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DESCRIPCION
Procedimientos vy kits para el pronéstico de cancer de mama

Campo técnico de la invencién

La presente invencion se refiere al campo del prondstico de una enfermedad proliferativa en una paciente. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a procedimientos para la identificacién del resultado probable de
cancer de mama en una paciente con cancer de mama. La invencion también se refiere a procedimientos para la
identificacion del resultado probable de cancer de mama en una paciente en base al estado de ERBB2 de la
paciente y los niveles de expresion de genes inmunes en el tejido tumoral de dicha paciente.

Antecedentes de la invencién

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte por cancer en mujeres en los paises occidentales.
Mas especificamente, el cancer de mama se cobra la vida de aproximadamente 40.000 mujeres y se diagnostica a
unas 200.000 mujeres cada afio, solo en los Estados Unidos. En las ultimas décadas, la terapia sistémica
complementaria ha provocado una notoria mejora en la supervivencia en cancer de mama precoz [2, 3]. Esta
experiencia clinica ha llevado a recomendaciones de consenso que ofrecen terapia sistémica complementaria a la
gran mayoria de las pacientes con cancer de mama [1]. Para tratar el cancer de mama se dispone de una diversas
opciones de tratamiento que pueden aplicarse ademas de la extirpacion quirdrgica del tumor que se realiza
comunmente y la posterior radiacion del lecho del tumor. El tratamiento endocrino, la quimioterapia y el tratamiento
con terapias dirigidas son tres estrategias principales y conceptualmente diferentes. Un requisito para el tratamiento
con agentes endocrinos es la expresion de receptores de hormonas en el tejido tumoral, ya sea estrogeno,
progesterona o ambas. Se encuentran disponibles muchos agentes endocrinos con distintos modos de accién y
diferencias en el resultado de la enfermedad cuando se evallian en grandes cohortes de pacientes. El tamoxifén es
uno de los farmacos endocrinos mas antiguos, que redujo significativamente el riesgo de la reaparicion del tumor.
Aparentemente, son aun mas efectivos los inhibidores de aromatasa, que pertenecen a una nueva clase de
farmacos endocrinos. En contraste con el Tamoxifén, que es un inhibidor competitivo de la unién del estrégeno, los
inhibidores de aromatasa bloquean la produccién de estrégeno y, de ese modo, logran reducir el estimulo del
crecimiento para las células tumorales con receptor de estrégeno positivo. Los ensayos clinicos recientes han
demostrado un mejor resultado de la enfermedad en las pacientes tratadas con estos agentes en comparacion con
las tratadas con Tamoxifén. No obstante, algunas pacientes todavia experimentan una recaida a pesar del
tratamiento endocrino y, en particular, estas pacientes podrian beneficiarse de farmacos terapéuticos adicionales. Se
ha demostrado que la quimioterapia con antraciclinas, taxanos y otros agentes es eficiente para reducir la recidiva
de la enfermedad en pacientes tanto con receptor de estrégeno positivo como con receptor de estrogeno negativo.
El estudio NSABP-20 comparé el Tamoxifén solo con el Tamoxifén mas la quimioterapia en pacientes con receptor
de estrégeno positivo sin afectacion ganglionar y mostré que el tratamiento combinado fue mas efectivo que el
Tamoxifén solo.

Un nuevo enfoque es el tratamiento de pacientes con cancer de mama con anticuerpos monoclonales dirigidos a
moléculas de la superficie celular asociadas con el tumor o a moléculas de la superficie celular en células
endoteliales de la vasculatura tumoral.

Recientemente, se ha demostrado que el anticuerpo monoclonal administrado sistémicamente Trastuzumab
(Herceptin; Genentech, South San Francisco, CA, Estados Unidos) dirigido al antigeno HER2 en la superficie de las
células tumorales reduce el riesgo de recidiva en pacientes con tumores con sobreexpresion de HER2. En la reunién
de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica de 2005 se presentaron dos informes que describian una reduccion
del 50% en el riesgo de recaida durante el tratamiento con Trastuzumab en pruebas que comprendian alrededor de
8.000 pacientes con cancer de mama. El antigeno HER2 se codifica mediante el gen ERBB2 que se ubica en el
cromosoma 17q12-g21. Varios estudios realizados en diversos laboratorios han demostrado que entre el 25% vy el
30% de todos los tumores malignos de mama y ovario muestran la amplificacion y sobreexpresion de este gen [4, 5].
La amplificacién del gen ERBB2 se encuentra en mas del 90% de los casos que tienen sobreexpresion de proteina
ERBB2 [6, 7], pero en una mama normal la expresion de ERBB2 se debe a una activacion transcripcional [8]. La
sobreexpresion de ERBB2 en mujeres con cancer de mama con afectacién ganglionar [4,5] y sin afectacién
ganglionar [9] se asocia con un mal prondstico, y varios estudios han encontrado una correlacién entre la
sobreexpresion de ERBB2 y un periodo libre de enfermedad mas corto y una supervivencia general mas corta [10,
11].

Si bien en la técnica se dispone de varios procedimientos para evaluar el estado de ERBB2 [12], los mas utilizados
son la inmunohistoquimica (IHC; para sobreexpresion de proteinas) y la hibridacién fluorescente in situ (FISH; para
la amplificacion de genes). Los informes de casos de falsos positivos de Herceptest llevaron a sugerir que los
Herceptests que proporcionan un puntaje 2+ también deberian estudiarse mediante FISH [13]. Tubbs y sus colegas
[14] solicitaron que la Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos (FDA) ordenara la retractacion
de los criterios aceptados previamente para la terapia con Trastuzumab, precisamente aquella con Herceptests que
proporcionan un puntaje 2+, salvo que esos casos también fueran confirmados mediante FISH.
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El ensayo de FISH aprobado por la FDA, PathVysion (Vysis, Inc., Downers Grove, IL, Estados Unidos), es un sistema
de sonda dual para la enumeracion simultanea del gen ERBB2 y la regiéon centromérica del cromosoma 17,
definiendo la amplificacion de ERBB2 como una relacion de copias del gen ERBB2 por centrémero del cromosoma
17 [15]. Otro ensayo de FISH aprobado por la FDA, INFORM (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, Estados
Unidos), define la amplificacion de ERBB2 como un numero absoluto medio de copia del gen ERBB2 de mas de
cuatro puntos por nucleo, sin correccion de centrémero 17. El FISH con la sonda PathVysion y el ensayo
inmunohistoquimico con Herceptest son altamente concordantes para los casos que muestran puntajes de IHC 3+ y
para casos negativos, si bien el grupo de IHC de puntaje 2+ incluye tumores ERBB2 amplificados y no amplificados,
mostrando una tasa de discordancia relativamente alta [16,17]. Los mecanismos para la expresion de ERBB2 en
tumores no amplificados puntuados 2+ mediante IHC no son claros y pueden implicar una mayor dosificacion de
genes mediante la polisomia del cromosoma 17 [18].

La administracion de Trastuzumab puede considerarse como un tipo de inmunoterapia pasiva. La inmunoterapia
activa, por ejemplo la vacunacion, no ha sido desarrollada con éxito debido, en parte, a la comprensién limitada del
impacto funcional del sistema inmune en el cancer de mama. Los estudios histoldgicos y de citometria de flujo han
documentado que los canceres de mama humanos son infiltrados por una poblaciéon heterogénea de células
inmunes, que consiste en diferentes proporciones de células T, células B, linfocitos citoliticos naturales y
macroéfagos. Aparentemente, el sistema inmune es capaz de responder al cancer de mama como se evidencia por la
activacion sistémica, regional e intratumoral de leucocitos y la presencia de leucocitos que infiltran los tumores de
mama ha sido asociada con un pronoéstico favorable en algunos estudios. Sin embargo, la importancia de prondstico
de infiltrados linfoides en el sitio del tumor y la importancia relativa de estos infiltrados como un indicador del estado
inmune del huésped sigue siendo controversial [14, 15, 16, 17]. Hasta ahora, para las pacientes individuales, no
existe una relacion predecible entre la composicion de leucocitos y el prondstico de la enfermedad.

Puesto que la terapia con Trastuzumab es costosa, la provision de este farmaco a todas las pacientes con cancer
de mama con sobreexpresion de ERBB2 resultaria en una enorme carga econoémica para el sistema sanitario. En
consecuencia, una prueba de diagndstico capaz de distinguir entre los tumores de mama con sobreexpresion de
ERBB2 con prondsticos buenos o malos podria ayudar a priorizar la urgencia del tratamiento con Trastuzumab.

Slamon et al. [9] mostraron que la amplificacion del gen ERBB2 esta asociada con un mayor riesgo de recaida y
muerte en las pacientes con cancer de mama en etapa inicial. Sin embargo, no se divulgd que el nivel de expresion
de anticuerpos puede utilizarse como marcador de prondstico en pacientes con cancer ERBB2 positivo (ERBB2(+)).

El documento WO05/001138 describe la identificacion de los patrones de expresion génica que pueden utilizarse
para predecir la supervivencia de las personas afectadas con cancer de mama y la probabilidad de recidiva del
cancer de mama, en particular en el subgrupo de pacientes de receptor de estrégeno (ER) positivo. Los
procedimientos divulgados en WO05/001138 utilizan el nivel de expresion de genes marcadores para el prondstico
del cancer de mama solamente en el subgrupo de pacientes de ER positivo. Sin embargo, no se divulga ni se
sugiere una categorizacion alternativa de las pacientes en un grupo “ERBB2 positivo” y “ERBB2 negativo”.

Disis et al. [18] encontraron que la sobreexpresion de proteina HER-2/neu se asocia con una enfermedad agresiva y
es un indicador independiente de un mal prondstico en varios subconjuntos de pacientes. Sin embargo, no se
divulga que el nivel de anticuerpos presentes en el tejido tumoral puede utilizarse como indicador para el resultado
de la enfermedad en un subconjunto de pacientes con cancer que tienen tumores ERBB2(+).

Aaltomaa et al. [15] investigaron el valor de prondstico de los infiltrados de linfocitos (LI) para la supervivencia sin
recidiva (RFS) y la supervivencia relacionada con el cancer de mama en pacientes con cancer de mama. Se mostro
que el valor de pronéstico de los LI podia mejorarse significativamente si las pacientes se clasificaban en grupos de
pacientes con tumores “de proliferacion "rapida" y “de proliferacion lenta”, respectivamente. Tanto la determinacion
de la velocidad de proliferacion como de la extensidon de la infiltracion de linfocitos son procedimientos
experimentales dificiles de realizar, que requieren gran experiencia del personal de laboratorio.

Por consiguiente, existe la necesidad en la técnica de proporcionar procedimientos para la identificacion de un
resultado probable de cancer de mama en una paciente que sean confiables y faciles de llevar a cabo de manera
experimental.

Sumario de la invencion

La presente invencién se basa en el hallazgo inesperado de que la clasificacion de las muestras de tejido de cancer
de mama de ERBB2(+) en grupos de “buenos” y “malos resultados” puede lograrse mediante la medicidn del nivel
de expresion de genes de inmunoglobulina o sus productos de proteinas en dichas muestras de tejido de cancer de
mama, por ejemplo, genes de anticuerpos de cadena pesada o liviana, preferiblemente del subtipo IgM o IgG. En
procedimientos de la invencién, el estado de ERBB2 se determina por procedimientos conocidos en la técnica, como
la inmunohistoquimica (IHC), la hibridacion fluorescente in situ (FISH), la hibridacién cromogénica in situ (CISH), el
analisis de expresién de ARNm o cualquier otro procedimiento apropiado. Pueden aplicarse técnicas experimentales
similares para determinar la abundancia relativa de los transcritos de ARNm de inmunoglobulina o sus productos de
proteinas en el tejido de cancer de mama. Si el tumor se clasifica como ERBB2(+), el prondstico de la paciente se
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deduce posteriormente de la abundancia relativa de al menos un anticuerpo o inmunoglobulina en el tejido o la
muestra del cancer de mama.

La presente invencion se relaciona, por lo tanto, con el procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para la
identificacion de un resultado probable de cancer de mama en una paciente con cancer de mama que comprende
las siguientes etapas: (a) determinar el estado de ERBB2 de un tumor de dicha paciente y (b) determinar en una
muestra de tejido de cancer de mama de dicha paciente el nivel de expresion de al menos una inmunoglobulina en
dicho tumor de dicha paciente al menos si dicho estado de ERBB2 de dicho tumor es positivo, en el que dicha
identificacion de un resultado probable se basa en dicho nivel de expresion si el estado de ERBB2 de dicho tumor es
positivo. Si se determina que el tumor es ERBB2(-), no se deducira la identificacion de un resultado probable del
nivel de expresion de dicha inmunoglobulina en dicho tumor.

El uso de kits y aparatos para llevar a cabo los procedimientos anteriores son aspectos adicionales de la invencién.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Esquema de clasificaciéon para el prondstico de tejidos de cancer de mama de acuerdo con los
procedimientos de la invencion.

Figura 2: Clasificacion de los tejidos de cancer de mama en una clase positiva o negativa de ERBB2 sobre la base
de las mediciones de expresion de ARN en la Cohorte I.

Figura 3: Curva de ROC para la determinacion del corte de ARN de inmunoglobulina en la Cohorte |.

Figura 4: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier para pacientes con cancer de mama ERBB2 positivo clasificadas
en el grupo de “buenos” o “malos resultados” en la Cohorte |.

Figura 5: Clasificacion de tejidos de cancer de mama en una clase de ERBB2 positivo o negativo sobre la base de
las mediciones de la expresién de ARN en la Cohorte |l.

Figura 6: Curva de Caracteristica del Operador del Receptor (ROC) para la determinacion del corte de ARN de
inmunoglobulina en la Cohorte II.

Figura 7: Relacién de singularidades de supervivencia libre de enfermedad a 60 meses (DFS) para la porcién de
ERBB?2 positivo de la Cohorte II.

Descripcion detallada de la invenciéon

“Tejido de cancer de mama”, de conformidad con la invencion, se refiere al tejido obtenido del cuerpo humano
mediante la reseccion o biopsia, que contiene células de cancer de mama. Este tejido puede originarse a partir de un
carcinoma in situ, un tumor primario invasivo, un tumor recurrente, ganglios linfaticos infiltrados mediante células
tumorales o una lesion metastasica. El significado de “tejido de cancer de mama” es independiente del “estado de
ERBB2”, dentro del significado de la invencion, se relaciona con la clasificacion del tejido de cancer de mama en una
clase ERBB2 positivo (ERBB2(+)) o ERBB2 negativo (ERBB2(-)) basado en la determinacion del nivel de expresion
del gen ERBB2 segun se mide por procedimientos como la inmunohistoquimica (IHC), la hibridacién fluorescente in
situ (FISH), la hibridacion cromosémica in situ (CISH), el genochip u otros procedimientos conocidos por la persona
entendida en la técnica. Dichos procedimientos se relacionan con la determinacién de la proteina ERBB2, ADN o
ARNm de un tejido de cancer de mama. La clasificacion inmunohistoquimica puede realizarse mediante el uso del
HercepTest™ (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). La lectura de los resultados de la reaccion
inmunohistoquimica de HER2 puede realizarse utilizando un sistema de puntuaciéon en el cual el grado de
amplificaciéon génica corresponde a la reaccion de tincién del HercepTest™. Como lo recomienda el fabricante de la
prueba, la tincién deberia estar solamente en la membrana y se evalla en una escala de 0 a 3+, dependiendo de la
intensidad de la tincion en mas del 10% de las células tumorales invasivas. Se ignora cualquier tincion
citoplasmatica. 3+ es positivo (fuerte), 2+ es positivo (débil) y 1+ asi como 0 es negativo. EL HercepTest™ se
encuentra disponible en el mercado y esta aprobado por la FDA para la prediccion de la sensibilidad al Trastuzumab,
al igual que las pruebas Pathway™ (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) e InSite™ (Biogenex, San Ramén, CA,
Estados Unidos). Como alternativa a la deteccion inmunohistoquimica de HER2, se puede utilizar una prueba FISH
para determinar en el nivel del gen si el ERBB2 se amplifica y el estado de ERBB2 es negativo o positivo de forma
correspondiente. Entre las pruebas FISH disponibles en el mercado se incluyen la prueba HER2 FISH de
PathVysion™ (Abbott- Vysis, Downers Grove, IL, Estados Unidos), la HER2 FISH de INFORM® (Ventana Medical
Systems) y la HER2 FISH de PharmDX™ (Dako-Cytomation). Otra posibilidad para la determinacion del estado de
ERBB?2 es el uso de PCR, en particular la PCR en tiempo real con cebadores y sondas especificos para el ADN de
ERBB?2, o alternativamente especificos para el ARNm que codifica el ERBB2.

“Inmunoglobulina”, de conformidad con la invencion, se refiere a polipéptidos o transcritos de ARNm codificados por
genes de inmunoglobulina. Las inmunoglobulinas pueden también ser partes o fragmentos de dichos polipéptidos o
transcritos de ARNm. Los genes de inmunoglobulina codifican las moléculas de anticuerpo que son las moléculas de
reconocimiento de antigenos producidas por las células B. Los transcritos de ARN de un gen de inmunoglobulina
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pueden ser moléculas que codifican cadenas pesadas o livianas de anticuerpos. Los transcritos de cadena liviana
pueden codificar la isoforma kappa o lambda de un anticuerpo, los transcritos de cadena pesada pueden codificar la
isoforma Y o y de un anticuerpo. Las regiones particularmente adecuadas para la deteccidon y cuantificacion de
transcritos de inmunoglobulina son las secuencias de acido nucleico que codifican los dominios constantes de
cadenas pesadas o livianas, respectivamente. En la Tabla 1 se presenta una lista no exclusiva de secuencias de
transcritos de inmunoglobulina ejemplares. La abundancia relativa de inmunoglobulinas en el tejido de cancer de
mama también puede determinarse midiendo la abundancia de péptidos codificados por genes de inmunoglobulina.
Se puede aplicar la inmunohistoquimica para este propésito, utilizando moléculas de anticuerpos especificas para
los transcritos de gen de inmunoglobulina como herramienta de deteccién. Las moléculas de anticuerpos
particularmente adecuadas son especificas para las regiones constantes de las cadenas pesadas o livianas de
inmunoglobulina.

“Abundancia relativa’, de conformidad con la invencién, define la relacion de la expresion total de una
inmunoglobulina particular en una muestra de tejido tumoral en comparacion con un valor umbral dado que es
especifico para la inmunoglobulina seleccionada y el procedimiento general, pero no para una muestra de tejido
tumoral especifica. Una expresién que es mas alta que el valor umbral dado se indicara como “alta expresién”,
mientras que una expresion que es mas baja que el umbral dado se indicara como “baja expresion”.

“Determinacion de un nivel de expresién” de un gen en un tejido, de conformidad con la invencion, se entendera
como cualquier determinacion de la cantidad de ARNm que codifica dicho gen, o una parte de dicho gen, en dicho
tejido; o cualquier determinacion de la cantidad del producto de la proteina codificado por dicho gen en dicho tejido.
Se conocen varios procedimientos en la técnica para determinar el nivel de expresion de un gen en un tejido. Estos
procedimientos comprenden, sin limitacién, procedimientos PCR, procedimientos PCR en tiempo real, experimentos
con genochip, inmunohistoquimica (IHC), hibridacion fluorescente in situ (FISH), hibridacién cromosémica in situ
(CISH) y otros procedimientos conocidos por la persona entendida en la técnica.

“Genochip” o “micromatriz”, de conformidad con la invencion, se entendera como cualquier tipo de material de
soporte solido que comprende diversas caracteristicas locales, cada una de las cuales comprende sondas de acido
nucleico inmovilizadas. Estas sondas de acido nucleico son capaces de unirse a acidos nucleicos libres en una
muestra, en la que dicha unién puede detectarse mediante procedimientos adecuados. Varias implementaciones
técnicas de genochips son conocidas por las personas entendidas en la técnica y se encuentran disponibles en el
mercado. Un ejemplo muy conocido de un genochip es el GeneChip™ de Affymetrix, Inc. (Santa Clara, CA). La
tecnologia de micromatriz o genochip permite la medicién del nivel de ARNm de estado estacionario de miles de
genes simultaneamente, presentando de ese modo una herramienta poderosa para identificar efectos como el inicio,
la detencién o la modulaciéon de la proliferacion celular descontrolada. Actualmente hay dos tecnologias de
micromatriz que son ampliamente utilizadas. La primera estd compuesta por matrices de ADNc y la segunda se
compone de matrices de oligonucledtidos. Si bien existen diferencias en la construccion de estos chips,
esencialmente todos los analisis de datos de fase posterior y de salida son los mismos. El producto de estos analisis
son, generalmente, mediciones de la intensidad de la sefal recibida de una sonda marcada utilizada para detectar
una secuencia de ADNc de la muestra que se hibrida con una secuencia de acido nucleico en una ubicacion
conocida en la micromatriz. Por lo general, la intensidad de la sefal es proporcional a la cantidad de ADNc vy, por lo
tanto el ARNm, expresado en las células de la muestra. Un gran nimero de dichas técnicas son conocidas por la
persona entendida en la técnica y son utiles en el contexto de la presente invencion.

“Clasificacion”, de conformidad con la invencion, denota el mapeo de una muestra desconocida a uno de al menos
dos grupos predefinidos. En el contexto de la invencidn, la clasificacion se lleva a cabo en base al nivel de expresién
de ciertas inmunoglobulinas o en base al nivel de expresion del gen ERBB2.

“Buenos resultados” y “malos resultados”, de conformidad con la invencién, se refieren a la clasificacion de las
pacientes con cancer de mama en al menos dos grupos diferentes de acuerdo con la probabilidad de que el cancer
de mama tenga un resultado favorable o desfavorable. Las pacientes en un grupo de “buenos resultados” con
frecuencia tendran, por ejemplo, mejor supervivencia general, menor posibilidad de aparicion de metastasis dentro
de los 60 meses, etc.

La presente divulgacion se refiere a procedimientos para la identificacion de un resultado probable de céncer de
mama en una paciente con cancer de mama que comprenden las siguientes etapas:

(a) determinar el estado de ERBB2 de un tumor de dicha paciente, y

(b) determinar el nivel de expresiéon de al menos una inmunoglobulina en dicho tumor de dicha paciente al
menos si dicho estado de ERBB2 de dicho tumor es positivo, en los que dicha identificaciéon de un resultado
probable se basa en dicho nivel de expresion si el estado de ERBB2 de dicho tumor es positivo. Se
entendera que la denominacién de las etapas del procedimiento como (a) y (b) no indicara que estas
etapas tengan que ser realizadas en una cierta secuencia. Por el contrario, las etapas (a) y (b) pueden
realizarse en cualquier orden cronoldgico o, preferiblemente, pueden realizarse al mismo tiempo, por
ejemplo, en paralelo, como en un genochip,
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basandose dicha identificacion de un resultado probable en dicho nivel de expresion solamente si el estado de
ERBB2 es positivo. Si se determina que el estado de ERBB2 en el tumor es negativo, el nivel de expresion de la
inmunoglobulina puede descartarse y/o se pueden utilizar otros procedimientos para la identificacion de un resultado
probable.

De acuerdo con otra realizacidon de la invencion, la etapa de determinar el estado de ERBB2 de dicho tumor es
anterior a la etapa de determinar el nivel de expresion de al menos una inmunoglobulina.

En realizaciones preferidas de la invencion, en la etapa (b) se determina el nivel de expresiéon de mas de una
inmunoglobulina. Esto puede mejorar la calidad estadistica y la fiabilidad del procedimiento de identificacion.

En procedimientos de la divulgacion, la identificacion de un resultado probable se relaciona preferiblemente con
(a) una determinacioén de la probabilidad de recidiva de un tumor en dicha paciente, y/o
(b) la prediccién de la supervivencia a largo plazo de dicha paciente, y/o

(c) la identificacién de un resultado probable de cancer de mama en una paciente con cancer de mama luego
de la cirugia, y/o

(d) el prondstico de cancer de mama.

En procedimientos de la invencion, la identificacion del resultado probable comprende una clasificacion de la
paciente en uno de al menos dos grupos, correspondiendo dichos dos grupos a un grupo de “buenos resultados” y
un grupo de “malos resultados”, respectivamente. Un grupo de “buenos resultados” también puede ser visto como un
grupo que tiene un “bajo riesgo” de recidiva de cancer y un grupo de “malos resultados” puede, del mismo modo,
considerarse como un grupo que tiene un “alto riesgo” de recidiva de cancer. Estas expresiones pueden utilizarse de
forma intercambiable.

En procedimientos de la invencion, la determinacion del estado de ERBB2 puede comprender una comparacion de
un nivel de expresion de ERBB2 con un valor de umbral predeterminado. Los tumores que tienen niveles de
expresion de ERBB2 con medidas por encima de dicho nivel de umbral pueden categorizarse como “ERBB2
positivos” y los tumores que tienen niveles de expresion de ERBB2 con medidas iguales a, o por debajo de, dicho
nivel de umbral pueden categorizarse como “ERBB2 negativos”. El nivel de umbral preferiblemente esta
predeterminado, es decir, se da un valor fijo a dicho valor de umbral antes de la evaluacién del nivel de expresion de
ERBB2. Dicho valor predeterminado puede obtenerse de experimentos previos o de la literatura.

En procedimientos preferidos de la invencion, dicho valor de umbral estd determinado de un modelo de mezcla
gaussiano de un histograma determinado de una cohorte adecuado de pacientes con cancer de mama, en el que el
histograma comprende los niveles de expresion de ERBB2 en tumores de dicha cohorte. En las Figs. 2 y 5 se
muestra un ejemplo de cémo lograr esto. Un histograma se construye utilizando los niveles de expresién de ERBB2
en tumores de pacientes con cancer de mama en una cohorte representativa de pacientes. El niumero relativo de
pacientes en “intervalos” del histograma se representa graficamente sobre el logaritmo natural del nivel de expresion
de ERBB2. Se utilizd6 un modelo de mezcla gaussiano (GMM) para separar los dos modos de distribucién bimodal.
Los parametros para las distintas distribuciones y el valor de umbral se estimaron con un algoritmo esperanza-
maximizacion (EM), que es muy conocido por la persona entendida en la técnica. El valor de umbral puede
obtenerse alternativamente utilizando otros procedimientos conocidos por el entendido en la técnica.

En realizaciones preferidas de la invencién, dicha determinacion de dicho nivel de expresion de al menos una
inmunoglobulina comprende la determinacion de la cantidad de ARNm que codifica dicha inmunoglobulina. Se
puede emplear cualquier procedimiento adecuado para la determinacién de un nivel de expresién conocido por el
entendido en la técnica.

En otras realizaciones preferidas de la invencion, dicha determinacién de dicho nivel de expresion de al menos una
inmunoglobulina comprende la determinacion de la cantidad de ARNm que codifica al menos una parte de dicha
inmunoglobulina.

En realizaciones preferidas adicionales de la invencion, el estado de ERBB2 se determina mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), o mediante PCR en tiempo real, o mediante inmunohistoquimica, o mediante
hibridacion fluorescente in situ (FISH), o mediante hibridacion cromosémica in situ (CISH) o en un genochip. Si se
desea, pueden emplearse varios de los procedimientos anteriores para la determinacion.

En otras realizaciones preferidas de la invencién, el nivel de expresion de dicha inmunoglobulina se determina
mediante PCR, o mediante PCR en tiempo real, o mediante inmunohistoquimica o en un genochip.

Especialmente se prefieren los procedimientos en los cuales el estado de ERBB2 y el nivel de expresion de dicha
inmunoglobulina se determinan al mismo tiempo, por ejemplo, en el mismo genochip. Esto ayuda a reducir trabajo y
costos.
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En una realizacion preferida de la invencion, un cancer se clasifica en el grupo de “malos resultados” si el nivel de
expresion de dicha al menos una inmunoglobulina esta por debajo de un nivel de umbral predeterminado.

En otros procedimientos preferidos, un cancer se clasifica en el grupo de “malos resultados” si el valor combinado de
los niveles de expresion (o el nivel de expresion medio) de al menos dos genes de inmunoglobulina esta por debajo
de un nivel de umbral predeterminado.

En procedimientos preferidos de la invencidn, la inmunoglobulina es un anticuerpo.

En realizaciones preferidas adicionales de la invencion, dicha inmunoglobulina se selecciona del grupo que consiste
en IGH@, IGHG1, IGHG4, IGHM, IGHD, IGHG3, IGJ, IGKC, IGLC2, IGLV@, IGLJ3, IGSF2, IGSF3, IGSF4B e IGSF4C,
mas preferiblemente del grupo que consiste en IGCK, IGHG1 e IGH@.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de un kit que comprende

(a) medios para la determinacion del estado de ERBB2 de una paciente con cancer de mama a partir de una
muestra de tumor de dicha paciente,

(b) medios para la determinacion del nivel de expresién de al menos una inmunoglobulina en una muestra de
tumor de dicha paciente, y

(c) material impreso o un portador de datos que comprenden instrucciones para realizar un procedimiento de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-13.

Dichos kits pueden utilizarse para realizar los procedimientos de la invencion mencionados anteriormente.
Preferiblemente, dichos medios para la determinacién del estado de ERBB2 y dichos medios para la determinacion
del nivel de expresion de al menos una inmunoglobulina son los mismos. Dichos medios pueden comprender, por
ejemplo, un genochip.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de un aparato para la identificacion de un probable resultado de cancer
de mama en una paciente con cancer de mama, comprendiendo dicho dispositivo

(a) medios para la determinacion del estado de ERBB2 de una paciente con cancer de mama a partir de una
muestra de tumor de dicha paciente,

(b) medios para la determinacién del nivel de expresién de al menos una inmunoglobulina en una muestra de
tumor de dicha paciente, y

(c) medios informaticos capaces de identificar dicho resultado probable, en los que dicha identificacion se basa
en el nivel de expresion de dicha al menos una inmunoglobulina si dicho estado de ERBB2 es positivo.

Los medios informaticos se conectan preferiblemente con los medios para la determinacién del estado de ERBB2 y
con los medios para la determinacion del nivel de expresiéon de al menos una inmunoglobulina mediante medios de
transmisién de sefal, de modo que el resultado de las respectivas determinaciones esté disponible facilmente para
los medios informaticos para la identificacion de dicho resultado probable de dicho cancer de mama.

En procedimientos preferidos de la invencion, la determinacién del estado de ERBB2 del tumor y la determinacion
del nivel de expresion de la al menos una inmunoglobulina se realizan en muestras de dichas pacientes. Se prefiere
que estas muestras estén disponibles previamente.

Se prefiere que la determinacion del estado de ERBB2 del tumor y la determinacion del nivel de expresion de la al
menos una inmunoglobulina sean in vitro.

La identificacion de un resultado probable del cancer de mama estd determinada por separado a partir del
diagnostico de la enfermedad, por ejemplo luego de que el cancer de mama haya sido diagnosticado en dicha
paciente. En realizaciones preferidas de la invencion, la identificacién no implica el diagnéstico.

La invencion se ilustra adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1: Pronéstico del cancer de mama ERBB2 positivo — Cohorte |

Seleccion de la paciente y aislamiento de ARN a partir de secciones de tejido tumoral congeladas y medicién de la
expresion génica utilizando micromatrices HG-U133A de Affymetrix

Se tomaron las secciones congeladas para la histologia y la presencia del cancer de mama se confirmé en muestras
de 205 pacientes con céncer de mama. El contenido de células tumorales excedi6 el 30% en todos los casos y
estuvo por encima del 50% en la mayoria de los casos. Se molieron aproximadamente 50 mg de tejido tumoral de
mama congelado al instante en nitrogeno liquido. Se agregd la solucién amortiguadora RLT (QIAGEN, Hilden,
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Alemania) y se hizo girar el homogeneizado a través de una columna QlAshredder (QIAGEN, Hilden, Alemania). A partir del
eluido, se aislé el ARN total mediante el Kit RNeasy (QIAGEN, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. El rendimiento de ARN se determiné mediante la absorbancia de UV y la calidad de ARN se evalud
mediante analisis de integridad de la banda de ARN ribosémico en el Agilent Bioanalyzer (Palo Alto, CA, Estados
Unidos).

Comenzando con 5 g de ARN total se prepar6 ARNc marcado para las 205 muestras de tumor utilizando los kits de
Roche de acuerdo con las instrucciones del fabricante: Microarray cDNA Synthesis, Microarray RNA Target
Synthesis (T7) y Microarray Target Purification. Brevemente, la sintesis de la primera hebra de ADNc fue realizada
por un cebador oligo-dT enlazado a T7, seguida por la sintesis de la segunda hebra. El producto de ADNc de doble
hebra se purificd y luego se utilizd como plantilla para una reaccién de transcripcion in vitro (IVT) en presencia de
UTP biotinilado. Se hibridé el ARNc marcado con matrices HG-U133A (Santa Clara, CA, Estados Unidos) a 45° por
16 h en un horno de hibridacion a una rotacién constante (60 r.p.m.) y luego se lavé y se tifid con un conjugado de
estreptavidina-ficoeritrina utilizando la estacién de fluidos GeneChip. Las matrices se escanearon a 560 nm
utilizando el escaner GeneArray G2500A de Hewlett Packard. Las lecturas del escaneo cuantitativo se analizaron
utilizando la Microarray Analysis Suit 5.0 (MAS 5.0) de Affymetrix. En las configuraciones de analisis se eligi6 el
procedimiento de escala global que multiplicé las intensidades de sefial de salida de cada matriz hasta una
intensidad objetivo media de 500. Las imagenes de matriz fueron inspeccionadas visualmente para detectar defectos
y su calidad se controlé utilizando el software Refiner de GeneData. De forma rutinaria se obtuvieron mas del 50%
de llamadas presentes por chip como fue calculado mediante MAS 5.0.

Determinacion del estado de ERBB2 sobre la base de la medicion de ARNm

En las 205 muestras de esta cohorte se midieron los niveles de expresion génica. Como en el ejemplo anterior, se
utilizé un modelo de mezcla gaussiano en la expresién absoluta logaritmizada (natural) de ERBB2 (juego de sondas
ID 216836_s_at de Affymetrix) para separar los dos modos de la distribucién. De los 205 valores de expresion, se
encontré que un valor de umbral de 8,49 en una escala logaritmica (natural) (aproximadamente 4880 en una escala
lineal) era el mas probable.

Las muestras que exhibieron una expresion igual o superior a dicho valor se marcaron como “ERBB2 positivo”, las
muestras restantes se marcaron como “ERBB2 negativo”. De las 205 muestras, 24 muestras fueron ERBB2(+) y las
191 muestras que habian sido marcadas como ERBB2 negativo no se investigaron adicionalmente.

Clasificacion de muestras de cancer de mama ERBB2 positivas en grupos de “buenos resultados” y “malos
resultados”

Para las muestras de ERBB2(+), se midieron los perfiles de expresiéon de genes relacionados con el sistema inmune
mediante HG_U133A GeneChip™. Los genes medidos se listan en la Tabla 1, junto con un identificador Gnico para el

juego de sondas respectivo en el Affymetrix GeneChipTM-

Tabla 1:

ID del juego de sondas Simbolo del gen Nombre(s) del gen

214973 x_at IGHD delta constante pesada de inmunoglobulina

216892_at IGH@ sitio pesado de inmunoglobulina

216541_x_at IGHG1 gamma 1 constante pesada de inmunoglobulina
(marcador GIm)

212592 at IGJ polipéptido J de inmunoglobulina, proteina enlazante
para polipéptidos de inmunoglobulina alfa y mu

215621_s_at IGHD delta constante pesada de inmunoglobulina

211648 _at IGHM mu constante pesada de inmunoglobulina /// mu
constante pesada de inmunoglobulina

217198 _x_at IGH@ /11 sitio pesado de inmunoglobulina /// gamma 1 constante

IGHG1 pesada de inmunoglobulina (marcador GIm)

217442 at IGSF4B superfamilia de inmunoglobulina, miembro 4B

214677 _x_at IGLC2 constante 2 lambda de inmunoglobulina (marcador
Kern-Oz)

211640_x_at IGHGH1 gamma 1 constante pesada de inmunoglobulina

(marcador GIm) /// gamma 1 constante pesada de
inmunoglobulina (marcador GIim)

211634_x_at IGHM mu constante pesada de inmunoglobulina /// mu
constante pesada de inmunoglobulina

209374 s _at IGHM mu constante pesada de inmunoglobulina

215035 _at IGLC2 lambda 2 constante de inmunoglobulina (marcador

Kern-Oz) /// regién variable SAR de cadena liviana
lambda 6 amiloide
221651_x_at IGKC constante kappa de inmunoglobulina



221671_x_at
215121 _x_at

2H430_s_at
211647 _x_at
202421_at
222293_at

207167 _at
217369_at

211146_at
215721 _at

211798 x_at
216846_at

211644 _x_at

211881 x_at
217169_at

216535_at
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IGKC
IGLC2

IGHG1
IGHG1
IGSF3
IGSF4C
IGSF2
IGH@ ///
IGHG1 ///
IGHG4 ///

IGHM

IGKC
IGHG1

IGLJ3
IGLC2 //f

IGLV@ ///

IGLJ3

IGKC

IGLJ3
IGHG3

IGSF4B

constante kappa de inmunoglobulina

lambda 2 constante de inmunoglobulina (marcador
Kern-Oz)

gamma 1 constante pesada de inmunoglobulina
(marcador GIm)

gamma 1 constante pesada de inmunoglobulina
(marcador GIm) /// gamma 1 constante pesada de
inmunoglobulina (marcador GIm)

superfamilia de inmunoglobulina, miembro 3
superfamilia de inmunoglobulina, miembro 4C
superfamilia de inmunoglobulina, miembro 2

region V-D-J de ARNm de cadena pesada redispuesta
de IgM /// sitio pesado de inmunoglobulina

/Il gamma 1 constante pesada de inmunoglobulina
(marcador GIm) /// gamma 4 constante pesada de
inmunoglobulina (marcador G4m) /// VH3 de cadena
pesada de inmunoglobulina (H11)

/Il cadena mu Ig redispuesta (V6-1/Dxp4-DA5/JHED) ///
Similar a cadena M de inmunoglobulina /// sitio
trascrito, moderadamente similar a XP_234649.1
similar a region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina [Rattus norvegicus] // mu constante
pesada de inmunoglobulina

constante kappa de inmunoglobulina

gamma 1 constante pesada de inmunoglobulina
(marcador GIm)

lambda de inmunoglobulina de unién 3

region v de cadena liviana lambda de inmunoglobulina
(Humla203) /// sitio trascrito,

levemente similar a XP_213585.2 similar a cadena
liviana M de inmunoglobulina anti-idiotipo

[Rattus norvegicus] /// cadena liviana de lambda E51
de inmunoglobulina Anti-HIV-1gp120 /// constante 2
lambda de inmunoglobulina (marcador Kern-Oz) ///
ARNmM de cadena lambda de inmunoglobulina,
regiones VJ, hibridoma JB32 /// grupo variable lambda
de inmunoglobulina /// dominio variable de anticuerpo
de antigeno de superficie de hepatitis B/// regién
variable de cadena liviana de inmunoglobulina TASS
aislada /// lambda de inmunoglobulina de unién 3 ///
region V de cadena lambda Ig (VL-HUC)

HRV Fab 027-VL /// HRV Fab 027-VL /// Similar a
secuencia de ADNC BC012256 /// Similar a secuencia
de ADNC BC012256 /// region V de cadena kappa
redispuesta de inmunoglobulina del antivirus de la
rabia /// region V de cadena kappa redispuesta de
inmunoglobulina del antivirus de la rabia /// HRV Fab
026-VL /// HRV Fab 026-VL /// constante kappa de
inmunoglobulina /// constante kappa de
inmunoglobulina /// regién variable de cadena kappa de
anticuerpo monoclonal /// regién variable de cadena
kappa de anticuerpo monoclonal /// regién V de cadena
kappa Ig (VL-COL) /// regién V de cadena kappa Ig (VL-
COL)

lambda de inmunoglobulina de unién 3

region VDJ de IgM /// gamma 3 constante pesada de
inmunoglobulina (marcador G3m)

superfamilia de inmunoglobulina, miembro 4B

Un andlisis adicional se baso en el nivel de expresion de la cadena kappa de inmunoglobulina (IGKC; ID de juego de
sondas de Affymetrix 221671_x_at). De las 24 muestras de ERBB2(+), solo 21 pudieron utilizarse debido a que las 4
pacientes restantes tuvieron un seguimiento de menos de 60 meses, por lo que la informacién de metastasis a los

60 meses del seguimiento permaneci6 desconocida.

Para un valor de umbral elegido para la expresiéon de IGKC, las muestras que tenian un valor de expresion mas bajo
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con respecto a este umbral fueron marcadas como “IGKC bajo” y las que tenian valores de expresion mas altos se
marcaron como “IGKC alto”. Se asumié una especificidad de al menos un 90% (que, en este caso, permitié que
ningun caso sea clasificado erroneamente como “buenos resultados”) y se eligio el valor de umbral que permitié la
mayor sensibilidad (bajo la restriccion de especificidad del 90%).

En el caso de las 21 muestras de ERBB2(+), se determind que un valor de umbral era 14424 y se obtuvo una
sensibilidad maxima del 75% (con el grupo de “malos resultados” integrado por las muestras con una expresion de
IGKC menor a 14424 y el grupo de “buenos resultados” compuesto por las muestras con una expresion de IGKC
mayor a 14424). Dado que no se permitieron falsos negativos, no pudo computarse una relacion de probabilidades
de manera significativa porque su valor seria infinito. Las curvas Kaplan-Meier se presentan en la Figura 4.

El pronéstico general, por lo tanto, se realiza de la siguiente manera: primero se toman las medidas de ERBB2 e
IGKC. Si el valor de expresion de ERBB2 esta por encima de 4880, la muestra se marca como “ERBB2(+)”, de lo
contrario, se marca como "ERBB2(-)". Si el estado de ERBB2(+) es positivo, la expresion de IGKC se compara con
el valor de umbral de 14424. Las muestras que exhiben una expresién mas alta que este valor se consideran
“buenos resultados”, las muestras que exhiben un nivel de expresion igual o menor a 14424 se consideran “malos
resultados”.

Mientras que el andlisis anterior se basa en el gen IGKC, también pueden utilizarse para el analisis otros genes que
codifican inmunoglobulinas (por ejemplo, genes listados en la Tabla 1). La Tabla 2 proporciona el “area bajo la curva”
en los diagramas de Caracteristica del Operador (cf. Figura 3), la maxima sensibilidad a la especificidad del 90% y el
valor de corte correspondiente para las mediciones del nivel de expresion para los genes listados en la Tabla 1.
También se proporciona en la Tabla 2 la especificidad maxima a una sensibilidad del 90% y el corte correspondiente
para el nivel de expresién, como se determina en este ejemplo. Los genes que proporcionan una sensibilidad a una
especificidad del 90% o mayor al 0,3 se clasifican del 1 al 6, en donde un rango bajo indica una alta sensibilidad. Se
prefieren los genes que proporcionan una alta sensibilidad, es decir, en el rango 1-6. Como lo apreciara la persona
entendida en la técnica, en el analisis podran utilizarse mas de uno de dichos genes a la vez.

Tabla 2: Cohorte | (24 Muestras)

ID del juego Simbolo del gen Rango Areabajola  Sensibilidad Corte Sensibilidad  Corte

de sondas curva (AUC) ma’x.im.a gigien(]:ﬁ‘icidad
(specicad (oo
214973 x_at IGHD 1 0,820513 0,692308 312,9 0,222222 156,7
216892_at IGH@ 2 0,820513 0,538462 81,4 0,333333 16,6
216541 _x_at IGHGH1 4 0,820513 0,384615 92,3 0,555556 15,3
212592_at IGJ 3 0,803419 0,461538 1254,0 0,444444 2724
215621_s_at IGHD 3 0,786325 0,461538 47,3 0,444444 6,9
211648_at IGHM 3 0,709402 0,461538 28,6 0,222222 6,1
217198 x_at IGH@ /11 3 0,649573 0,461538 97,8 0,222222 19,7
IGHGH1
217442 _at IGSF4B 0,632479 0,153846 27,2 0,222222 52
214677_x_at IGLC2 0,726496 0,153846 24897,0 0,333333 5089,0
211640_x_at IGHGH1 4 0,863248 0,384615 130,9 0,555556 16,1
211634 _x_at IGHM 4 0,820513 0,384615 432,7 0,666667 75,2
209374_s_at IGHM 4 0,760684 0,384615 4354,0 0,111111 299,3
215035_at IGLC2 0,683761 0 65,0 0 4.1
221651_x_at IGKC 0,794872 0,153846 25414,0 0,555556 10630,0
221671_x_at IGKC 0,794872 0,153846 26122,0 0,555556 10704,0
215121_x_at IGLC2 0,760684 0,153846 32860,0 0,444444 4391,0
211430_s_at IGHG1 0,769231 0,230769 22246,0 0,444444 6221,0
211647_x_at IGHG1 6 0,752137 0,307692 93,2 0,111111 10,0
202421_at IGSF3 5 0,726496 0,333333 1009,0 0,230769 707,4
222293 at IGSF4C 5 0,717949 0,333333 80,0 0,153846 14,6
207167 _at IGSF2 6 0,803419 0,307692 128,8 0,555556 49,0
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Cont.
217369_at IGH@ /11 6 0,803415 )0,307692 4749 0,555556 213,5
IGHG1 ///
IGHG4 ///
IGHM
211146_at IGKC 6 0,615385 0,307692 8,6 0,222222 41
215721_at IGHG1 6 0,521368 0,307692 21,3 0 5,1
211798_x_at IGLJ3 0,726496 0,153846 2100,0 0,444444 190,7
216846_at IGLC2 /// 0,606838 0 115,8 0 9,4
IGLV@ /11
IGLJ3
211644 _x_at IGKC 0,820513 0,153846 5594,0 0,666667 4458
211881_x_at IGLJ3 0,717949 0,153846 1035,0 0,444444 188,7
217169_at IGHG3 0,649573 0,111111 57,1 0,153846 5,0
216535 _at IGSF4B 0,598291 0 159,4 0 27,9

Ejemplo 2: Prondstico de muestras de cancer de mama ERBB2 positivo — Cohorte Il

Seleccion de pacientes, aislamiento de ARN a partir de secciones de tejido tumoral congeladas y medicién de la
expresion génica utilizando micromatrices HG-U133A de Affymetrix

Las 286 muestras congeladas de tejido de cancer de mama se seleccionaron del banco de tumores del Centro
Médico Erasmus (Roéterdam, Paises Bajos) y se procesaron como se describié en Wang et al. (2005. Gene-
expression profiles to predict distant metastasis of lymph-node-negative primary breast cancer, Lancet 365: 671-
679). Brevemente, el ARN total se aisl6 a partir de 20-40 secciones de criostato de 30 um de espesor (50-100 mg)
con RNAzol B (Campro Scientific, Veenendaal, Paises Bajos). Los objetivos biotinilados se prepararon mediante
procedimientos publicados (Affymetrix, Santa Clara, CA, Estados Unidos) y se hibridaron con la micromatriz de
oligonucledtidos U133a GeneChip de Affymetrix. Las matrices se escanearon mediante protocolos convencionales de
Affymetrix. Cada juego de sondas se traté como un gen separado. Los valores de expresion se calcularon mediante
el uso del software de analisis MAS 5.0 GeneChip de Affymetrix. Se rechazaron los chips con una intensidad media
menor a 40 o una sefal de fondo de mas de 100. Para la normalizacién del chip, los juegos de sondas se escalaron
a una intensidad de objetivo de 600 y no se seleccionaron archivos de mascara de escala.

Determinacién del estado de ERBB2 sobre la base de la medicion de ARNm

Se tomaron datos de las 286 muestras de tejido. Se aplicd un modelo de mezcla gaussiano para el logaritmo de la
expresion absoluta de ERBB2 (ID de sonda de Affymetrix: 216836_s_at) para separar los dos modos de la
distribucion bimodal. De acuerdo con este modelo, un valor de umbral 6ptimo para los datos en consideraciéon era
una expresion de ERBB2 absoluta de aproximadamente 7254. Las muestras que exhibieron un nivel de expresion
de dicho gen particular que fue al menos tan alto como el umbral elegido fueron marcadas como “ERBB2 positivo”,
las muestras restantes se marcaron en consecuencia como “ERBB2 negativo”. De las 286 muestras proporcionadas,
se encontré que 51 estaban en el grupo ERBB2(+). Las 235 muestras restantes estaban en ERBB2(-), por lo que no
se consideraron adicionalmente.

Clasificacion de muestras de cancer de mama ERBB2 positivas en grupos de “buenos resultados” y “malos

resultados”

Para las muestras de ERBB2(+), se midieron los niveles de expresion de los genes listados en la Tabla 1.

Para cada uno de los genes, se definié un operador de clasificacion mediante el marcado de los genes con respecto
a su expresion relativa a un umbral elegido. EI umbral 6ptimo para cada gen se determiné sobre la base de una
caracteristica de operador derivada de elegir diferentes valores de umbral y computar la sensibilidad y especificidad
con respecto a la informacién de metastasis para cada muestra. Un ejemplo de IGKC (cadena kappa de
inmunoglobulina) se muestra en la Figura 6.

Se permitié una especificidad del 90% o mayor y se eligié el valor de umbral que proporciona la mejor sensibilidad.
En el caso de IGKC, la mejor sensibilidad fue de aproximadamente el 30%. Si bien este valor puede parecer bajo, la
estadistica total de casol/testigo proporcionada en la Figura 7 permite concluir que de hecho se tiene una relacién de
probabilidades del clasificador de 8,5 si identificamos BAJO (es decir el grupo que tiene una expresion de IGKC que
esta por debajo del valor de umbral de 37485,4) como un “grupo de malos resultados” y en consecuencia ALTO
como un grupo de “buenos resultados” (que contiene pacientes con una expresion de IGKC de mas de 37485,4).
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Por lo tanto, para el prondstico general se procederia de la siguiente manera: primero se toman las medidas de
ERBB2 e IGKC. Si el valor de expresion de ERBB2 esta por encima del valor de umbral de 7254, la muestra se
marca como “ERBB2(+)”, de lo contrario se la marca como "ERBB2(-)". Para las muestras positivas de ERBB2, la
expresion de IGKC se compara con el umbral de 37485,4. Las muestras que exhiben una expresion mas alta que
este valor se marcan como muestras de “buenos resultados” y las muestras con un nivel de expresion mas bajo que
37485,4 se marcan como de “malos resultados”.

Mientras que el analisis anterior se basa en el gen IGKC, para el andlisis también se pueden utilizar otros genes que
codifican inmunoglobulinas (por ejemplo, genes listados en la Tabla 1). La Tabla 3 proporciona el “area bajo la
curva” en los diagramas de Caracteristica del Operador, la maxima sensibilidad a la especificidad del 90% vy el valor
de corte correspondiente para las mediciones del nivel de expresion para los genes listados en la Tabla 1. También
se proporcionan en la Tabla 3 la maxima especificidad al 90% de sensibilidad y el corte correspondiente para el nivel
de expresion, como se determina en este ejemplo. Los genes que proporcionan una sensibilidad a una especificidad
del 90% o mayor a 0,3 se clasifican del 1 al 7, en donde un rango bajo indica una alta sensibilidad. En el contexto de
la invencion se prefieren los genes que proporcionan una alta sensibilidad, por ejemplo, en el rango 1-7.

IGCK, IGHG1 e IGH@ proporcionan una alta sensibilidad a una especificidad del 90% en los ejemplos 1y 2 (es
decir, cohortes | y Il). Por lo tanto, en los procedimientos de la invencién se prefieren estos genes.

Tabla 3: Cohorte Il (51 muestras)

ID del juego Simbolo del gen Rango Areabajola Sensibilidad Corte Sensibilidad  Corte
de sondas curva (AUC) maxima maxima
(especificidad (especificidad del
del 90%) 90%)
214973 _x_at IGHD 0,752525 0,242424 687,8 0,333333 94,6
216892_at IGH@ 0,641414 0,181818 304,9 0,277778 13,2
216541_x_at IGHG1 1 0,732323 0,484848 120,9 0,222222 15,0
212592_at IGJ 0,712121 0,242424 2773,6 0,444444 371,8
215621_s_at IGHD 0,60101 0,212121 74,7 0,166667 9,3
211648_at IGHM 0,540404 0,166667 72,9 0,060606 7,3
217198 _x_at IGH@ /I 6 0,624579 0,30303 170,3 0,166667 17,5
IGHG1
217442_at IGSF4B 2 0,737374 0,454545 17,5 0,166667 9,6
214677 _x_at IGLC2 3 0,759259 0,393939 37438,0 0,444444 9551,5
211640_x_at IGHG1 0,66835 0,212121 164,2 0,333333 13,1
211634 _x_at IGHM 0,646465 0,212121 4871 0,333333 26,1
209374 _s_at IGHM 0,685185 0,212121 7064,2 0,388889 618,2
215035_at IGLC2 4 0,671717 0,363636 23,1 0,166667 5,6
221651_x_at IGKC 5 0,777778 0,333333 37254, 1 0,444444 11564,1
221671_x_at IGKC 5 0,774411 0,333333 35208, 7 0,444444 10851,4
215121_x_at IGLC2 5 0,740741 0,333333 35894, 3 0,388889 3257,7
211430_s_at IGHG1 5 0,703704 0,333333 39837, 2 0,111111 796,2
211647 _x_at IGHG1 5 0,648148 0,333333 112,8 0,055556 12,5
202421_at IGSF3 0,587542 0222222 2285,0 0,333333 1205,7
222293 at IGSF4C 0,654882 0,151515 153,3 0,277778 24,6
207167_at IGSF2 0,550505 0,030303 195,4 0,111111 42,4
207369_at IGH@ /I 0,572391 0,121212 493,1 0,222222 142,4
IGHG1 ///
IGHG4 ///
IGHM
211146_at IGKC 7 0,680135 0,272727 15,7 0,111111 54
215721_at IGHG1 0,510101 0,166667 66,9 0,060606 8,8
211798_x_at IGLJ3 6 0,757576 0,30303 974,6 0,5 137,5
216846_at IGLC2 /// 6 0,700337 0,30303 32,2 0,166667 14,4
IGLV@ /1l
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(Cont.)
IGLJ3
211644 _x_at IGKC 7 0,744108 0,272727 2760,2 0,277778 65,6
211881_x_at IGLJ3 7 0,740741 0,272727 989,7 0,388889 159,3
217169_at IGHG3 7 0,739057 0,272727 69,2 0,222222 14,3
216535_at IGSF4B 7 0,617845 0,272727 191,5 0,222222 46,1
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la identificacion de un resultado probable de cancer de mama en una paciente con
cancer de mama que comprende las etapas de

(a) determinar el estado de ERBB2 de un tumor de dicha paciente, y

(b) determinar en una muestra de tejido de cancer de mama de dicha paciente el nivel de expresion de al
menos una inmunoglobulina en dicho tumor de dicha paciente al menos si dicho estado de ERBB2 de dicho
tumor es positivo,

en el que dicha identificacion de un resultado probable se basa en dicho nivel de expresion si el estado de ERBB2
de dicho tumor es positivo,

en el que la identificacion del resultado probable comprende una clasificacion de la paciente en uno de al menos dos
grupos, correspondiendo dichos dos grupos a un grupo de “buenos resultados” y un grupo de “malos resultados”,
respectivamente, y en el que un cancer se clasifica como perteneciente al grupo de “malos resultados” si el nivel de
expresion de dicha al menos una inmunoglobulina esta por debajo de un nivel de umbral predeterminado.

2. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el etapa de
determinar el estado de ERBB2 de dicho tumor es anterior a la etapa de determinar el nivel de expresion de al
menos una inmunoglobulina.

3. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que en la etapa (b) se
determina el nivel de expresién de mas de una inmunoglobulina.

4. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la identificacion del
resultado probable es

(a) una determinacion de la probabilidad de recidiva de un tumor en dicha paciente, y/o
(b) la prediccién de la supervivencia a largo plazo de dicha paciente, y/o

(c) luego de la cirugia, y/o es

(d) el prondstico de cancer de mama.

5. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la determinacion del
estado de ERBB2 comprende una comparacién de un nivel de expresion de ERBB2 con un valor de umbral
predeterminado.

6. El procedimiento de la reivindicaciéon 5, en el que dicho valor de umbral se determina a partir de un modelo de
mezcla gaussiano de un histograma determinado a partir de una cohorte adecuada de pacientes con cancer de
mama, en el que el histograma comprende los niveles de expresion de ERBB2 en tumores de dicha cohorte.

7. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha determinacion
de dicho nivel de expresion de al menos una inmunoglobulina comprende la determinacion de la cantidad de ARNm
que codifica dicha inmunoglobulina.

8. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicha determinacién de dicho nivel de expresion
de al menos una inmunoglobulina comprende la determinacion de la cantidad de ARNm que codifica al menos
partes de dicha inmunoglobulina.

9. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el estado de
ERBB2 se determina mediante PCR, o mediante PCR en tiempo real, o0 mediante inmunohistoquimica, o mediante
hibridacion fluorescente in situ (FISH), o mediante hibridacion cromosémica in situ (CISH) o en un genochip.

10. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el nivel de
expresion de dicha inmunoglobulina se determina mediante PCR, o PCR en tiempo real, o mediante
inmunohistoquimica o en un genochip.

11. Un procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el estado de ERBB2 y el nivel de
expresion de dicha inmunoglobulina se determinan en el mismo genochip.

12. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha
inmunoglobulina se selecciona del grupo que consiste en IGH@, IGHG1, IGHG4, IGHM, IGHD, IGHGS3, IGJ, IGKC,
IGLC2, IGLV@, IGLJ3, IGSF2, IGSF3, IGSF4B e IGSF4C.

13. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que la inmunoglobulina es IGCK o IGHG1 o IGH@.
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14. El uso de un kit para realizar el procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-13,
comprendiendo dicho kit

(a) medios para la determinacion del estado de ERBB2 de una paciente con cancer de mama a partir de una
muestra de tumor de dicha paciente,

(b) medios para la determinacion del nivel de expresién de al menos una inmunoglobulina en una muestra de
tumor de dicha paciente, y

(c) material impreso o un portador de datos que comprenden instrucciones para realizar un procedimiento de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-13.

15. El uso de un aparato para realizar el procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-13,
comprendiendo dicho aparato

(a) medios para la determinacion del estado de ERBB2 de una paciente con cancer de mama a partir de una
muestra de tumor de dicha paciente,

(b) medios para la determinacion del nivel de expresién de al menos una inmunoglobulina en una muestra de
tejido de cancer de mama de dicha paciente, y

(c) medios informaticos adaptados para la identificacién de dicho resultado probable, en donde dicha
identificacion se basa en el nivel de expresion de al menos una inmunoglobulina si dicho estado de ERBB2 es
positivo,

en el que la identificacion del resultado probable comprende una clasificacion de la paciente en uno de al menos dos
grupos, correspondiendo dichos dos grupos a un grupo de “buenos resultados” y un grupo de “malos resultados”,
respectivamente, y en el que un cancer se clasifica como perteneciente al grupo de “malos resultados” si el nivel de
expresion de dicha al menos una inmunoglobulina esta por debajo de un nivel de umbral predeterminado.
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Figura 1
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Modelo de mezcla gaussiano para ERBBZ: histograma de datos {azul), distribuciones unicas (verde) y mezcla (rojo)
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Caracteristica del operador para el gen IGKC (221671 x at)
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Figura 4
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Modelo de mezcla gaussiano para ERBB2: histograma de datos (azul), distribuciones anicas (verde) y mezcla (rojo)
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Caracteristica del cperador para el gen IGKC (221671 x at)
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