de paciente. -8p: pérdida de 8p, +8: ganancia del cromosoma 8, IA c-myc: incremento
adicional del gen c-myc. La pérdida de 8p y la ganancia del cromosoma 8 (modelo Ganancia 8p-Ganancia
8cen-Ganancia c-myc) son los dos posibles primeros acontecimientos genéticos del cromosoma 8 en el
carcinoma de prostata.

Las figuras 2A y 2B proporcionan datos tabulados para el caso 37, usando sondas especificas del locus para
8p y c-myc, y una sonda del centrémero 8. En la figura 2A, se proporciona el tanto por ciento de nucleos con
diversas combinaciones de sefial de CEP 8 y c-myc. En la figura 2B, se proporciona el tanto por ciento de
nucleos con diversas combinaciones de sefal de CEP 8 y 8p.

Las figuras 3A y 3B son diagramas de dispersion que indican la distribucion del centrémero 8, c-myc, y el
numero de copia de 8p para la cohorte de pacientes pTsNoMg en etapa 144 (3A) y 143 (3B). La figura 3A indica
el tanto por ciento de nucleos con sefiales de CEP 8 =3 versus la relacién c-myc:CEP 8. Este diagrama de
dispersion de puntos de CEP 8 y c-myc resalta los grupos de tumores sin anomalia aparente de 8cen y c-myc
(diamantes azules), ganancia de 8cen y ganancia de c-myc (diamantes amarillos), ganancia de 8cen e |IA de clJ
myc (diamantes naranjas), e IA de c-myc solo (diamantes rojos). También muestra dos tumores con pérdida de
8cen (diamantes verdes). Dos tumores con pérdida de 8cen y IA de c-myc se incluyeron en el grupo c-myc solo
(diamante rojo). La figura 3B indica el tanto por ciento de nucleos con 0-1 sefiales de CEP 8 versus la relacion
8p:CEP 8. Este diagrama de dispersion de los puntos de CEP 8 y 8p resalta los grupos de tumores sin
anomalia aparente de 8cen y 8p (diamantes azules), ganancia de 8cen y ganancia de 8p (diamantes amarillos),
ganancia de 8cen y pérdida de 8p (diamantes rojos), y pérdida de 8p solo (diamantes naranjas). También
muestra 4 tumores con pérdida de 8cen (diamantes verdes).

Las figuras 4A y 4B are curvas de supervivencia de Kaplan-Meier sin progresion (A) y curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier especificas de causa (B) para pacientes cuyos tumores tienen una ganancia normal, o IA de
c-myc. Los paréntesis indican el nUmero de pacientes con riesgo a los 5 y 10 afios.

Las figuras 5A y 5B son curvas de supervivencia de Kaplan-Meier sin progresion (A) y curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier especificas de causa (B), respectivamente para pacientes cuyos tumores tienen un modelo
Normal-Normal-Normal, Pérdida-Normal-Normal, Pérdida-Ganancia-Ganancia o Pérdida-Ganancia-IA para 8p[J
8cen-c-myc. Los paréntesis indican el nUmero de pacientes con riesgo a los 5 y 10 afios.

La invencion proporciona ventajosamente un meétodo rapido y sensible para determinar la prognosis o
pronoéstico del cancer de prostata en un sujeto. En un aspecto preferido, el modelo de hibridacién de un conjunto de
sondas cromosoémicas se determina en una muestra biolégica del sujeto y el modelo de hibridacién se correlaciona con
la prognosis o prondstico del cancer de préstata.

Hibridacion in situ

El modelo de hibridacion tipicamente se evalua por hibridacion in situ. En general, la hibridacion in situ incluye
las etapas de fijar una muestra biolégica, hibridar una sonda cromosémica al ADN diana contenido dentro de la muestra
bioldgica fijada, lavar para eliminar la unién no especifica, y detectar la sonda hibridada. Una "muestra bioldgica" es una
muestra que contiene células o material celular. Los ejemplos no restrictivos de muestras bioldgicas incluyen
resecciones de tejido de prostata, biopsias de tejido de prostata, lavados de orina y vejiga.

Las muestras de tejido tipicamente se fijan y se ponen en parafina para su seccionamiento o su congelacion y
corte en secciones delgadas. Por ejemplo, las muestras de tejido pueden fijarse en soluciones de alcohol acidas,
soluciones de acetona acidas, o aldehidos tales como formaldehido, paraformaldehido, y glutaraldehido. Las muestras
de tejido fijadas pueden embeberse en parafina u otro medio de inclusion después de su deshidratacién y aclarado. En
general, los tejidos fijados en soluciones acuosas se deshidratan con una serie de lavados alcohdlicos, tales como
lavados tanto en etanol al 70%, 95% como en etanol absoluto. Después de eliminar el agente de deshidratacién, por
ejemplo, con xileno, tolueno, cloroformo u otras sustancias que sean miscibles con el medio de inclusién tales como
parafina, el tejido se embebe en el medio de inclusién. El tejido embebido en parafina puede seccionarse, por ejemplo,
con un microtomo de un espesor adecuado, tal como de aproximadamente 3 uM a aproximadamente 8 uM, y se pone
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en un portaobjetos. Los plasticos tales como metacrilato de metilo, metacrilato de glicol, araldeto, y epon son ejemplos
alternativos al medio de inclusién de parafina. De forma alternativa, la muestra de tejido se puede congelar rapidamente
de aproximadamente -20° C a aproximadamente -70° C. El tejido congelado puede cortarse en un espesor adecuado
con un criostato y ponerse en un portaobjetos.

Antes de la hibridacion in situ, el medio de inclusién debe retirarse de los tejidos embebidos. La
desparafinacion, por ejemplo, se realiza por una serie de aclarados en xileno, alcohol y agua. El tejido desparafinado se
deshidrata y se puede tratar con acido citrico y pepsina antes de la desnaturalizacion.

Se preparan muestras tales como lavados de orina y vejiga para la hibridacion usando técnicas estandar. Por
ejemplo, se pueden recoger células centrifugando la muestra biolégica y resuspendiendo el pelete de células.
Tipicamente, las células se resuspenden en solucion salina tamponada de fosfato (PBS). Después de centrifugar la
suspension celular para obtener un pelete de células, las células pueden fijarse, como se describe anteriormente para
muestras de tejido. Por ejemplo, el fijador de Chamoy que contiene metanol o etanol, cloroformo y acido acético glacial
en una relacion 6:3:1, respectivamente, se puede usar como fijador. También se puede usar una solucion de formalina
tamponada neutra, e incluye aproximadamente de 1% a 10% de formaldehido al 37-40% en una disolucién acuosa de
fosfato sodico. Las laminas que contienen las células se pueden preparar retirando la mayor parte del fijador, dejando
las células suspendidas concentradas en solo una porcion de la disolucion.

Las sondas cromosomicas y el ADN cromosdmico contenido dentro de cada muestra bioldgica se
desnaturaliza. La desnaturalizacion se realiza tipicamente incubando en presencia de un pH alto, calor (por ejemplo,
temperaturas de aproximadamente 70° C a aproximadamente 95° C), disolventes organicos tales como formamida y
haluros de tetraalquilamonio o sus combinaciones. Por ejemplo, el ADN cromosémico se puede desnaturalizar por una
combinacion de temperaturas por encima de 70° C (por ejemplo, aproximadamente 73° C) y un tampon de
desnaturalizacion que contiene formamida al 70% y 2xSSC (cloruro sédico 0,3M y citrato sédico 0,03 M). Las
condiciones de desnaturalizacion tipicamente se establecen tal que se conserva la morfologia celular. Se pueden
desnaturalizar sondas cromosdmicas por calor. Por ejemplo, se pueden calentar las sondas de aproximadamente 70° C
a aproximadamente 75° C durante aproximadamente cinco minutos.

Después de eliminar los reactivos o las condiciones desnaturalizantes, las sondas se hibridan al ADN
cromosomico bajo condiciones de hibridacién. Las "condiciones de hibridacion" son condiciones que facilitan la union
entre una sonda y el ADN cromosémico diana. Las condiciones de hibridaciéon varian, dependiendo de las
concentraciones, la composicion base, complejidades y longitudes de las sondas, asi como las concentraciones salinas,
temperatura y tiempo de incubacion. Cuanta mas alta sea la concentracion de la sonda, mayor sera la probabilidad de
formar un hibrido. Las soluciones de hibridacién tipicamente incluyen sulfato de dextrano, formamida y SSC. Por
ejemplo, se puede usar una disolucién que contenga aproximadamente formamida al 55%, sulfato de dextrano al 10%, y
2xSSC. En general, las condiciones de hibridacion incluyen temperaturas de aproximadamente 25° C a
aproximadamente 55° C, y tiempos de incubacion de aproximadamente 0,5 horas a aproximadamente 96 horas. Mas
particularmente, puede realizarse la hibridaciéon de aproximadamente 32° C a aproximadamente 40° C durante
aproximadamente de 2 a aproximadamente 16 horas.

La unién no especifica de sondas cromosomicas al DNA fuera de la regiéon diana puede retirarse por una serie
de lavados. La temperatura y la concentracion salina en cada lavado dependen de la rigurosidad deseada. Por ejemplo,
para condiciones de rigurosidad alta, se pueden llevar a cabo lavados con urea 1,5M y 0,1xSSC, pH 7,2 a
aproximadamente 45° C. De forma alternativa, se pueden llevar a cabo lavados de aproximadamente 50° C a
aproximadamente 80° C, usando de 0,2x a aproximadamente 2xSSC y de aproximadamente 0,1% a
aproximadamente1% de un detergente no idnico tal como Nonidet P-40 (NP40). La rigurosidad puede reducirse
disminuyendo la temperatura de los lavados o incrementando la concentracién de la sal en los lavados.

Puede hacerse una contratinciéon de nucleos con soluciones de yoduro de propidio o dihidrocloruro de 4,60
diamidino-2-fenilindol (DAPI). El yoduro de propidio es un tinte especifico del ADN de fluorescencia roja que se puede
observar a una longitud de onda maxima de emisién de 614 nm. Tipicamente, se usa el yoduro de propidio de una
concentracion de aproximadamente 0,4 yg/ml a aproximadamente 5 pg/ml. DAPI, una tincién especifica del ADN de
fluorescencia azul que se puede observar a una longitud de onda maxima de emisién de 452 nm, se usa generalmente
a una concentracion en el intervalo de aproximadamente 125 ng/ml a aproximadamente 1000 ng/ml.

Sondas cromosémicas

Las sondas adecuadas para la hibridacion in situ de acuerdo con la invencién se hibridan (es decir, forman una
doble hélice) con ADN repetitivo asociado con el centromero del cromosoma 8. Los centromeros de cromosomas de
primates contienen una familia compleja de repeticiones en tandem largas de ADN, compuesta de una longitud de
repeticién de mondémero de aproximadamente 171 pares de bases, que se denomina ADN alfa-satélite. También son
adecuadas las sondas especificas de locus que se hibridan a una regién cromosémica critica. La "regién cromosémica
critica" se refiere a una regién cromosdmica que esta asociada con la pérdida de heterocigosidad o amplificacion en el
cancer. La "pérdida de heterocigosidad" se refiere a una pérdida de un alelo materno o paterno en un tumor. Por
ejemplo, las regiones cromosomicas criticas para el cancer de préstata incluyen 8p y 8924, y mas particularmente,
8p21-22 y 8g24.1. La region 8p21-22 contiene, inter alia, el gen de la lipoproteina lipasa (LPL). La region 8g24.1
contiene c-myc, que se sobre-expresa con frecuencia y se amplifica a menudo en el cancer de prostata. Cher et al.,
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Genes Chromosomes Cancer, 1994, 11:153-162. Es posible que otro gen importante para la progresiéon del carcinoma
de préstata esté dentro de 8g24. Por ejemplo, el antigeno de células madre de prostata (PSCA) se localiza en 8924, y
también se sobre-expresa con frecuencia con un alto grado y de forma constante en el cancer de prostata. Reiter et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95:1735-1740.

Las sondas cromosémicas tienen tipicamente de aproximadamente 50 a aproximadamente 1x10° nucledtidos,
comprendiendo las sondas mayores tipicamente fragmentos mas cortos de aproximadamente 100 a aproximadamente
500 nucledtidos. Las sondas que se hibridan con el ADN centromérico y el ADN especifico del locus se pueden
comprar, por ejemplo, en Vysis, Inc. (Downers Grove, lll.), Molecular Probes, Inc. (Eugene, Oreg.), o en Cytocell
(Oxfordshire, RU). De forma alternativa, se puede usar ADN cromosémico o genémico para producir sondas mediante
técnicas estandar. Por ejemplo, las fuentes de ADN pueden incluir ADN genémico, ADN clonado secuencias, hibridos
celulares somaticos que contienen un cromosoma humano, o una parte de éste, junto con el complemento del
cromosoma normal del huésped, y cromosomas purificados por citometria de flujo o microdiseccion. La region de interés
se puede aislar por clonacién, o amplificacion especifica de sitio mediante PCR. Véase, por ejemplo, Nath y Johnson,
Biotechnic Histochem., 1998, 73(1):6-22, Wheeless et al., Cytometry, 1994, 17:319-326, y la patente de EE.UU. N°.
5.491.224.

Las sondas cromosdmicas tipicamente se marcan directamente con un fluoréforo, una molécula organica que
emite radiacion, por ejemplo, luz, después de absorber energia radiante, dando lugar a la sonda que se visualiza
prescindiendo de una molécula de deteccion secundaria. Después de la union covalente de un fluoréforo a un
nucledtido, el nucleétido se puede incorporar directamente en la sonda con técnicas estandar tales como translaciéon de
mellas, cebado aleatorio y marcaje PCR. De forma alternativa, se pueden transaminar con un enlazador nucleétidos de
desoxicitidina dentro de la sonda. El fluoréforo entonces se une covalentemente a los nucleétidos de desoxicitidina
transaminados. Véase, la patente de EE.UU. N°. 5.491.224.

Los fluoréforos se eligen tal que cada sonda cromosdmica en el conjunto se puede visualizar
independientemente. Por lo tanto, cada una de las sondas cromosémicas en el conjunto se marca con fluoréforos que
emiten luz de un color que contrasta con el(los) otro(s) fluoréforo(s). Por ejemplo, se puede usar una combinacion de los
siguientes fluoréforos: acido 7-amino-4-metilcoumarin-3-acético (AMCA), Texas Red® (Molecular Probes, Inc., Eugene,
Oreg.), 5-(y-6)-carboxi-X-rodamina, lisamina rodamina B,5-(y-6)-carboxifluoresceina, fluorescein-5-isotiocianato (FITC),
acido 7-dietilaminocoumarin-3-carboxilico, tetrametilrodamina-5-(y-6)-isotiocianato, 5-(y-6)-carboxitetrametilrodamina,
acido 7-hidroxicoumarina-3- carboxilico, acido 6-[fluorescein5-(y-6)-carboxamido]hexanoico, acido N-(4,4-difluoro-5,7(]
dimetil-4-bora-3a,4a diaza-3-indacenopropionico, eosin-5-isotiocianato, eritrosin-5-isotiocianato, y acetilazida azul
Cascade® (Molecular Probes, Inc., Eugene, Oreg.). Las sondas se visualizan con un microscopio de fluorescencia y un
filtro apropiado para cada fluoréforo, o usando conjuntos de filtros de paso de banda dual o triple para observar multiples
fluoréforos. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N°. 5.776.688. De forma alternativa, se pueden usar técnicas
tales como citometria de flujo para examinar el modelo de hibridacion de las sondas cromosémicas.

También se pueden marcar las sondas indirectamente con biotina o digoxigenina, o se pueden marcar con
isétopos radioactivos tales como 2p y *H, aunque se requieran moléculas de deteccion secundarias o un procesamiento
posterior para visualizar las sondas. Por ejemplo, una sonda indirectamente marcada con biotina se puede detectar por
avidina conjugada a un marcador detectable. La avidina se puede conjugar, por ejemplo, a un marcador enzimatico tal
como alcalina fosfatasa o peroxidasa de rabano picante. Se pueden detectar marcadores enzimaticos en reacciones
colorimétricas estandar usando un sustrato y/o un catalizador para la enzima. Los catalizadores para fosfatasa alcalina
incluyen 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato y nitroazul de tetrazolio. Se puede usar diaminobenzoato como catalizador para
la peroxidasa de rabano picante.

Determinacion de la prognosis o pronéstico

Generalmente, se puede definir la pérdida como la deleciéon de todo un cromosoma o una parte de éste (por
ejemplo, un locus o una regién cromosomica critica) tal que menos de dos copias del cromosoma o parte del
cromosoma estén presentes en una célula. Por el contrario, se puede definir la ganancia como la adicion, o replicacion,
de todo el cromosoma 8 (tal como un locus o una regiéon cromosémica critica), o una parte de éste, tal que tres o mas
copias del cromosoma 8 o una parte de éste estén presentes en una célula. Un Incremento Adicional (IA) o cambio en el
nuamero de copia se refiere al nimero de copias de un gen presentes en una célula. Este término se usa normalmente
en relacion a genes o sus partes, por ejemplo c-myc.

Cuando se usan técnicas de hibridacion, el modelo de hibridacion de un conjunto de sondas cromosomicas en
una muestra bioldgica se puede evaluar usando las categorias de "pérdida", "ganancia" e "incremento adicional". Por lo
tanto, "pérdida" indica que un nucleo contiene menos de dos sefiales de hibridaciéon para una sonda particular, mientras
que "ganancia" se refiere a tres o mas sefales para una sonda particular. Incremento adicional (IA) se refiere al nimero

de copias de c-myc respecto al nimero de copias del centromero.

En general, las muestras se clasifican en normales si menos de aproximadamente el 10% de nucleos
epiteliales tienen una ganancia, y si menos de aproximadamente el 55% de nucleos epiteliales tienen una pérdida para
una sonda aplicada. Por lo tanto, para una sonda centromérica, una muestra es clasificada como que tiene una
ganancia en el numero cromosomico si sobre el 10% de nucleos epiteliales tienen tres o mas sefales para una sonda
aplicada, y como que tiene una pérdida en el nimero cromosémico si sobre el 55% de nucleos epiteliales tienen menos
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de dos sefales. En particular, las muestras se pueden clasificar como que tienen una pérdida de 8p cuando el promedio
global de la relacion 8p:cromosoma 8 es menor que aproximadamente 0,85. Las muestras se pueden clasificar como
que tienen una pérdida de c-myc si el promedio global de la relacién c-myc.cromosoma 8 es menor que
aproximadamente 0,90. Las muestras se pueden clasificar en la categoria IA si el promedio global de la relaciéon cl!
myc:cromosoma 8 es mayor que aproximadamente 1,3 y 10% o mas de los nucleos epiteliales tienen = 3 sefiales para
c-myc.

El modelo de hibridacién se puede correlacionar con la prognosis o prondstico del cancer de prostata para el
sujeto usando las siguientes directrices. Por ejemplo, para la hibridacion in situ de fluorescencia de sonda dual (FISH)
con sondas de ADN para 8p (gen de LPL), centromero 8(8cen), y c-myc en 144 carcinomas de prostata en etapa C
patolégicos (es decir, TsNoMo, el tumor se extiende a través de la capsula prostatica, pero sin metastasis del nodo
linfatico regional o distante), se observd que aproximadamente el 79% de carcinomas de préstata tenian frecuentes
anomalias genéticas del cromosoma 8. La ganancia del cromosoma 8 y el IA de c-myc se correlacionaban de forma
significativa con la escala de Gleason, que incrementé segin aumentaba el nimero de anomalias cromosomicas. La
escala de Gleason es un método mediante el cual se evallan los tumores de préstata. La graduacion esta en el
intervalo de 2 a 10, indicando los valores mas altos un grado mas alto de tumor. Ademas, el IA de c-myc se
correlacionaba con la progresion sistémica y la supervivencia del paciente, mientras que la pérdida de 8p no lo hacia. La
progresion sistémica y supervivencia global de pacientes con carcinoma de préstata fueron perores, de forma
significativa, segun avanzaban los tumores a lo largo de una ruta propuesta mostrada en la figura 1.

Los analisis multivariables mostraron que las combinaciones de Normal-Normal-Normal (8p, 8cen, c-myc),
Pérdida-Normal-Normal, Pérdida-Ganancia-Ganancia, y Pérdida-Ganancia-lIA eran los modelos dominantes en este
grupo de tumores. El modelo Pérdida-Ganancia-IA era un significativo factor prondstico independiente que tenia las
relaciones de riesgo mas altas para la progresion del cancer sistémico y disminuia la supervivencia global del paciente.
Ademas, la pérdida de 8p parece ser un acontecimiento genético precoz en la carcinogénesis de la prostata. Aunque la
pérdida de 8p aparece a alta frecuencia, no se observo un pronéstico significativo para la progresion sistémica y la
supervivencia global del paciente segun la pérdida de 8p solo. Estudios anteriores sobre el cromosoma 8p-arm en
carcinoma de proéstata coinciden con estos hallazgos.

Segun la frecuencia de los modelos de anomalia de FISH descritos en este documento, la acumulacién de
aberraciones génicas en el carcinoma de préstata pueden aparecer en las tres etapas primarias (flecha ancha en la
figura 1): En una primera etapa, el 8p-arm se puede delecionar. También se puede dar lugar a la mutacién o una
pequefia delecion de un gen o genes sobre 8p que no son detectables por FISH. En segundo lugar, se gana un
cromosoma 8 entero (quizas el cromosoma 8 que ha sufrido la primera pérdida de 8p). Tercero, se gana el 8qg-arm,
posiblemente sufriendo uno de los cromosomas 8 normales la formaciéon del isocromosoma 8q, que delecionara
simultaneamente la region 8p normal asi como la ganancia 8g. Una region mas pequefia, que incluye el gen c-myc,
entonces se amplifica. La amplificacion del gen c-myc puede aparecer como el primer acontecimiento genético en el
carcinoma de prostata de pTsNoMo porque el modelo Normal-Normal-IA también se observaba, aunque era raro, lo que
indica que los carcinomas de préstata en esta etapa ya son suficientemente genéticamente inestables para amplificar el
ADN. La amplificacion sustancial del gen c-myc, especialmente junto con la pérdida del 8p-arm y la ganancia del
centromero 8, parece predecir la progresion sistémica y puede justificar un tratamiento adyuvante precoz para los
pacientes con carcinoma de prostata. Como se describe en este documento, el carcinoma de prostata es
sustancialmente mas agresivo si acumula copias extras de 8q24, es decir, IA de c-myc.

Como se describe en este documento, el gen c-myc es un marcador de malignidad potencial del carcinoma de
prostata. La sobre-expresion del gen c-myc se ha encontrado en el carcinoma de préstata y la amplificacion substancial
del gen c-myc esta fuertemente correlacionada con pruebas inmunohistoquimicas de la sobre-expresion de la proteina
c-myc. Se ha pensado que la sobre-expresion de la proteina c-myc causa la degradacion de p27k' "o que conduce a la
activacion de ciclina E/cdk 2, lo que a su vez da lugar a la proliferacion celular. Se ha mostrado recientemente que el
nivel de p27k'P1esté asociado con la escala de Gleason, la recurrencia tumoral y supervivencia del paciente con el
carcinoma de prostata. Véase, por ejemplo, Cheville et al., Mod. tathol., 1998, 11:324-328. Un estudio usando la
transduccion in vivo de células de cancer de prdstata con c-myc antisentido demostré que el crecimiento tumoral se
redujo suprimiendo la proteina c-myc. Steiner et al., Hum. Gene Ther., 1998, 9:747-755. Tomadas conjuntamente, estas
observaciones sugieren que la sobre-expresion de c-myc a través del nimero de copia incrementado desregula el
control del crecimiento celular, dando lugar a la proliferacion de células de carcinoma de prostata.

De 130 pacientes sometidos al estudio subsiguiente, 35 tuvieron progresion sistémica y 28 muertes especificas
de la enfermedad después de una operacién quirirgica curativa, lo que indicaba que estos pacientes ya tenian una
metastasis clinicamente indetectable antes de la operacion. Los pacientes cuyos tumores tenian IA c-myc sufrieron una
rapida progresion y murieron precozmente de cancer, lo que indicaba que IA c-myc potenciaba la proliferacion de las
células tumorales metastizadas. Si este es el caso, las progresiones sistémicas tardias a aproximadamente 10-12 afios,
observadas en pacientes cuyo carcinoma de préstata tenia una ganancia de 8cen y una ganancia de c-myc, pueden ser
el resultado del IA de c-myc que aparecia como un nuevo acontecimiento genético en las células tumorales
metastasicas. Desafortunadamente, es dificil obtener muestras de dichas lesiones metastasicas tardias.

Se observo la amplificacion de secuencias de ADN de 8q, incluyendo 8924, en 3 (75%) de 4 lesiones
metastasicas de nodo linfatico, mientras que se observé en 4 (9%) de 44 carcinomas de prostata primarios. Ademas, el
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gen c-myc en focos metastasicos (21%) se amplificé con frecuencia en comparacion con los focos primarios (8%). Por lo
tanto, el estado del gen c-myc puede determinar si un foco de de cancer de prostata metastasico progresa o no.

Ademas, algunos pacientes cuyos tumores tuvieron una progresién normal o una ganancia de c-myc sufrieron
una progresion sistémica, sugiriendo que la metastasis del carcinoma de préstata podria aparecer sin amplificacion del
gen c-myc y que puede haber otro gen (genes) implicados en provocar la metastasis.

La invencion sera descrita a continuacion mediante los siguientes ejemplos, lo que no limita el alcance de la
invencién descrita en las reivindicaciones.

Ejemplo 1 - Materiales y Métodos: Se ha realizado previamente el analisis del desequilibrio alélico de ramas del
cromosoma 7q, 8p, 16q, y 18q sobre una gran cohorte de carcinomas de prostata patoldgicos en etapa C (pTzNoMo)
(Jenkins et al., Genes Cromosomas Cancer, 1998, 21:131-143). De estos tumores, se seleccionaron 157 que mantenian
un numero adecuado de células tumorales en los bloques. Todos los pacientes sufrieron linfadenectomias pélvicas
concurrentemente entre 1966 y 1987 y se probaron que no tenian depdsitos metastasicos en los nodos linfaticos
pélvicos. El consecuente promedio de esta poblacién de pacientes fue 7,7 afios (promedio 7,5 afios).

Los data clinicopatoldgicos disponibles para estos pacientes incluyeron edad del paciente, escala de Gleason,
implicacion de la vesicula seminal (si estd presente), estado del margen, y terapia adyuvante postoperativa (si se
aplica). El nivel de antigeno de suero de prostata (PSA) en suero preoperativo (que estuvo disponible en
aproximadamente 1987) no estaba incluido. El analisis de citometria de flujo (FCM) en muestras de prostatactomia
embebidas en parafina fijadas en formalina se realiz6 como se describe en Persons et al., J. Urol., 1993, 150:120-125.
Los datos resultantes se obtuvieron clinicamente a través de una enfermera, que mantenia un contacto anual, y fueron
recogidos por teléfono o con un escrito de recogida formal continua del Registro Tumoral de Prostatactomia Radical de
la Clinica Mayo. En pocas palabras, se usaron la progresion sistémica del carcinoma de préstata y la muerte especifica
por carcinoma de prostata como puntos clinicos finales. La progresion sistémica se defini6 como prueba clinica de
enfermedad metastasica distante y se comprobé mediante hallazgos positivos en gammagrafia ésea u otras pruebas de
visualizacion radioldgica. Las muertes especificas por cancer de préstata se comprobaron en el momento de la muerte
del paciente por una combinacion de la revision del certificado de defuncién, contacto con el médico de familia y
discusion con la familia del paciente, si era necesario.

La lista de pacientes fue aleatorizada, y se llevaron a cabo analisis FISH en muestras tumorales sin
conocimiento de los hallazgos clinicopatdlogicos y datos de supervivencia de los pacientes.

Para cada muestra de tejido, se us6 un bloque de muestra de prostata simple que contiene el carcinoma de
prostata histolégico de grado mas alto. Quince secciones de tejido de 5 pym de espesor se cortaron de cada uno de
estos bloques de tumor embebidos en parafina y se pusieron en portaobjetos. La primera seccién de tejido se tifié con
hematoxilina y eosina (H&E) para averiguar la regién de interés.

FISH de sonda dual con centromero 8 y sondas especificas de locus. En pocas palabras, se desparafinaron secciones
de tejido, se deshidrataron, se trataron con microondas en acido citrico (10 mM, pH 6,0) durante 10 min., se digirieron
en solucion de pepsina (4 mg/ml en NaCl al 0,9%, pH 1,5) durante 12 min a 37° C, se aclararon en 2xSSC (pH 7,2) a
temperatura ambiente, y se secaron al aire. Se realizé la hibridaciéon de sonda dual usando una sonda de enumeracion
cromosémica (CEP) al centromero del cromosoma 8 (Vysis Inc., Downers Grove, lll.) junto con una sonda especifica de
locus (LSP), tanto de la sonda de 8p (LPLgene Vysis, Inc.) como de la sonda de 8924.1 (c-myc) (Vysis Inc.). Las sondas
y el ADN diana se desnaturalizaron conjuntamente a 80° C durante 2 min., se hibridaron a 50° C durante 30 min, y
después se incubaron a 37° C toda la noche. El lavado post-hibridacion se realizé en urea 1,5M/0,1xSSC, pH 7,2 a 45°
C durante 30 min de 157 tumores sometidos a analisis FISH, el FISH se realizdé con éxito sobre 144 (91,7%) para c-
myc/CEP 8 y 143 (91,1%) para 8p/CEP 8. Se contratifieron nucleos con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y el
compuesto p-fenilendiamina de montante de fluorescencia.

Se contaron trescientos nucleos en interfase no sobrelapantes, desde un foco de epitelio benigno y un
adenocarcinoma, para cada sonda con un microscopio Diaplan equipado con un filtro de paso triple. Usando el
portaobjeto tefiido H & E de referencia de seccion adyacente, se evalué el mismo foco de tumor dominante para cada
sonda. En algunos casos, hubo variaciones en los hallazgos de FISH dentro de un foco de tumor. En estos casos, se
evalué el foco de cancer con el modelo de Gleason primario. No se enumeraron los nucleos de elementos estromales.
El nimero de sefiales de sonda especificas de locus (8p o c-myc) y sefiales CEP 8 se contaron para cada nucleo.

Los datos tabulados tipicos para un foco de tumor representativo del caso 37 (etapa pTsNoMo) para los pares
de sonda c-myc/CEP 8 y 8p/CEP 8 se muestran en las figuras 2A y 2B, respectivamente. Para este tumor, habia una
pérdida del numero de sefal de 8p relacionada con el nimero de centromero 8 (como se demuestra por la relaciéon
8p:CEP 8), y el numero de sefial de CEP 8 aumentaba. Los datos de recuento del centromero 8 fueron similares entre 2
experimentos de hibridacion de sonda dual para 8p/CEP 8 y c-myc/CEP 8. Las filas en las tablas de datos asociados en
la figura 2 demuestran el tanto por ciento de nucleos con diferentes nimeros de sefiales CEP 8. Los nucleos con 0-1 'y
>3 sefiales CEP 8 definieron a aquellas células con pérdida aparente (-CEP8) y ganancia de CEP 8 (+CEP 8),
respectivamente. Las columnas en las tablas de datos asociados demuestran el tanto por ciento de nucleos con
diferentes niumeros de sefiales LSP. Los nucleos con sefiales 0-1 y =3 LSP definieron a aquellas células con pérdida
aparente (-LSP) y ganancia de LSP (+LSP), respectivamente. Finalmente, una relacion de la sefial LSP:CEP 8 promedio
se calculé para cada LSP para cada foco. Estas variables (-CEP 8, +CEP 8, -LSP, +LSP, y la relacién LSP:CEP
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promedio) se pueden usar para determinar si el centromero cromosomico y/o las regiones cromosomicas se ganaron o
perdieron. Es de destacar que los intervalos normales para cada una de estas variables pueden establecerse evaluando
la apariencia de los epitelios de prostata normales.

Analisis Estadistico. La frecuencia y distribuciéon de anomalias FISH en el carcinoma de préstata se compararon usando
la prueba de Pearson x2 y la prueba t de student. Las relaciones de anomalias FISH con la escala de Gleason se
evaluaron mediante la prueba de Pearson )(2. Las curvas de Kaplan-Meier y la prueba de Mantel-Cox se usaron para
estimar la supervivencia sistémica sin progresion o la muerte especifica de causa. Las comparaciones univariantes de
las curvas de supervivencia se hicieron usando la prueba de Mantel-Cox. Todas las relaciones de riesgo para la
progresion y la supervivencia se estimaron usando el modelo de riesgos proporcionales de Cox. Las predicciones fueron
hallazgos FISH, escala de Gleason, invasién de la vesicula seminal, estado de los margenes quirirgicos, terapias
adyuvantes, y modelo ploidia FCM. Todas las pruebas estadisticas fueron de colas con un nivel alfa de 0,05. Un valor
de p menor de 0,05 fue considerado significativo en todas las pruebas.

Ejemplo 2 - Anédlisis FISH de Controles: Se contaron las sefiales de c-myc y CEP 8 en nucleos epiteliales prostaticos
normales histolégicamente de 10 pacientes. Se observo la pérdida de sefiales (<2 sefiales) con frecuencia tanto para
una como para ambas sondas de c-myc y CEP 8 en estos nucleos, posiblemente debido a una truncaciéon nuclear.
Nucleos con 3 o mas sefales, sin embargo, fueron raros para cada sonda. El tanto por ciento de nucleos epiteliales con
dos sefiales c-myc y dos sefiales CEP 8 estaban en el intervalo de 54,1-82,4% (promedioxdesviacion estandar;
68,719,2%). Los intervalos para el tanto por ciento de nucleos epiteliales con 0-1, 2, 3, y 23 sefiales c-myc fueron 12,5(]
39,5%, 59,3-85,6%, 0,0-1,2%, y 0,0-1,9%, respectivamente. Los intervalos para el tanto por ciento de nucleos epiteliales
con 0-1, 2, 3, y =23 sefiales CEP 8 fueron 13,4-37,4%,61,7-84,7%, 0,0-1,0%, y 0,0-1,9%, respectivamente. La relacion c-
myc:CEP 8 promedio en nucleos epiteliales normal fue 1,00+0,00 (intervalo 0,98-1,02). Ningun nucleo epitelial benigno
tenia =5 sefales c-myc o CEP 8.

La misma evaluacion se hizo para sondas 8p y CEP 8 (Tabla 1). El porcentaje de nucleos epiteliales con 0-1, 2,
3, y >3 sefiales CEP 8 fueron similares a las sefiales 8p y a aquellas de la hibridaciéon de sonda dual de c-myc/CEP 8
(valores de p de todas las comparaciones, >0,05, t-prueba). El tanto por ciento de nucleos epiteliales con dos sefiales
8p y dos sefales CEP 8 estaba en el intervalo de 51,77-77,66% (promediotdesviacion estandar; 67,1+7,4%). El
promedio de la relacion 8p:CEP 8 en nucleos epiteliales normales fue 0,98+0,02 (intervalo 0,95-1,00). Ningun nucleo
epitelial benigno tuvo >5 sefiales 8p o CEP 8.

TABLA 1

Numero de copia de 8p, 8cen y c-myc en nucleos epiteliales en glandulas de prostata histolégicamente normales

Promedio + S.D. Intervalo
C-myc/CEP 8
relacion c-myc:CEP8 1,00 £ 0,01 0,98-1,02
% nucleos con 0-1 sefiales c-myc 25,52 £ 8,16 12,46-39,51
% nucleos con 0-1 sefiales CEP 8 25,563 +7,94 13,42-37,39
% nucleos con 2 sefiales c-mycy 2 CEP 8 68,70 £ 9,22 54,10-82,43
% nucleos con 23 sefales c-myc 0,83 +0,58 0,00-1,92
% nucleos con 23 sefales CEP 8 0,87 + 0,68 0,00-1,94
8p/CEP 8

relacion 8p:CEP 8 0,98 + 0,02 0,95-1,00
% nucleos con 0-1 sefiales 8p 27,89 + 7,39 17,16-43,41
% nucleos con 0-1 sefiales CEP 8 25,28 + 5,84 16,99-37,94
% nucleos con 2 sefales 8py 2 CEP 8 67,07 £7,35 51,77-77,56
% nucleos con =3 sefiales 8p 0,68 + 0,36 0,00-0,99
% nucleos con =3 sefiales CEP 8 0,78 £ 0,49 0,00-1,65

Ejemplo 3 — Anomalias FISH en pacientes con cancer de préstata: El estado del nimero de copia de 8p, c-myc, y
CEP 8 de un foco tumoral se caracteriz6 como normal, ganancia, o pérdida, segun el estudio normal y una inspeccion
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de la distribucion de sefiales FISH entre los focos de carcinoma. Ademas, también se usé la categoria |A del numero de
copia de c-myc respecto al numero de copia del centrédmero. Se eligieron valores umbrales para estas categorias para
minimizar la deteccion de cambios falsos positivos. Lo normal requirid6 <10% de nucleos epiteliales con 23 sefiales y
<55% de nucleos epiteliales con 0-1 sefiales para una sonda aplicada. La ganancia requirié >10% de nucleos epiteliales
con 23 sefales para una sonda aplicada. La pérdida de CEP 8 requiri6 >55% de nucleos epiteliales con 0-1 sefiales
para CEP 8. La pérdida de 8p requirié una relacion en promedio global de 8p:CEP 8 de <0,85. La pérdida de c-myc
requirid una relacion en promedio global de c-myc:CEP 8 de <0,90. El IA se aplicé solo a c-myc y requirié una relacién
en promedio global de c-myc:CEP 8 de >1,3 y 210% de nucleos epiteliales con =3 sefiales para c-myc.

La figura 2 proporciona datos de enumeracion derivados del caso 37, como un ejemplo representativo de los
casos de cancer. Para este foco de cancer, el tanto por cientos de nucleos epiteliales con =23 sefiales para c-myc y CEP
8 fueron 73,4% y 50,9%, respectivamente (figura 2A). El tanto por cientos de nucleos epiteliales con 0-1 sefiales para cl|
myc y CEP 8 fueron 0,3% y 7,0%, respectivamente (figura 2A). La relacion promedio de c-myc:CEP 8 fue 1,32. Segun
los criterios definidos mas arriba, este foco se clasific6 como con ganancia 8cen e |IAc-myc.

Los resultados FISH para 8p y CEP 8 del caso 37 también se analizaron del mismo modo. Los tantos por ciento
de nucleos epiteliales con 23 sefales para 8p y CEP 8 fueron 23,9% y 51,4%, respectivamente (figura 2B). Los tantos
por ciento de nucleos epiteliales con 0-1 sefales para 8p y CEP 8 fueron 38,7% y 6,7%, respectivamente (figura 2B). La
relacion promedio de 8p:CEP 8 fue 0,69. Por lo tanto, este foco se defini6 como con ganancia 8cen y pérdida 8p.
Combinando estos resultados conjuntamente, el carcinoma de prdstata de este paciente fue definido como con pérdida
de 8p, ganancia de 8cen e IA de c-myc.

La relacion del promedio global c-myc:CEP 8 y el tanto por ciento de nucleos epiteliales con =23 sefiales CEP 8
para cada tumor se representan en la figura 3A. Esta representacion resalta grupos de tumores que comparten las
mismas anomalias FISH. Aplicando los valores de corte descritos mas arriba, 78 (54,2%) de 144 carcinomas de préstata
se definieron como con ganancia de numero de copia del gen c-myc. De estos 78 tumores, 50 (34,7%) con una
ganancia de 8cen y una ganancia proporcionalmente similar de c-myc (diamantes amarillos en la figura 3A) se
distinguieron claramente de 28 (19,4%) con IA de c-myc (diamantes naranjas y rojos en la figura 3A). Entre los casos
con IA de c-myc, 16 (11,1%) con una ganancia 8cen e |IA c-myc (diamantes naranjas) también se distinguieron de 12
(8,3%) IA c-myc solo (diamantes rojos). El grupo IA c-myc solo consistié en dos tumores con pérdida de 8cen y 10
tumores sin anomalia aparente de 8cen. No se encontré ninguna pérdida de c-myc. Dos carcinomas (1,4%) designados
como pérdida 8cen tuvieron una alta relaciéon c-myc:CEP 8 (1,28 y 1,68, diamantes verdes en la figura 3A) debido a la
pérdida de 8cen, sin un incremento real ( nucleos 3) de sefiales c-myc por nucleo.

La relacion del promedio global de sefal 8p:CEP 8 y el tanto por ciento de nucleos epiteliales con 0-1 sefiales
CEP 8 para cada tumor se representaron en la figura 3B. Los tumores con pérdida de 8p se separaron claramente de
aquellos sin pérdida de 8p por la relacion de corte de 8p:CEP 8 de 0,85. Ciento nueve (76,2%) de 143 carcinomas de
prostata se definieron como con anomalias 8p. Entre estos casos, 89 (62,2%) mostraron una pérdida de 8p y 20 (14,0%)
tuvieron una ganancia de 8p. No se observaron en este estudio aparentes deleciones de 8p homocigoticas.

El estado del numero de copia de CEP 8, definido en los experimentos de hibridacion de sonda dual para ¢l
myc y 8p, fueron similares, y las clasificaciones FISH CEP 8 fueron completamente concordantes entre los dos
experimentos. Sesenta y seis pacientes (45,8%) tuvieron tumores con ganancia de 8cen, mientras que 4 (2,7%) tuvieron
tumores con pérdida de 8cen.

La TABLA 2 resume los hallazgos FISH de 8p, 8cen y c-myc para todos los 144 pacientes. Las anomalias FISH
fueron clasificadas en 11 modelos. Los hallazgos FISH normal para todos los tres loci (8p-8cen-c-myc: Normal-Normal-
Normal) se observaron en 31 (21,5%) casos. Ciento trece tumores con hallazgos FISH anormales fueron distribuidos
entre los otros 10 modelos (78,5%).

TABLA 2
Clasificacion de 144 pacientes con carcinoma de préstata en etapa pTsNoMp segun los hallazgos FISH de 8p, 8cen, y cl
myc
N° de modelo 8p 8cen c-myc (8q) N°. puntos %
1 Normal Normal Normal 31 21,5
2 Pérdida Normal Normal 33 22,9
3 Pérdida Pérdida Normal 2 1,4
4 Pérdida Ganancia Ganancia 34 23,6
5 Ganancia Ganancia Ganancia 15 10,4
6 Normal Normal 1A 3 2.1
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7 Pérdida Normal 1A 7 49
8 Pérdida Pérdida IA 2 1,4
9 Pérdida Ganancia 1A 11 7,6
10 Ganancia Ganancia IA 5 3,5
11 - Ganancia Ganancia 1 0,7
Total 144 100,0

*No determinado

Ejemplo 4 - Correlacion de Anomalias Cromosémicas con Caracteristicas Patolégicas: Se evalué la relacion de
los resultados FISH con la escala de Gleason (TABLAS 3A y 3B). Se indica el nimero de pacientes, con el tanto por
ciento de pacientes indicados en paréntesis. La escala de Gleason se dividié en 3 grupos de 5-6, 7, y 8-10. Como
5 tumores de alto grado se seleccionaron solo 16 (11,1%) de los 144 carcinomas de prostata con una escala de Gleason
de 5-6. De los restantes 128 tumores, 64 (44,4%) con una escala de Gleason de 7, y otros 64 (44,4%) con una escala
de Gleason de 8-10. Como se muestra en la TABLA 3, no hubo asociacion significativa entre la escala de Gleason vy el
estado 8p (p=0,74). La alta escala de Gleason, sin embargo, estaba asociada de forma significativa con la ganancia de
8cen, la ganancia de c-myc e IA de c-myc (p<0,01, 0,03, y 0,01, respectivamente). Considerando los resultados FISH

10 combinados de 8p, 8cen, y c-myc, los tumores con el modelo Ganancia-Ganancia-Ganancia estaban asociados con una
escala de Gleason mas alta (p<0,03). El tanto por ciento de tumores con una escala de Gleason de 8-10 se incremento
de 29,0% a 36,4% a 50,0% a 63,6% para los modelos de anomalia de FISH dominante Normal-Normal-Normal,
Pérdida-Normal-Normal, Pérdida-Ganancia-Ganancia, y Pérdida-Ganancia-lA, respectivamente.

TABLA 3

15 Correlacion de anomalias genéticas con la escala de Gleason
A) 8pb 8cenc c-myc
Escala de | Sin Pérdida Normal Ganancia Normal Ganancia IA
Gleason pérdida
4-6 7(13) 8(9) 13(18) 3(5) 13(20) 3(6) 0(0)
7 24(44) 40(45) 36(49) 26(39) 31(47) 20(40) 13(46)
8-10 23(48) 41(46) 25(34) 37(56) 22(33) 27(54) 15(54)
valor de p® 0,74 0,01 0,03 0,01
B) 8p-cen-c-myc’
Escala de | N-N-N L-N-N L-G-G G-G-G Any IA L-G-IA® Otros IA®
Gleason
4-6 7(23) 6(18) 2(6) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
7 15(48) 15(45) 15(44) 5(33) 13(46) 4(36) 9 (53)
8-10 9(29) 12(36) 17(50) 10(67) 15(54) 7(64) 8(47)
valor de p® 0,8 0,08 0,03 0,01 0,07 0,09
@ todas las comparaciones se hicieron con el grupo normal.
b, 1 caso sin datos de 8p se excluyd.

20 ¢, 4 casos con pérdida de 8cen se excluyeron.

4 modelos de anomalia de loci de 8p-8cen-c-myc se describieron con hallazgos FISH abreviados como sigue:

N, normal, L, pérdida, G, ganancia, IA, incremento adicional.

1 caso sin datos de 8p y 2 casos con L-L-N se excluyeron.

°, 1A se subdividid en L-G-IA y otros IA (véase la TABLA 2).
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La edad promedio global (intervalo) con supervivencia fue 66 afios, con un intervalo de 53-59 afios. Catorce
pacientes que habian recibido terapia hormonal antes de su prostatactomia fueron excluidos de los estudios
pronosticos. De los 130 pacientes elegibles para estudios prondsticos, la invasion de la vesicula seminal se observé en
78 (60%) pacientes. El margen quirdrgico fue positivo de carcinoma en 50 (39%) pacientes. 29 (24%) y 22 (17%)
pacientes recibieron después de la operacién terapia hormonal adyuvante y radioterapia, respectivamente, mientras que
2 pacientes (2%) recibieron ambas.

Entre estos 130 pacientes, 35 (26,0%) pacientes tuvieron una progresion sistémico y 28 (21,5%) pacientes
murieron por el cancer de préstata. El IA c-myc estaba asociado de forma significativa con una mayor probabilidad de
progresion sistémica (p=0,024) y una menor probabilidad de supervivencia global (p=0,039). Las supervivencias sin
progresion de diez afos para los grupos con c-myc normal, la ganancia 8cen y ganancia c-myc, y el 1A c-myc fueron
80,6%, 71,3%, y 57,5%, respectivamente (figura 4A). De forma similar, las supervivencias especificas de causa de diez
afos para los grupos con c-myc normal, ganancia 8cen y ganancia c-myc, e IA c-myc fueron 87,6%, 83,3%, y 63,7%,
respectivamente (figura 4B).

Para evaluar una influencia de la pérdida de 8p frente a la prognosis o prondstico del paciente, se compararon
los datos prondsticos entre 8p normal, pérdida 8p, y ganancia 8p. Las alteraciones en 8p no estaban asociadas ni con la
progresion sistémica (p=0,63) ni con la muerte del paciente (p=0,14). La supervivencia sin progresion de diez afios para
los grupos con 8p normal, pérdida 8p, y ganancia 8p fueron 77,1%, 72,9% y 69,7%, respectivamente. Por otra parte, las
supervivencias especificas de causa de diez afios para los grupos con 8p normal, pérdida 8p, y ganancia 8p fueron
90,3%, 76,4%, y 94,1%, respectivamente.

Teniendo en cuenta el modelo de alteraciones, se compararon los resultados prondsticos entre tumores con
cambios genéticos combinados para loci de 8p-8cen-c-myc. La supervivencia sin progresion de diez afios para los
grupos dominantes de modelos Normal-Normal-Normal, Pérdida-Normal-Normal, Pérdida-Ganancia-Ganancia y
Pérdida-Ganancia-IA fueron 78,2%, 82,3%, 78,4%, y 30,0%, respectivamente (figura 5A). La supervivencia especifica
de causa de diez afios para los grupos dominantes de modelos Normal-Normal-Normal, Pérdida-Normal-Normal,
Pérdida-Ganancia-Ganancia, y Pérdida-Ganancia-IA fueron 89,3%, 85,7%, 82,0%, y 40,0%, respectivamente (figura
5B). Los pacientes con un modelo Pérdida-Ganancia-lA tenian de forma significativa peor supervivencia sin progresion
(p=0,0002) y supervivencia especifica de causa (p=0,008) que los pacientes con otros modelos.

Los andlisis multivariantes demostraron que el modelo Pérdida-Ganancia-IA era una prediccion significativa
para la progresion sistémico y la supervivencia global, con relaciones de riesgo de 4,18 (intervalo de confidencia de
95%, 1,69-10,30; p=0,0019) y 2,97 (95% CI, 1,12-7,89; p=0,029), respectivamente. El modelo Pérdida-Ganancia-IA era
independiente de la escala de Gleason, la invasion de la vesicula seminal, el estado de los margenes quirurgicos y de la
terapia adyuvante post-operativa en la prediccién de la progresion sistémica y la supervivencia global (TABLAS 4A y 4B,
Modelo 1).

El analisis de ploidia de ADN de FCM estandar fue posible para 119 pacientes; tumores 42 (35%) diploides, 62
(52%) tetraploides, y 15 (13%) aneuploides. Cuando estos FCMs de modelo de ploidia se incluyeron en los analisis
multivariantes, el modelo Pérdida-Ganancia-lA todavia tenia las relaciones del riesgo mas altas de 5,53 (95% CI, 2,020J
15,12; p=0,0009) y 3,50 (95% CI, 1:20-10-19; p=0,021) para progresién sistémica y supervivencia especifica de causa,
respectivamente. El grupo de pacientes con el modelo de aneuploidia FCM tenian relaciones de riesgo de 2,51 (p=0,67)
y 3,01 (p=0,037) para progresion sistémica y supervivencia especifica de causa, respectivamente (TABLAS 4A y 4B,
Modelo 2).

TABLA 4A
progresion sistémica
Modelo 1 Modelo 2
Variable Relacion de 95% ClI Valor de p Relacion de 95% CI Valor de p

riesgo riesgo
Pérdidal ] 4,18 1,69-10,30 0,0019 5,53 2,02-15,12 0,0009
Ganancia-IA®
Escala de 1,01 0,75-1,36 0,95 0,94 0,67-1,32 0,73
Gleason por
unidad de
incremento
Invasion de la 2,34 1,07-5,11 0,033 2,32 0,96-5,61 0,062
vesicula
seminal
Estado de 1,27 0,53-3,02 0,59 1,19 0,45-3,19 0,72
Margenes

11
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Positivo

Uso de terapias 0,42 0,17-1,02 0,054 0,44 0,17-1,17 0,10
adyuvantes

Modelo ploidia - - -- 2,51 0,94-6,71 0,067
FCM
aneuploide

Numero de 130 119
pacientes

Ndmero de 35 30
acontecimientos

@ Pérdida-Ganancia-IA (n = 10) versus cualquier otro modelo de combinacion.

TABLA 4B
Supervivencia global
Modelo 1 Modelo 2
Variable Relacion de 95% ClI valor de p Relacion de 95% ClI valor de p
riesgo riesgo
Pérdidal | 2,97 1,12-7,89 0,029 3,50 1,20-10,19 0,021
Ganancia-IA®
Escala de 1,14 0,81-1,60 0,44 0,96 0,64-1,43 0,82
Gleason
Invasion de la 1,64 0,70-3,85 0,26 1,29 0,51-3,25 0,59
vesicula
seminal
Estado de 0,80 0,29-2,21 0,67 0,59 0,18-1,91 0,38
Margenes
Positivo
Uso de terapias 0,87 0,34-2,27 0,78 0,97 0,35-2,70 0,95
adyuvantes
Modelo ploidia - - -- 3,01 1,07-8,49 0,037
FCM
aneuploide
Numero de 130 119
pacientes
Numero de 28 24
acontecimientos

@ Pérdida-Ganancia-IA (n = 10) versus cualquier otro modelo de combinacion.

Los tumores pueden ser mas proclives a tener pérdida de 8p porque la frecuencia del modelo Pérdida-Normal-
Normal (22,9%) era mas alta que la del modelo Ganancia-Ganancia-Ganancia (10,4%) (flecha ancha) en la figura 1. A
continuacion, la ganancia del cromosoma 8 (23,6%) lo mas posible es que siga a la pérdida de 8p, dando como
resultado un modelo Pérdida-Ganancia-Ganancia. Finalmente, los tumores logran el modelo Pérdida-Ganancia-IA,
cuando adquieren IA c-myc. En la ruta paralela (flecha estrecha de la figura 1), los tumores que inicialmente ganaban el
cromosoma 8 también lograban el modelo Pérdida-Ganancia-lA cuando adquirian la pérdida de 8p y IA de c-myc.

De otras combinaciones que consistian en un pequefio numero de pacientes (véase la TABLA 2), dos con
modelo Pérdida-Pérdida-Normal podian ponerse en la ruta principal como una variante de la pérdida de 8p, mientras
que otras combinaciones con |IA de c-myc pueden no ajustarse a estas rutas.

12
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Debe entenderse que aunque la invencion se ha descrito junto con su descripcion detallada, la anterior
descripcion pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que se define por el alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la prognosis o pronéstico del cancer de prdstata en un sujeto, comprendiendo
dicho método:

(a) determinar en una muestra bioldgica de un sujeto la pérdida, la ganancia o el cambio en el nimero de copia
del locus 8p21-22 del cromosoma 8, cromosoma 8, y el gen c-myc del cromosoma 8; y

(b) correlacionar la pérdida, la ganancia o el cambio en el nUmero de copia con la prognosis o pronoéstico del
cancer de préstata para el sujeto.

2. El método de reivindicacion 1, en el que dicho método comprende:

(a) determinar un modelo de hibridaciéon de un conjunto de sondas cromosdémicas al acido nucleico de una
muestra biolégica de dicho sujeto, en el que dicho conjunto comprende una sonda al locus 8p21-22 del
cromosoma 8, una sonda al centrémero del cromosoma 8, y una sonda al gen c-myc sobre el cromosoma 8; y

(b) correlacionar dicho modelo de hibridacién con la prognosis o pronodstico del cancer de préstata para dicho
sujeto.

3. El método de reivindicacién 1 6 2, en el que dicha muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste de
resecciones de tejido de prostata, biopsias de tejido de prostata, lavados de orina y vejiga.

4. El método de reivindicacion 3, en el que dicha muestra bioldgica es una biopsia de tejido de prostata.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que dicha prognosis o prondstico se determina
que es pobre cuando dicho modelo de hibridacion indica la pérdida del locus 8p21-22, la ganancia del cromosoma 8, y
el incremento adicional del nUmero de copia de c-myc respecto al numero de copia del centrémero.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que determinar dicho modelo de hibridacion
comprende hibridar dicho conjunto de sondas cromosdmicas al acido nucleico de dicha muestra bioldgica, y detectar la
presencia o0 ausencia de la sonda hibridada.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que dichas sondas se marcan.
8. El método de reivindicacion 7, en el que dichas sondas se marcan con fluorescencia.

9. Un kit para determinar la prognosis o prondstico del cancer de prostata en un sujeto, comprendiendo dicho
kit un conjunto de sondas cromosodmicas, en el que dicho conjunto comprende una sonda al locus 8p21-22 del
cromosoma 8, una sonda al centrémero del cromosoma 8, y una sonda al gen c-myc sobre el cromosoma 8.

10. El kit de la reivindicacion 9, en el que las sondas estan marcadas.

11. El kit de la reivindicacion 10, en el que dichas sondas se marcan con fluorescencia.

14
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