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DESCRIPCION

Método para la utilizacion de mapas de densidad basados en valores de marcadores, en el diagnéstico de pacientes
con enfermedades, particularmente tumores.

La presente invencion hace referencia a un método para la utilizacion de mapas de densidad basados en valores de
marcadores tumorales, otras sustancias indicadoras y valores indicadores en el diagnostico de pacientes con una
enfermedad tumoral, particularmente el carcinoma de prostata. La presente invencion hace referencia en particular a
la aplicacion de un método matematico, con cuya ayuda mediante pares de valores de marcadores tumorales, se
puede asociar a un paciente un riesgo de presentar un tumor.

El objeto de la presente invencion consiste en asociar al paciente el riesgo de un tumor, particularmente un
carcinoma de proOstata, expresado mediante el valor positivo previsto para una situacién de aplicacion clinica
especifica, en base a valores de marcadores tumorales medidos para el paciente, o bien en base a otras sustancias
o valores indicadores, mediante un mapa de densidad.

Hasta el momento, el estado del arte de acuerdo con el diagnéstico de tumores, particularmente el carcinoma de
prostata, se realiza mediante marcadores tumorales y otras sustancias indicadoras y valores indicadores, de la
siguiente manera:

a) se mide una sustancia indicadora, en donde el nivel de la sustancia indicadora se correlaciona con la existencia
de una enfermedad tumoral. Con la ayuda de un valor de corte determinado en una poblacion de estudio, se asocia
al paciente el grupo maligno o benigno, segln la posicién del valor de medicién, ya sea superior o inferior a dicho
valor de corte.

b) se miden una pluralidad de sustancias indicadoras, o bien de valores indicadores, y mediante un arbol de decision
se obtienen una pluralidad de decisiones en correspondencia con a), o se combinan mediante métodos matematicos
(por ejemplo, logica difusa, EP 0922266 B1), y con la ayuda de un valor de corte artificial (por ejemplo, entre 0 y 1)
se asocia malignidad e histologia.

¢) se miden dos sustancias indicadoras, o0 bien valores de marcadores tumorales, y a partir de dichas sustancias o
valores se conforma un ratio. El ratio se correlaciona en gran medida como un marcador tumoral, sélo ante la
existencia de una enfermedad tumoral. Con la ayuda de un valor de corte para dicho ratio, determinado en una
poblacion de estudio, se obtiene nuevamente una decision en el sentido de a).

d) ademas de las sustancias indicadoras, o bien de los marcadores tumorales, se incluyen parametros (como por
ejemplo, la edad) que influyen ya sea en el cuadro clinico o en las propiedades de medicion de las sustancias
indicadoras,

e) se utilizan métodos de calculo complejos (por ejemplo, redes neuronales), en los cuales se incluyen valores de
marcadores tumorales, sustancias indicadoras, asi como valores indicadores, para mejorar la sensibilidad y/o la
especificidad de los diagndsticos.

Las patentes US2003/0233197-A1 y W0O02/095650-A2 revelan métodos para el andlisis de datos de expresién de
genes, mediante un analisis estadistico bayesiano para la extraccién de informacion clinica relevante.

Las invenciones hasta el momento en relacion con el carcinoma de prdéstata, describen generalmente la medicién de
valores de marcadores tumorales, y simultdneamente la aplicacién de valores, asi como sus ratios (razén) para el
diagndstico:

En este caso se menciona como ejemplo la patente US PS 5,501,983 para los ratios de PSA libre (fPSA) y PSA
complejo (cPSA).

Las soluciones utilizadas de acuerdo con el estado del arte, se caracterizan porque en general existe un area de
superposicidn de pacientes enfermos con un tumor y pacientes sanos, en relaciéon con los marcadores tumorales
anteriormente mencionados, las sustancias indicadoras y valores indicadores, o bien las magnitudes calculadas.
Una solucion resulta mejor, en tanto que el area de superposicion se divida de una manera mas ventajosa.

Todos los métodos conocidos hasta el momento, que utilizan una pluralidad de marcadores tumorales, no dividen de
una manera oOptima el area de superposicion. Ademas, el area de superposicién se representa, generalmente, de
una manera insuficiente (por ejemplo, en forma de diagramas de dispersién), o no se describen en absoluto. En el
presente caso, por ejemplo, una modelizacion matematica, se puede representar una relacion con el diagnoéstico
clinico s6lo en el sentido de una asercidon de probabilidad que se puede aplicar directamente a la situacion del
paciente.
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La aplicacién de métodos complejos (por ejemplo, redes neuronales) logra resultados mejorados, sin embargo, se
encuentran demasiado sujetos a los datos individuales.

De esta manera, todas las soluciones que se basan en una pluralidad de marcadores, sustancias indicadoras y
valores indicadores, presentan la desventaja de que describen de una manera inadecuada el riesgo de presentar un
tumor. Las soluciones presentan como resultado ya sea un valor de medicion o un valor derivado que se asocian
con el riesgo de presentar un tumor (correlacién) que, sin embargo, no describen el riesgo directamente en el
sentido del valor positivo previsto.

Conforme a la presente invencion, el objeto se resuelve mediante el hecho de que para las siguientes etapas del
método, se utilizan sustancias indicadoras producidas segun su clase por células tumorales, generadas en otras
células corporales mediante el tumor, y transformadas mediante el tumor en sustancias no especificas del tumor en
su concentracion, que se han determinado a partir de un analisis directo de la sustancia, y porque

(2) los valores de medicion de las sustancias indicadoras se registran, de acuerdo con su nimero, en un diagrama
de dispersion de 2 o méas dimensiones, y

(3) mediante blogues de datos almacenados y significativos en relacion con el diagndstico, y procesados con la
ayuda del método matematico Kernel para la estimacién de densidades, que en el diagrama de dispersion
mencionado logran un mapa de densidad, y se asocian a una densidad que

(4) corresponde a un riesgo de presentar un tumor, representado mediante el valor positivo previsto, en una
situacion especifica de aplicacion clinica (por ejemplo, situacion de prueba, diagndéstico clinico inicial, fase posterior
al tratamiento).

Resulta ventajoso cuando en el caso de las sustancias indicadoras para el diagnostico del carcinoma de prostata, se
trata de marcadores tumorales que son formas libres o combinadas, o fracciones moleculares del antigeno
especifico de la prostata (PSA). De esta manera, se realizan los mapas de densidad de dos dimensiones para la
formacion de pares cPSA - tPSA, fPSA - tPSA o cPSA - fPSA, explicitamente para el diagnostico del carcinoma de
préstata. Por otra parte, se pueden utilizar también como valores indicadores, magnitudes calculadas a partir de
sustancias indicadoras. De esta manera, las magnitudes fPSA/tPSA (cociente), cPSA/ tPSA (cociente) o tPSA-fPSA
(diferencia), se pueden utilizar como valores indicadores que se registran en un eje, en este caso junto con uno de
los parametros anteriormente mencionados, o en ambos ejes de un mapa de densidad de dos dimensiones.

La presente invencién se explica en detalle de acuerdo con tres ejemplos de ejecucion. Para cada ejemplo se
utilizan macromoléculas de la sangre o de otros fluidos corporales, como sustancias indicadoras producidas segin
su clase por células tumorales, generadas en otras células corporales mediante el tumor, y transformadas mediante
el tumor en sustancias no especificas del tumor en su concentracion. Los valores de medicion de las sustancias
indicadoras se determinan a partir de un analisis directo de la sustancia. Ademas, se incluyen valores indicadores
relacionados con el cuadro clinico (por ejemplo, modificaciones anatomicas) o las propiedades de medicién de los
marcadores tumorales o bien, de las sustancias indicadoras (por ejemplo, la edad). A continuacién, en los ejemplos
de ejecucion se describen las etapas restantes del método para la determinacién del prondéstico positivo.

La presente invencion se puede aplicar también para el diagnostico y el diagnéstico diferencial de otros tumores. Por
ejemplo, en el caso del diagnéstico del carcinoma bronquial, se utilizan los pares de marcadores tumorales CYFRA
21-1 y Pro-GRP, CYFRA 21-1 y NSE o Tripel, en donde se registra ademas CEA. Para el diagnéstico diferencial
entre el carcinoma bronquial que presenta células pequefias vs. el que no presenta células pequefas, se puede
utilizar un mapa de densidad que se basa también en los pares de marcadores tumorales CYFRA 21-1 y ProGRP, o
CYFRA 21-1 y NSE. Para el diagnéstico diferencial dentro de los tumores que no presentan células pequefias
(adenocarcinoma vs. carcinoma de células escamosas) se puede utilizar un mapa de densidad que se basa en los
pares de marcadores CYFRA 21-1y CEA, o SCCy CEA.

Ademas, la aplicacion de la presente invencion no se encuentra limitada para los tumores. Por ejemplo, los mapas
de densidad se pueden utilizar para el diagndstico o la evaluacion predictiva de procesos inflamatorios graves. En
este caso se utilizan, por ejemplo, parametros de laboratorio de inflamacion, como por ejemplo, CRP, IL-6 (u otros
marcadores de citocina). Como valor indicador adicional se puede utilizar un valor de puntuacién (por ejemplo, la
puntuacion APACHE), que resume el estado del paciente.

La aplicacion de los mapas de densidad se puede realizar tanto de forma manual (similar al nomograma) asi como
de manera asistida por ordenador.

Ejemplo de ejecucién 1



10

15

20

25

30

ES 2437570 T3

(1) Los valores de medicion de las sustancias indicadoras en el plasma sanguineo de una persona, se retnen de
acuerdo con la primera etapa del método. Como resultado se obtiene la siguiente lista de datos:

Tabla 1
Sustancia indicadora Valor de medicién
cPSA 3 yg/L
tPSA 4,2 ug/L

(2) En la segunda etapa del método se registran los valores de medicién en un diagrama de dispersion. El registro
se muestra en la figura 1.

(3) En dicha etapa del método, la posicién en el diagrama de dispersion se asocia a una densidad (observar la figura
2), con los bloques de datos almacenados y significativos en relacion con el diagndstico, y procesados con la ayuda
del método matematico Kernel para la estimacién de densidades, que en el diagrama de dispersién mencionado
logran un mapa de densidad. Dicha asociacion se puede realizar mediante una técnica de calculo o en forma de un
nomograma.

En este caso, el procesamiento matematico de los bloques de datos almacenados y significativos en relacion con el
diagnostico, se realiza de la siguiente manera:

a) Seleccion de la base de datos, y asociacion a una situacion de aplicacion clinica: datos de tPSA y cPSA de la
situacion de aplicacion "diagndstico clinico inicial ante la sospecha de la existencia de un carcinoma de prostata”.

b) Subdivision del rango de medicién en una trama (en este caso 20x20 intervalos).

c) Calculo de las densidades de Kernel Dgis de los casos (PCA) con carcinoma de prostata, y Dnongis de los casos
(nPCA) que no presentan carcinoma de prostata, para cada punto de trama, por ejemplo, segun Hardle 2003, en
donde se utiliza un Kernel Gaussiano, y se calcula el ancho de la linea de acuerdo con la “regla general” indicada en
la bibliografia citada. (Cita: Hardle W, Simar L: Analisis estadistico multivariable aplicado. Editorial Springer-Verlag,
Berlin Heidelberg 2003, pag. 25 y pag. siguientes).

d) Determinacion de los cocientes Dgis/(Ddis+Dnondis) para cada punto de trama.
e) Creacion del grafico con un programa de ordenador apropiado.
A los valores de medicion se asocia el rango de densidad de 0.5 - 0.6. (Figura 2)

(4) A dicho rango de densidad le corresponde un valor positivo previsto del 50-60% para el paciente de probabilidad
de presentar un carcinoma de préstata.

Ejemplo de ejecucién 2

(1) Los valores de medicion de las sustancias indicadoras en el plasma sanguineo de una persona, se retnen de
acuerdo con la primera etapa del método. Como resultado se obtiene la siguiente lista de datos:

Tabla 2
Sustancia indicadora Valor de medicién
tPSA 6.2 ug/l
fPSAtPSA % 16%

(2) En la segunda etapa del método se registran los valores de medicién en un diagrama de dispersion. El registro
se muestra en la figura 3.
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(3) En dicha etapa del método, la posicion en el diagrama de dispersion se asocia a una densidad (observar la figura
4), con los bloques de datos almacenados y significativos en relaciéon con el diagnéstico, y procesados con la ayuda
del método matematico Kernel para la estimacién de densidades, que en el diagrama de dispersién mencionado
logran un mapa de densidad. Dicha asociacion se puede realizar mediante una técnica de célculo o en forma de un
nomograma.

En este caso, el procesamiento matematico de los bloques de datos almacenados y significativos en relacion con el
diagnostico, se realiza de la siguiente manera:

a) Seleccion de la base de datos, y asociacion a una situacién de aplicacién clinica: datos de tPSA y fPSA/tPSA de
la situacion de aplicacion "diagnéstico inicial de carcinoma de préstata”.

b) Subdivision del rango de medicién en una trama (en este caso 20x20 intervalos).

c) Calculo de las densidades de Kernel Dgis de los casos PCA, y Dnongis de los casos nPCA, para cada punto de
trama, por ejemplo, segin Hardle 2003, en donde se utiliza un Kernel Gaussiano, y se calcula el ancho de la linea
de acuerdo con la “regla general” indicada en la bibliografia citada. (Cita: Hardle W, Simar L: Analisis estadistico
multivariable aplicado. Editorial Springer-Verlag, Berlin Heidelberg 2003, pag. 25 y pag. siguientes).

d) Determinacion de los cocientes Dgis/(Ddis+Dnondis) para cada punto de trama.
e) Creacion del gréafico con un programa de ordenador apropiado.
A los valores de medicidn se asocia el rango de densidad de 0.07-0.14.

(4) A dicho rango de densidad le corresponde un valor positivo previsto del 7% - 14 % para el paciente, de
probabilidad de presentar un carcinoma de préstata.

Ejemplo de ejecucion 3

(1) Los valores de medicién de las sustancias indicadoras en el plasma sanguineo de una persona, se reldnen de
acuerdo con la primera etapa del método. Como resultado se obtiene la siguiente lista de datos:

Tabla 3
Sustancia indicadora, valor | Valor de medicion
indicador
tPSA 3 ug/l
cPSA 4,2 ugll
Volumen de prostata 62 cm®

(2) En la segunda etapa del método se registran los valores de medicion en un diagrama de dispersion de tres
dimensiones. En el presente caso, el diagrama de dispersion de tres dimensiones se divide en una pluralidad de
capas (secciones) que se representan en cada caso como diagramas de dispersion de dos dimensiones (figura 5).

(3) En dicha etapa del método, la posicién en el diagrama de dispersion se asocia a una densidad (observar la figura
6), con los bloques de datos almacenados y significativos en relacion con el diagndstico, y procesados con la ayuda
del método matematico Kernel para la estimacién de densidades, que en el diagrama de dispersién mencionado
logran un mapa de densidad. Dicha asociacion se puede realizar mediante una técnica de célculo o en forma de un
nomograma.

En este caso, el procesamiento matematico de los bloques de datos almacenados y significativos en relacion con el
diagnostico, se realiza de la siguiente manera:

a) Seleccién de la base de datos, y asociacion a una situacién de aplicacion clinica: datos de tPSA y cPSA de la
situacion de aplicacion "diagndstico clinico inicial ante la sospecha de la existencia de un carcinoma de prostata”.
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b) Subdivision del rango de medicién en una trama (en este caso 20x20x3 intervalos).

¢) Calculo de las densidades de Kernel Dgis de los casos PCA, y Dnondis de los casos nPCA, para cada punto de
trama, por ejemplo, segin Hardle 2003, en donde se utiliza un Kernel Gaussiano, y se calcula el ancho de la linea
de acuerdo con la “regla general” indicada en la bibliografia citada. (Cita: Hardle W, Simar L: Analisis estadistico
multivariable aplicado. Editorial Springer-Verlag, Berlin Heidelberg 2003, pag. 25 y pag. siguientes).

d) Determinacion de los cocientes Dgis/(Ddis+Dnondis) para cada punto de trama.

e) Creacion del gréafico en tres dimensiones o de las capas del gréafico en dos dimensiones, con un programa de
ordenador apropiado.

A los valores de medicion se asocia en la capa de densidad >45 ccm correspondiente al volumen de prostata, el
rango de densidad de 0.18 - 0.27.

(4) A dicho rango de densidad le corresponde un valor positivo previsto del 18% - 27% para el paciente, de
probabilidad de presentar un carcinoma de prostata (en el caso de valores iguales de marcadores tumorales, resulta
notablemente menor que en el ejemplo de ejecucion 1).
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REIVINDICACIONES

1. Método para la asociacion especifica para el paciente, de un riesgo de presentar carcinoma de préstata, mediante
n sustancias indicadoras de fluidos corporales, caracterizado porque

a)nes>1,

b) los valores de medicion x; par del paciente de n sustancias indicadoras (i=1, ..,n), se registran en un sistema de
coordenadas de n dimensiones, de manera que se obtiene el punto (X, pat, X2, pats ---» Xn, pat),

¢) en el sistema de coordenadas dentro del espacio fijado por los rangos de valores de las sustancias indicadoras
individuales, se calculan curvas o areas que representan funciones g para la sustancia indicadora k en relacion con
las n-1 sustancias indicadoras restantes (1, ..., k-1, k+1, ..., n), y se caracterizan por ser curvas 0 areas que
presentan los mismos valores funcionales y de una funcién y = f(x1, x2, ..., xn), en donde la funcién y se obtiene a
partir de los cocientes de las areas de densidad calculadas mediante el método Kernel para la estimacion de
densidades para (i) pacientes enfermos, y a partir de (ii) la suma de pacientes enfermos y no enfermos de una
poblacién de estudio registrada en el sistema de coordenadas de n dimensiones,

d) a partir de la totalidad de curvas o areas calculadas, se selecciona un subgrupo con p curvas o areas,

e) al punto (x1, x2, ..., xn) se asigna un valor entre los valores funcionales representados mediante ambas curvas o
areas del subgrupo dispuestas a continuacién, y dicho valor asignado corresponde a un riesgo determinado de
presentar una enfermedad;

caracterizado porque se utilizan las sustancias indicadoras cPSA, tPSA o fPSA, u otras formas moleculares de
PSA (por ejemplo, BPSA, proPSA, intact-PSA, PSA-API, PSA-ACT, PSA-alpha-2M) o magnitudes calculadas a partir
de cualquier combinacion de dichas formas moleculares de PSA del suero sanguineo.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque el valor asignado en la etapa e), es el valor
medio entre los valores funcionales.

3. Método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 6 2, caracterizado porque la poblacion de estudio en la etapa c) se
trata de una poblacién que se utiliza convencionalmente para la determinacién de valores de corte para los valores
indicadores individuales para el diagnéstico de la enfermedad.

4. Método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque ademas se utilizan otros
métodos de suavizado, de ponderacion, asi como métodos para el control de valores extremos durante el calculo de
acuerdo con el método de Kernel para la estimacion de densidades en la etapa c).

5. Método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque en lugar de las sustancias
indicadoras, en una evaluaciéon similar se incluyen otros parametros relacionados especificamente con las
enfermedades tumorales, en donde, sin embargo, en el andlisis se incluye, al menos, una sustancia indicadora.
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Fig.1
Diagrama de dispersion cPSA - tPSA
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Fig3
Diagrama de dispersion fPSA/tPSA - tPSA
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Fig 5a

mapa de densidad (volumen < 30 ccm)
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mapa de densidad (volumen > 30 ccm, < 45 ccm)
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Fig 5c
mapa de densidad (volumen > =45 ccm)
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