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DESCRIPCION
Métodos diagndsticos dirigidos a intervencion clinica
Solicitud de prioridad

Esta solicitud reivindica prioridad sobre la Solicitud de EE.UU. n°® 11/840.777, presentada el 17 de agosto de 2007 y
reivindica beneficio sobre la Patente de EE.UU. con n° de serie 60/903.038, presentada en 23 de febrero de 2007.

Antecedentes de la invencion

Los médicos emplean ensayos de escrutinio estandares para determinar el estado de salud actual de los pacientes y
para proporcionar informacién sobre los riesgos de un paciente de padecer una enfermedad o afeccion particular.
Los ensayos de escrutinio generalmente emplean un valor umbral por encima del cual un paciente es considerado
en el escrutinio como "positivo" para la enfermedad indicada, y por debajo del cual el paciente es considerado en el
escrutinio como "negativo" para la enfermedad indicada. Los umbrales de los ensayos de escrutinio generalmente se
eligen con el objetivo de maximizar el numero de pacientes que recibiran una intervencion adicional en forma de
monitorizacion diagnédstica o terapia. Sin embargo, todos los ensayos de escrutinio dan lugar a determinaciones de
falsos positivos y falsos negativos. Esto significa que hay una porcién de la poblaciéon de pacientes sometidos al
escrutinio que son considerados positivos y se les prescribe una intervencién adicional, los cuales, en realidad, son
negativos y no necesitan dicha intervencion adicional. También existen pacientes que son considerados negativos
en el escrutinio pero que en realidad son positivos y requieren una intervenciéon acelerada o mas significativa (es
decir, respecto a los cuidados estandar). En los ensayos de escrutinio estandar, los pacientes no pueden ser
ubicados de forma no ambigua en ninguna categoria clinica. Por tanto, siempre hay una poblacién de pacientes
(falsos negativos y falsos positivos) que estan destinados a un seguimiento impropio debido a la ambigiiedad
inherente al escrutinio.

Un area en la que esta ambigiliedad es particularmente significativa para los pacientes es la de monitorizacion de
recurrencia en cancer. Los pacientes de cancer que han sido tratados con éxito deben estar preocupados por si el
tumor volvera a aparecer o por si se desarrollara un tumor secundario como resultado de la quimioterapia y la
radiacion usada para erradicar el cancer original. Someter a dichos pacientes a un escrutinio para determinar la
recurrencia es importante, ya que muchos canceres recurrentes pueden ser tratados con una intervencion minima si
son cogidos suficientemente pronto. Por tanto, la mayoria de los supervivientes de cancer son monitorizados en
intervalos que dependen principalmente del tipo de cancer para que el fueron tratados originalmente y del tipo de
tratamiento original que recibieron. Los ensayos de escrutinio para cancer recurrente aplican los mismos criterios
estadisticos que el escrutinio para colesterol y otros ensayos comunes. Por tanto, existe un numero significativo de
pacientes cuyas puntuaciones en los ensayos son ambiguas debido a que estan en el limite, o cerca, de un rango de
muestras "normales”. Habitualmente, se requiere que dichos pacientes continien con el escrutinio y quizas incluso
que sean sometidos a una profilaxis que puede ser innecesaria pero que es prescrita segun los estandares de
cuidados prevalentes. Ademas, los pacientes que se encuentran en riesgo elevado de recurrencia a menudo no son
identificados como tales y, por tanto, no se les proporciona una vigilancia adicional que puede ser necesaria para
efectuar una deteccién temprana de la recurrencia. Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica para
proporcionar ensayos de escrutinio que eliminen tantos resultados ambiguos como sea posible, limitando de este
modo el nimero de pacientes que deben someterse a procedimientos innecesarios y optimizando la identificacion de
los pacientes que con seguridad se beneficiarian de una monitorizacién y/o intervencion continua.

Compendio de la invencion

La invencién proporciona métodos para determinar el estatus clinico de un paciente. En particular, la invencion
proporciona métodos para identificar la presencia, o la probabilidad, de un cancer o de recurrencia de cancer. En la
practica, los métodos de la invencién proporcionan la capacidad para realizar un escrutinio de pacientes en una de
tres categorias clinicas distintas. En base a la medicidon de biomarcadores clinicamente relevantes en una muestra
obtenida de un paciente, la invencion permite la identificacion inequivoca de pacientes que no estan en riesgo o que
no tienen el cancer relevante, la identificacion inequivoca de pacientes que tienen riesgo o que tienen el cancer; y la
identificacion de pacientes que deberian recibir el tratamiento de cuidados y/o la monitorizacién estandares. El uso
de la invencion maximiza el numero de pacientes que recibiran una intervencién o una monitorizacion aceleradas y
minimiza aquellos pacientes que recibiran un estandar de cuidados innecesario o una intervencién o monitorizacion
aceleradas.

Los métodos de la invencién son particularmente Utiles en la determinaciéon clinica de recurrencia de cancer. La
practica de la invencion permite la identificacion inequivoca de pacientes que no estan en riesgo de recurrencia de
cancer o que no tienen un cancer recurrente, y de aquellos que tienen un riesgo elevado de recurrencia o que tienen
cancer recurrente. Por tanto, la practica de la invencién permite a un médico estratificar pacientes de forma
diferencial con el objetivo de reducir o eliminar la monitorizacién/tratamiento de un grupo entero de pacientes. La
invencion también proporciona los medios para identificar a aquellos pacientes que requieran de monitorizacién y/o
intervencion. Los pacientes que no se ajusten a ninguna de dichas categorias reciben los cuidados estandar de
monitorizacion y/o intervencion. La practica de la invencion permite a un médico eliminar pacientes de una



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2530209 T3

intervencion diagnostica o terapéutica adicional que no estan en riesgo de cancer e incrementar la intervencion para
pacientes que tienen un riesgo elevado. Los métodos de la invenciéon pueden repetirse longitudinalmente a fin de
proporcionar una determinacion continua de la salud del paciente. En cada momento del ensayo, se ubica al
paciente en una de las tres categorias mencionadas anteriormente - los que no estan en riesgo actualmente, los que
tienen un riesgo elevado y los que estan entre medias.

Segun la invencion, se mide una cantidad de biomarcador en una muestra de un paciente y a continuacion se
compara con uno o mas niveles umbral del mismo biomarcador. En base a la comparacién del nivel de biomarcador
del paciente y los valores umbral, se asigna al paciente a uno de los tres grupos. El primer grupo consiste en
pacientes que tienen niveles de biomarcador que estan por debajo de un nivel umbral que se asocia de forma
inequivoca a no recurrencia de un cancer al cual estd asociado el biomarcador. El segundo grupo consiste en
pacientes que tienen niveles de biomarcador que se asocian de forma inequivoca a recurrencia del cancer. El grupo
final de pacientes presenta niveles de biomarcador que estan entre medias de los dos umbrales y por tanto son
sometidos a la incertidumbre estandar del ensayo de escrutinio en su diagnosis. Segun los métodos de la invencion,
los pacientes del primer grupo pueden recibir una intervencion terapéutica, profilactica, de monitorizacion actual
adicional en relacion a la enfermedad. El segundo grupo deberia recibir una mayor monitorizaciéon que el estandar
de cuidados; y el tercer grupo se propone para ser sometido al estandar de cuidados para monitorizacion de
recurrencia para la enfermedad en cuestion.

Por tanto, la invencion proporciona un modo de estratificar pacientes de tal modo que se proporcione una mejor
vigilancia a aquellos que lo necesiten, que se evite para los que no necesitan monitorizacién adicional en un
momento dado, y que se aplique el estandar de cuidados para el resto de pacientes. Ademas de proporcionar una
mayor certeza con respecto a porciones significativas de la poblacion, la invencion permite ahorrar costes y reducir
el riesgo de un diagndstico erréneo debido a las ambigliedades asociadas a los ensayos de escrutinio tipicos.

En otra realizacion que no forma parte de la invencion, se usa un unico umbral a fin de identificar un subconjunto de
pacientes que de forma inequivoca no tienen enfermedad recurrente. Por ejemplo, se obtiene un biomarcador
indicativo de enfermedad recurrente a partir del paciente. La cantidad de biomarcador en la muestra del paciente se
compara con un umbral por debajo del cual no se espera recurrencia. A continuacion, los pacientes son informados
de forma inequivoca de que, en ese momento, no necesitan una monitorizacion, terapia o escrutinio adicionales bajo
el estandar de cuidados normales para enfermedades recurrentes. Al resto de pacientes se les proporciona un
estandar de cuidados de escrutinio, monitorizacion y/o terapia. El procedimiento de seguimiento de monitorizacion
puede ser un procedimiento de obtencion de imagenes o un procedimiento invasivo. Los ejemplos de
procedimientos de imagen incluyen, aunque sin limitacion, escaner PET, IRM, escaner CT, ultrasonografia, estudio
Doppler, escaner nuclear y rayos-X. El procedimiento invasivo puede ser quirdrgico o médico. Los ejemplos de
procedimientos quirdrgicos incluyen, aunque sin limitacion, biopsia, reseccion, escision o aspiracion. Los ejemplos
de procedimientos médicos incluyen, aunque sin limitacion, cistoscopia, broncoscopia, laparoscopia, colonoscopia,
sigmoidoscopia, laringoscopia, angiografia o cateterizacion. Los procedimientos terapéuticos de seguimiento pueden
ser quimioterapia, cirugia, radiacion o terapia hormonal.

Los métodos de la invencion se pueden llevar a cabo con respecto a cualquier enfermedad, pero son especialmente
aplicable a enfermedades que tengan una tasa de recurrencia elevada, tal como el cancer. Los umbrales usados
para clasificar pacientes para un escrutinio o monitorizacion adicional se pueden obtener a partir de bibliografia, a
partir de indicaciones conocidas, o pueden derivarse empiricamente. El umbral particular elegido dependera del
biomarcador particular que esté siendo evaluado. Para determinados marcadores, se pueden establecer los
umbrales en base a datos conocidos de sensibilidad y especificidad. Por ejemplo, los escrutinios basados en
biomarcadores que usan unos valores de corte de alta especificidad (p.ej., 100%) para proporcionar un valor
predictivo altamente positivo (p.ej., 100% PPV) se pueden usar para determinar con certeza si un paciente (p.ej., un
paciente de cancer) necesita someterse a procedimientos diagnoésticos o terapéuticos adicionales. Los escrutinios
basados en biomarcadores que usan unos valores de corte de alta sensibilidad (p.ej., 95-100%) para proporcionar
un valor predictivo altamente negativo (p.ej., 95-100% NPV) se pueden usar para determinar con certeza si un
paciente (p.ej., un paciente de cancer) puede evitar someterse a procedimientos diagndsticos o terapéuticos
adicionales. En determinadas circunstancias, los resultados pueden incorporar otra informacioén relevante sobre el
paciente para ajustar mejor el diagnostico. La sensibilidad representa como de bien un ensayo identifica la
proporcion de positivos verdaderos para una enfermedad en el ensayo de escrutinio y se puede expresar como el
numero de positivos verdaderos divididos por la combinacion de positivos verdaderos y negativos falsos. La
especificidad representa la proporcion de casos negativos verdaderos en la poblaciéon y puede expresarse como el
numero de negativos verdaderos dividido por el nimero de negativos verdaderos mas el nimero de positivos falsos.

Los métodos de la invencion son Utiles para mejorar las caracteristicas de actuacion de los ensayos clinicos y los
algoritmos de escrutinio existentes. Por ejemplo, los ensayos de escrutinio estandares pueden transformarse para
generar resultados inequivocos con respecto a poblaciones de pacientes que o bien no requieren una monitorizacion
adicional o que requieren una mayor monitorizacion. Los métodos de la invenciéon son aplicables a cualquier
algoritmo de escrutinio clinico en el que existan umbrales que han sido, o que pueden ser, identificados como se
describe en la presente memoria a fin de categorizar a los pacientes en relaciéon a un biomarcador, o conjunto de
biomarcadores, asociados a una enfermedad particular. En el contexto de la invencion, son utiles multiples
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biomarcadores con el objetivo de proporcionar sensibilidad y especificidad adicionales a los valores umbral para
categorizar pacientes.

Debido a los principios implicados, la invencién es aplicable a la monitorizacién de la recurrencia de cualquier
enfermedad, tanto en poblaciones de pacientes sintomaticas como asintomaticas. Por ejemplo, la invencion se
puede aplicar a pacientes que previamente han padecido cancer, una enfermedad infecciosa, diabetes, enfermedad
neurolégica, enfermedad metabdlica, y otras. Los ejemplos de biomarcadores asociados con el cancer incluye la
matriz de metaloproteinasa (MMP), lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilo (NGAL), el complejo MMP/NGAL,
timosina B15, timosina 16, producto de gen de tipo colageno (CLG), prohibitina, glutationa-S-transferasa, beta-5-
tubulina, ubiquitina, tropomiosina, Cyr61, cistatina B, caperonina 10 y profilina. Los ejemplos de MMPs incluyen,
aunque sin limitacion, MMP-2, MMP-9, complejo MMP9/NGAL, complejo MMP/TIMP, complejo MMP/TIMP1,
ADAMTS-7 6 ADAM-12, entre otros. Asimismo, la muestra de paciente a partir de la cual se obtiene un biomarcador
es irrelevante para el funcionamiento de la invencion. Las fuentes de muestra preferidas incluyen sangre, suero,
esputo, heces, saliva, orina, fluido cerebroespinal, aspirado de pezon, y pus.

La invenciéon también puede usarse para monitorizar el progreso del tratamiento terapéutico. En ese contexto, se
obtiene un biomarcador indicativo de una enfermedad a partir de un paciente que es tratado para la enfermedad
asociada. La cantidad del biomarcador se compara con un umbral predeterminado por debajo del cual un paciente
puede identificarse inequivocamente como que no requiere una intervencion terapéutica adicional en ese momento.
En ofra realizacién, se puede aplicar un segundo umbral para identificar pacientes que tengan niveles del
biomarcador seleccionados que indiquen inequivocamente que la terapia deberia aumentarse y/o intensificarse. Los
pacientes entre ambos umbrales estan indicados para recibir una terapia de continuacién de cuidados estandar.

Los métodos de la invencidon pueden usarse en pacientes que se sabe que tienen una enfermedad, o pueden usarse
para realizar escrutinios de sujetos sanos de un modo periddico. Se puede someter a escrutinio a un sujeto
simultaneamente para una o mas enfermedades. El escrutinio se puede realizar de forma regular (p.ej.,
semanalmente, mensualmente, anualmente, o en otro intervalo de tiempo); o como un evento puntual. El resultado
del analisis puede usarse para alterar la frecuencia y/o el tipo de protocolos de escrutinio, diagnéstico y/o
tratamiento. Se pueden escrutar diferentes condiciones a diferentes intervalos de tiempo y en funcién de diferentes
factores de riesgo (p.ej., edad, peso, género, historial de fumador, historial familiar, riesgos genéticos, exposicion a
toxinas y/o carcinégenos, etc., o una combinacion de los mismos). El régimen particular de escrutinio que se use en
relacion a la invencién y los biomarcadores particulares que se seleccionen son determinados a discrecion del
médico o especialista.

Los valores de umbral para cualquier biomarcador particular y la enfermedad asociada son determinados en
referencia a bibliografia o a criterios de estandares de cuidados, o pueden determinarse empiricamente. En una
realizacion preferida de la invencion, los umbrales para uso en la invencién son determinados como los niveles de
un biomarcador particular usado en relacion con la invencion por debajo de los cuales existe aproximadamente un
100% de valor predictivo negativo. En otras palabras, no es de esperar que los pacientes con valores por debajo del
umbral tengan la enfermedad para la cual se esta llevando a cabo el escrutinio, y se puede determinar
inequivocamente que no necesitan una intervencion adicional en ese momento. En la realizacién de umbral dual, se
determina un segundo umbral que tiene aproximadamente un 100% de valor predictivo positivo. Los niveles de
biomarcador por encima de dicho umbral se asocian inequivocamente a la necesidad de una intervencién adicional.
Obviamente, en determinados estados de enfermedad, los valores predictivos negativos y positivos se invierten, de
tal modo que un nivel por debajo del umbral mas bajo indica la necesidad de monitorizacion adicional y un valor por
encima del umbral mas alto sefiala una determinacion inequivoca de que el paciente no necesita seguir siendo
monitorizado. Ademas, con determinados biomarcadores, los valores predictivos positivos y negativos no tienen que
ser del 100%, si no que pueden ser algo menores que eso dependiendo de otros factores, tales como el historial
genético del paciente o su predisposicion, la salud general, la presencia o la ausencia de otros marcadores de
enfermedades, etc. Aunque la clasificacion inequivoca segun la invencion idealmente significa un valor predictivo del
100%, existe un rango aceptable por debajo de 100%, idealmente entre 95% y 100%. Segun la invencién, la
clasificacién inequivoca también puede basarse en el reconocimiento de una asociacion de un estado de
enfermedad con un nivel, niveles o rango de niveles, particulares del biomarcador. Finalmente, la clasificacion
inequivoca se puede basar en un nivel predeterminado de un marcador por encima o por debajo del cual se
encuentran todos los pacientes afectados o no afectados. Por ejemplo, en una realizacién, la invencién contempla la
determinacion del nivel de un biomarcador en un paciente y clasificando al paciente como que tiene una enfermedad
si el nivel de biomarcador del paciente esta por encima de un nivel presente en todos los pacientes que tengan la
enfermedad.

Otros aspectos y caracteristicas de la invencion seran evidentes tras inspeccion de la siguiente descripcion detallada
de la misma.
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Descripcion de las Figuras
Figura 1: es una curva que muestra los niveles de MMP-9 obtenidos de pacientes de cancer y de controles.

Figura 2: es una superposicion que muestra los datos de MMP-9 discutidos mas adelante en las curvas solapantes
que son ejemplos de cortes para identificar recurrencia de enfermedad segun los métodos de la invencion.

Descripcion detallada de la invencién

La invencién proporciona la capacidad de clasificar inequivocamente pacientes en poblaciones diferentes para el
escrutinio de cancer recurrente. Segun la invencion, los pacientes que tienen un biomarcador asociado a cancer
recurrente que entran dentro de un primer umbral predeterminado son clasificados de forma inequivoca en un grupo
que no necesita terapia, monitorizacién u otra intervencion de estandares de cuidados. Los pacientes que tienen
niveles de biomarcador que exceden un segundo umbral predeterminado son clasificados en un grupo que recibe
una terapia, monitorizacion u otra intervencién, aceleradas o incrementadas. A los pacientes entre ambos umbrales
se les proporciona una terapia, monitorizaciéon u otra intervencion, de estandar de cuidados. En un aspecto, se usa
un Unico umbral con el objetivo de descartar a un subconjunto de pacientes que no necesitan someterse a
continuacion de terapia, monitorizacién u otra intervencion.

La invencion incorpora la nocién de que existen niveles relevantes de biomarcadores asociados a enfermedad que
permiten predecir la recurrencia o la no recurrencia de forma inequivoca. Con ello se pretende indicar que los
subconjuntos de pacientes pueden ser excluidos de seguir siendo monitorizados o se les puede asignar una mayor
vigilancia con una certeza de entre aproximadamente el 95% y aproximadamente el 100% con respecto al resultado.

Los pacientes que hayan sido tratados para un cancer para el cual existe un biomarcador predictivo entraran dentro
de un continuo de valores con respecto a la recurrencia. En los extremos de dicho continuo, uno puede predecir con
certeza, o cerca de la certeza, si el paciente desarrollara un cancer recurrente. Por tanto, se puede determinar que
los pacientes que estan por debajo de un primer umbral no han desarrollado cancer recurrente con una probabilidad
predictiva negativa del 100%; mientras que se puede determinar que los pacientes que presentan valores superiores
a un segundo umbral tienen cancer recurrente con una probabilidad predictiva positiva del 100%. Se pueden
seleccionar las dos lineas de umbral para reflejar cualquier porcentaje de sensibilidad y especificidad que se desee,
pero idealmente los umbrales se fijan de tal modo que el valor predictivo negativo del umbral mas bajo sea superior
a aproximadamente el 95% y el valor predictivo positivo del umbral mas alto sea superior a aproximadamente el
95%. El valor predictivo negativo es la proporcion de negativos verdaderos respecto a los negativos verdaderos mas
los negativos falsos. El valor predictivo positivo es la proporcion de positivos verdaderos respecto a los positivos
verdaderos mas los positivos falsos.

Existen otros métodos para determinar umbrales para uso en la invencion, que incluyen referencia a los valores
estandares de la bibliografia o estandares de cuidados asociados. Sin embargo, los valores exactos seleccionados
son irrelevantes ya que lo que importa es la asociacion del umbral a un valor altamente predictivo con respecto a los
pacientes que quedan fuera de los umbrales.

De forma similar, el biomarcador elegido es irrelevante para la operacion de la invencién, siempre que el marcador
esté asociado a la enfermedad para la cual se esta llevando a cabo el escrutinio. Algunos biomarcadores que han
sido asociados a enfermedades incluyen los marcadores de acido nucleico (que incluyen, aunque sin limitacion, K-
ras, K-ras2, APC, DCC, TP53, PRC1, NUSAP1, CAPZ, PFKP, EVER1, FLT1, ESPL1, AKAP2, CDC45L, RAMP,
SYNGR2, NDRG1, ZNF533 y acido nucleico hipermetilado), proteinas y péptidos, carbohidratos, azucares,
glucanos, lipidos, hormonas (p.ej., hormona antidiurética (ADH), hormona adrenocorticotrépica (ACTH), hormona del
crecimiento (GH), hormona estimulante de foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), estrégeno (estradiol, estrona,
estriol), progesterona, testosterona, dihidrotestosterona (DHT), inhibina, somatotropina, dehidroepiandrostenediona
(DHEA), somatostatina, glucagén, insulina, tirotropina, hormona estimulante de tiroide (TSH), tirosina, hormona
paratiroide, corticotropina, cortisol, corticosterona, aldosterona, epinefrina, norepinefrina, prolactina, vasopresina,
oxitocina, itocina, hormona estimulante de melanocito (MSH)), factores de crecimiento (p.ej., factor estimulante de
colonia de melanocitos (G-CSF), factor estimulante de colonia de granulocito-macrofago (GM-CSF), factor de
crecimiento de nervio (NGF), neutrofoninas, factor de crecimiento derivado de plaqueta (PDGF), eritropoietina
(EPO), trombopoietina (TPO), miostatina (GDF-8), factor de diferenciacién de crecimiento (GDF-9), factor de
crecimiento de fibroblasto basico (bFGF 6 FGF2), factor de crecimiento de fibroblasto acido, factor de crecimiento
epidermal (EGF), factor de crecimiento de hepatocito (HGF), factor de célula madre humana (SCF), factor de
necrosis tumoral (TNF), factor-B de necrosis tumoral (TNF-B), factor-a de necrosis tumoral (TNF-a), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor-§ de crecimiento de transformacion (TGF-@3), factor-a de crecimiento
de transformacion (TGF-a), factor-I de crecimiento de tipo insulina (IGF-I), factor-Il de crecimiento de tipo insulina
(IGF-I1), y factor estimulante de colonia (CSF)), citocinas (p.€j., IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-11, IL-12, IL-13 , IFN-a, IFN-B e IFN-y), proteinas (p.ej., metaloproteinasas de matriz (MMPs) tales como
MMP2, MMP9, lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilo (NGAL), complejo MMP/NGAL, timosina 15, timosina
B16, producto de gen de tipo colageno (CLG), prohibitina, glutationa-S-transferasa, beta-5-tubulina, ubiquitina,
tropomiosina, Cyr61, cistatina B, chaperonina 10, profilina, Alfa-fetoproteina, antigeno carcinoembriénico, receptor
de factor de crecimiento epidermal, Kallikreina 3 (antigeno especifico de préstata), factor A de crecimiento endotelial
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vascular, VEGF, albumina, CA 125, calcitonina, cromogranina A (proteina secretora paratiroide 1), ACTH que
contiene corticotropina-lipoproteina, receptor 1 de estrégeno, gastrina, receptor de progesterona, prolactina, cadena
alfa S100, somatostatina, tiroglobulina, V-erb-b2, Her2/neu, antigeno identificado por anticuerpo monoclonal Ki-67,
CLU-linfoma 2 de célula B, proteina X asociada a BCL2, beta-2-microglobulina, cancer de mama 1 de inicio
temprano, BRCA1, CA 15.3, CA 19.9, caderina 1 de tipo 1 de E-caderina (epitelial), caspasa 3, antigeno CD44,
antigeno p53 de tumor celular, factor Il de coagulacion, protrombina, factor 2 de estimulacion de colonia (granulocito-
macrofago), factor 3 de estimulacion de colonia (granulocito), proteina C-reactiva, ciclina D1, inhibidor 1 de quinasa
dependiente de ciclina, p21, eritropoietina, cadena de fibrindgeno alfa/alfa E, hormona estimulante de foliculo,
enolasa gamma, insulina, interferon gamma, interleucina 2, interleucina 6, k-ras, neprilisina, CD 10, transferrina,
tripsina, factor de necrosis tumoral (TNF-alfa), miembro 6 de la superfamilia de receptores de factor de necrosis
tumoral, fas, factor de Von Willebrand, Chimiocina, proteina 1 de tipo quitinasa-3, YKL-40, cadena beta de
coriogonadotropina, factor 1 de estimulacion de colonia (macréfago), haptoglobina-1, factor de crecimiento de
hepatocito, inhibina, cadena alfa de receptor de interferéon alfa/beta, cadena beta de receptor de interferén alfa/beta,
Kallikreina 10, Kallikreina 11, Kallikreina 6, metaloproteinasa de matriz 3, ADAM-12, citocina A21 inducible pequefa
(CCL21) soluble IL-2R alfa, factor de crecimiento de somatotropina, hormona de crecimiento, inicio temprano de
cancer de mama 2, BRCA2, catenina beta 1, catepsina D, CD15, desmina, liasa de ADN-(sitio apurinico o
apirimidinico), APEX, cadena beta de lutropina, hormona luteinizante, hormona paratiroide, antigeno nuclear de
célula proliferante, miembro 8 de la superfamilia de ligando de factor de necrosis tumoral (ligando CD30), homélogo
de oncogén virico de mielocitomatosis V-myc (aviar), miembro 8 de la superfamilia de ligando de factor de necrosis
tumoral (CD30), 17-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (17HSD1), fosfatasa acida de prostata,
adrenomedulina, aldolasa A, fosfatasa alcalina especifica de hueso, fosfatasa alcalina, tipo placental, alfa-1-acido
glicoproteina 1, orosomucoide, alfa-1-antitripsina, alfa-2-H S-glicoproteina, alfa-2-macroglobulina, alfa-lactalbumina,
angiogenina ribonucleasa ARNasa A familia 5, angiopoietina 1, angiopoietina 2, antileucoproteinasa 1, SLPI ,
apolipoproteina Al, apolipoproteina A-ll, apolipoproteina C-1, apolipoproteina C-lll, sialoproteina 6sea Il, factor
neurotréfico derivado de cerebro, supresor de metastasis de cancer de mama 1, CA 27.29, CA 72-4, catepsina B,
CC quimiocina 4, HCC-4, CD44 variante V5 soluble, ceruloplasmina, proteina p40 de protooncogén de cancer
cervical 1, quimiocina (estructura C-C) ligando 4 citocina inducible pequefia A4 (CCL4), MIP-1-beta, claudina-3,
claudina-4, clusterina, factor de coagulacion Ill, cadena A de factor de coagulacion Xlll, cadena B de factor de
coagulacion XIlI, telopéptido C-terminal de colageno, componente de complemento 3, componente de complemento
4, componente de complemento 7, proteina relacionada con factor H de complemento, quinasa 6 dependiente de
ciclina, ciclooxigenasa-2, cistatina A, cistatina B, cistatina C, citoqueratina 8, inhibidor de union de diazepam,
endoglina, endotelina 1, factor de crecimiento epidermal, E-selectina, ferritina H, factor 2 de crecimiento de
fibroblasto (basico), fibronectina 1, ligando de FIt-3, quinasa 1 de tirosina relacionada a Fms, VEGFRI, follistatina,
aldolasa B de bifosfato de fructosa, aldolasa C de bifosfato de fructosa, geminina, isomerasa de glucosa-6-fosfato,
glipicano-3, N-terminal, arresto de crecimiento y alfa inducible por dafio a ADN, proteina acida inmunosupresora,
factor 1 de crecimiento de tipo insulina (somatomedina C), factor 2 de crecimiento de tipo insulina (somatomedina A),
proteina 1 de unién a factor de crecimiento de tipo insulina, proteina 2 de unién a factor de crecimiento de tipo
insulina, proteina 3 de unién a factor de crecimiento de tipo insulina, molécula 1 de adhesion intercelular, interferén
alfa 1, interleucina 1 alfa, interleucina 1 beta, interleucina 10, interleucina 12A, interleucina 16, interleucina 5,
receptor de interleucina 6, transductor de sefal de interleucina 6, interleucina 7, interleucina 8, interleucina 9,
proteina antagonista de receptor de interleucina 1, IRAP, Kallikreina 14 (hK14), Kallikreina 2 prostatica, Kallikreina 5,
Kallikreina 7, Kallikreina 8, Kallikreina 18, Kallikreina 8, queratina 18, queratina, tipo | citoesqueletal 19, citoqueratina
19, ligando Kit, lactotransferrina, leptina, L-selectina, receptor de hormona liberadora de hormona luteinizante,
proteina de union Mac-2 90K, mammaglobina B, suero mamario, antigeno, receptor de factor de crecimiento de
células madre/mastocitos, actividad de inhibicion de melanoma, proteina de cofactor de membrana, antigeno CD46,
mesotelina, midkina, proteina MK-1, Ep-CAM, proteina 1 de determinacién de mioblasto, factor beta de crecimiento
de nervio, netrina-1, proteina 55 secretora de neuroendocrino, defensina 1 de neutréfilo, defensina 3 de neutrdfilo,
Nm23-H 1, OVX1, OX40, proteina oncofetal p65, inhibidor de tripsina secretora pancreatica, TATI, proteina
relacionada con hormona paratiroide, Pcaf, factor asociado a P300/CBP, pepsindgeno-1, proteina 12 de tejido
especifico placental, proteina de unién a retinol de plasmatico, plasmindgeno (contiene angioestatina), molécula de
adhesién celular endotelial de plaqueta, PECAM-1, factor 4 de plaquetas, polipéptido de factor beta de crecimiento
derivado de plaqueta, polipéptido alfa de receptor de factor de crecimiento derivado de plaqueta, proteina de zona
de embarazo, proteina-A plasmatica asociada al embarazo, proteina PSP94 secretora de prostata, P-selectina,
proteina de unién de PSP94, piruvato quinasa, isozimas M1/M2, proteina portadora de riboflavina, cadena beta 100,
fosfoproteina 1 secretada, osteopontina, inhibidor de serina (o cisteina) proteinasa clade B, maspina, inhibidor de
serina (o cisteina) proteinasa clade E, PAI-1, suero amiloide alfa-1, suero paraoxonasal/arilesterasa 1, citocina
inducible pequefia A14 CCL14, citocina inducible pequefia A18(CCL18), MIP-4, citocina inducible pequefia
A2(CCL2), citocina inducible pequefia A3(CCL3), proteina 1-alfa inflamatoria de macréfago, citocina inducible
pequefia B5(CXCL5), antigeno 1 de carcinoma de células escamosas, antigeno 2 de carcinoma de células
escamosas, survivina, sindecano-1, sinucleina-gamma, tirosina quinasa TEK endotelial, Tie-2, tenascina,
tetranectina, receptor de TGF-beta tipo lll, tirredoxina reductasa 1, trombopoietina, trombopoietina 1, timidina
quinasa, inhibidor de tejido de metaloproteinasa 1, inhibidor de tejido de metaloproteinasa 2, activador de
plasminégeno de tipo tejido, tPA, receptor de transferrina (p90 CD71), factor alfa de crecimiento de transformacion,
factor beta 1 de crecimiento de transformacion, transtiretina, cadena alfa de tropomiosina 1 (alfa-tropomiosina),
miembro 5 de superfamilia (ligando) de factor de necrosis tumoral, CD 154, miembro 6 de superfamilia (ligando) de
factor de necrosis tumoral, ligando Fas, miembro 13B de superfamilia de ligando de factor de necrosis tumoral,
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TALL-1, miembro 11B de superfamilia de receptor de factor de necrosis tumoral, osteoprotegerina, miembro 1A de
superfamilia de receptor de factor de necrosis tumoral p60 TNF-RI p55 CD120a, TNFR1, miembro 1 B de
superfamilia de receptor de factor de necrosis tumoral, TNFR2, receptor de superficie activador de plasmindgeno de
uroquinasa, U-PAR, molécula 1 de adhesion de célula vascular, receptor 2 de factor de crecimiento endotelial
vascular, péptido intestinal vasoactivo, VEGF(165)b, proteina C dependiente de vitamina K, vitronectina, y proteina-1
de unidn a X box), anticuerpos, o cualquier combinacion de los mismos.

Ejemplo

Los métodos de la invencién se aplicaron a una cohorte de pacientes sanos, pacientes de cancer y pacientes sin
cancer que presentaban una variedad de sintomas. Se evaluaron veintiocho pacientes con cancer, 124 pacientes
sanos y 78 pacientes que presentaban otros sintomas usando los métodos de la invencion en un estudio ciego. La
siguiente tabla muestra los diversos grupos de pacientes clasificados para el estudio.

Indicaciéon de enfermedad (N)
Cancer (28)

Sano (124)

Infertilidad (6)

Hernia (6)

Disfuncion eréctil (14)
Infeccion de tracto urinario (2)
Piedras en el rifion (20)
Incontinencia urinaria (11)
Hematuria (7)

Diabetes (5)

Obstruccion de la vejiga (7)

Se tomaron muestras de sangre de todos los pacientes y se obtuvieron los niveles de la matriz de metaloproteinasa,
MMP-9, usando un ELISA estandar. Tal como se muestra a continuacion en la Figura 1, las diferencias en MMP-9
entre los pacientes con cancer y los que no tenian cancer fueron estadisticamente significativas. Dichas diferencias
permitieron la adquisicion de los umbrales mostrados en la Figura 2, en los que los pacientes sin cancer fueron
identificados inequivocamente con un valor predictivo negativo del 99%. Eso permitio la exclusion del 73% de los
pacientes que, en una monitorizacion diagndstica estandar, habrian sido prescritos para recibir un escrutinio y/o
tratamiento adicional (e innecesario). El umbral superior de la Figura 2 permitié identificar inequivocamente a los
pacientes con cancer que requerian un seguimiento con un valor predictivo positivo del 100%. Esto dio como
resultado un 43% de los pacientes que, en una monitorizacion diagnostica estandar, habrian recibido solo los
cuidados estandares de monitorizacion y/o terapia, pero que, como resultado de la aplicacion de la invencion,
recibiran una monitorizacion y/o terapia mas agresiva. Los pacientes entre ambos umbrales recibiran el tratamiento
"cuidados estandar". El "corte 6ptimo" mostrado en la Figura 2 es el corte aplicado bajo los cuidados estandar
actuales para escrutinio, que habria dado como resultado que a un 16% de la poblacién de pacientes no enfermos
se les habria diagnosticado cancer y habrian sido tratados innecesariamente; y un 14% de los pacientes con cancer
habrian sido diagnosticados como sanos y habrian recibido una intervencién inadecuada. Por tanto, la aplicacion de
la invencion con el objetivo de identificar umbrales inequivocos dio como resultado una diagnosis mas precisa y la
capacidad de prescribir una intervencién mas efectiva.

Segun la invencion, los umbrales determinados para MMP-9 se usan para hacer un escrutinio de pacientes con
cancer de vejiga y clasificarlos en uno de los tres siguientes grupos: aquellos que han sido identificados
inequivocamente como que no estan en riesgo de enfermedad recurrente, aquellos que tienen un riesgo elevado de
enfermedad recurrente, y aquellos cuyos resultados de escrutinio son ambiguos y deberian recibir cuidados estandar
de monitorizacion y/o terapia.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para llevar a cabo una determinacion clinica en un paciente que ha sido tratado previamente de
cancer, comprendiendo dicho método las etapas de:

Establecer un primer valor umbral de un biomarcador determinado en base a un rango de niveles de dicho
biomarcador obtenidos de una primera poblacion de pacientes que tienen un cancer primario y un cancer recurrente,
y de una segunda poblacion de pacientes que tienen un cancer pero no un cancer recurrente, y por debajo del cual
es de esperar que entre el 95% y el 100% de los pacientes estén en dicha segunda poblacién de pacientes;

Establecer un segundo valor umbral de dicho biomarcador determinado en base a un rango de niveles de dicho
biomarcador obtenidos de una primera poblacion de pacientes que tienen un cancer primario y un cancer recurrente,
y de una segunda poblacién de pacientes que tienen un cancer pero no un cancer recurrente, y por encima del cual
es de esperar que entre el 95% y el 100% de los pacientes estén en dicha primera poblacion de pacientes;

Obtener un nivel de un biomarcador en un paciente que ha sido tratado previamente de cancer midiendo el nivel de
dicho biomarcador en una muestra procedente del paciente;

Aplicar dicho nivel para determinar si dicho nivel esta por debajo de dicho primer umbral, lo que indicaria que no se
requiere una intervencion diagndstica actualmente, o si dicho nivel esta por encima de dicho segundo umbral, lo que
indicaria que se requiere incrementar la intervencion diagndstica; y

Determinar que dicho paciente necesita de un régimen diagndstico de cuidados estandar si dicho nivel esta entre
dicho primer umbral y dicho segundo umbral.

2. El método de la reivindicacion 1, donde dicho biomarcador se selecciona del grupo que consiste en
metaloproteinasas de matriz (MMP), lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilo (NGAL), complejo MMP/NGAL,
timosina B15, timosina 16, producto de gen de tipo colageno (CLG), prohibitina, glutationa-S-transferasa, beta-5-
tubulina, ubiquitina, tropomiosina, Cyr61, cistatina B, chaperonina 10, TIMP, y profilina.

3. El método de la reivindicacion 2, donde dicha MMP se selecciona del grupo que consiste en MMP- 2, MMP-9,
complejo MMP9/NGAL, complejo MMP/TIMP, complejo MMP/TIMP1, ADAMTS-7 6 ADAM-12.
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