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DESCRIPCION
Métodos de pronéstico
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de prondsticos médicos. En particular, la invencién se refiere a métodos para
predecir la progresion de cancer de prostata y el prondstico de la supervivencia global en un sujeto que implican la
deteccion de cantidades elevadas de citocina inhibidora de macréfagos 1 (MIC-1) en una muestra corporal de
prueba tal como suero.

Antecedentes de la invenciéon

MIC-1 es un miembro divergente de la superfamilia de TGF-B clonado por primera vez basandose en una expresion
de ARNm aumentada asociada con activacion de macréfagosl. Aunque MIC-1 no se expresa en macrofagos en
reposo, la estimulacion de macréfagos mediante varios mediadores bioldgicos incluyendo factor de necrosis tumoral
(TNF)-a, interleucina 1 (IL-1) y factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) induce la expresion de MIC-1.
Debido a esta induccién mediante muchas citocinas proinflamatorias, pero al no lograrse induccion directa mediante
lipopolisacarido e interferén y (IFN-y), se ha planteado la hipétesis de que MIC-1 puede ser un regulador por
disminucion autocrino de la activacion de macréfagos™.

MIC-1 puede expresarse en varios tejidos3'6 Transferencias de tipo Northern de tejidos humanos indican la
presenma de pequefias cantidades de ARNm de MIC-1 en el rifién, pancreas y prostata, y grandes cantidades en la
placenta . Se ha mostrado que los niveles de MIC-1 en suero aumentan con la edad en sujetos normales
aparentemente sanos®. Se ha asociado la sobreexpresion de MIC-1 con cancer, particularmente cancer de prostata

y altas concentraciones en suero de MIC-1 se asocian con la presencia de enfermedad metastasica” Tamblen se
ha detectada MIC-1 mediante inmunohistoquimica en biopsias de canceres de mama, colon y prostata Sin
embargo, no puede detectarse MIC-1 dentro de células epiteliales normales de estos organos Esto, junto con la
induccion de la expresion de MIC-1 medlante p53 y datos que sugieren que MIC-1 puede inducir apoptosis de
algunas lineas celulares de tumor epltellal ! indica un papel para MIC-1 en neoplasmas epiteliales.

Se han usado niveles anémalos de MIC-1 en una muestra en métodos para dlagnostlcar el riesgo de aborto
espontaneo y/o parto prematuro, anomalias fetales, cancer y enfermedad inflamatoria®

Se sabe que hay un aumento del nivel en suero de MIC-1 en algunos grupos de pacientes en comparacion con
individuos normales®

El cancer de prostata se diagnostica con frecuencia mediante una concentracion aumentada de antigeno prostatico
especifico (PSA) en suero cuando el cancer de préstata esta localizado en la glandula prostatica, aunque
actualmente hay algunas preocupaciones sobre la precision de esta prueba. Adicionalmente, la gestion del
tratamiento de hombres con diagndstico reciente de cancer de prdéstata localizado sigue siendo un desafio clinico
principal, ya que una alta proporcién de sujetos con cancer de préstata localizado sin tratar tienen un prondéstico
excelente puesto que el cancer de prostata habitualmente no es mortal y con frecuencia es asintomatico, mientras
gue el tratamiento activo esta asomado con un grave impacto sobre el estilo de vida (por ejemplo, pérdida de control
urinario e impotencia) y morbididad™?

Actualmente, los métodos de distincién segura entre canceres de prostata que seguirdn un curso benigno, y aquellos
gue tienen un mal prondstico, en los que una terapia radical puede ser beneficiosa, son inadecuados. La “suma de
Gleason” (calculada de un maximo de 10) es un indicador que se usa actualmente para determinar la gravedad de
cancer de prostata: un tumor con una suma de Gleason inferior tiene tejido que esta histolégicamente mas cerca del
normal, y es menos probable que sea agresivo; mientras que un tumor con una suma de Gleason superior es mas
probable que sea un tumor agresivo. Sin embargo, esta técnica requiere una biopsia de la préstata y andlisis
histolégico, y por consiguiente es una técnica invasiva y cara que requiere un analisis por expertos que requiere
mucho tiempo.

Los tumores malignos se clasifican usando el sistema de clasificacion de tumor-ganglio-metéastasis (TNM)
desarrollado y mantenido por la Unién Internacional Contra el Cancer (UICC) para lograr un consenso sobre una
norma mundialmente reconocida para clasificar el grado de propagacion del cancer®. El estadio de TNM (I-1V) es un
factor importante usado para entender la gravedad de cancer de préstata. El sistema de TNM evalla el tamafio del
tumor (puntuacion T), el grado de implicacion de ganglios linfaticos (puntuacién N), y cualquier metastasis
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(puntuacion M), asi como usa una clasificacion basada en la morfologia celular de la que se deriva la suma de
Gleason. En resumen, la puntuacion T se clasifica de 0 (sin tumor) a 4; la puntuacion N se clasifica de 0 (sin
propagacion a ganglios) a 3; y la puntuacion M se clasifica de 0 (sin metastasis distante) a 1 (metastasis distante).
Se da una clasificacion de “X” para cualquier parametro que no pueda evaluarse. El cancer de préstata de estadio
de TNM I tiene una puntuacién de T1, NO y MO y una suma de Gleason de 4 o menaos, y es cancer que se encuentra
secundariamente en una pequefia parte de la muestra, habitualmente debido a que se extrajo tejido de prostata por
otros motivos; las células se parecen estrechamente a células normales y la glandula parece normal al examinarla al
tacto. El cancer de prostata estadio de TNM Il tiene una puntuacion de T1-T2, NO y MO y una suma de Gleason de 5
0 mas, y mas parte de la préstata esta implicada y puede sentirse un bulto dentro de la glandula. El cancer de
préstata de estadio de TNM Il tiene una puntuacién de T3, NO, MO y cualquier puntuacién de suma de Gleason, el
tumor tiene propagacion a través de la capsula prostatica y el bulto puede sentirse sobre la superficie de la glandula.
El cancer de prostata de estadio de TNM IV tiene una puntuaciéon de T4, cualquiera de N, cualquiera de M y
cualquier suma de Gleason, o cualquiera de T, cualquier suma de Gleason y o bien N1 y/o M1, y el tumor ha
invadido estructuras cercanas, o tiene propagacion a ganglios linfaticos u otros 6rganos.

Los pacientes con cancer de prostata pueden someterse a una espera bajo vigilancia de su cancer, o pueden
tratarse mediante cirugia, radioterapia, ultrasonidos focalizados de alta intensidad (HIFU), quimioterapia, criocirugia,
terapia hormonal, o alguna combinacion de estas terapias. Los pacientes con enfermedad localizada que se
gestionan mediante espera bajo vigilancia tienen una alta tasa de supervivencia libre de progresic')n13' 14 sin
embargo, un nimero significativo de hombres que eligen espera bajo vigilancia progresaran eventualmente a un
estadio mas agresivo de cancer de préstata, en el que el tratamiento puede ser beneficioso. Los médicos carecen
actualmente de herramientas para predecir con precision el desenlace de la enfermedad y, por consiguiente,
muchos pacientes con cancer de préstata experimentan tratamiento local agresivo innecesario, con morbididad
significativa, sin ningun beneficio para la supervivencialS. Se ha propuesto la gestion mediante vigilancia activa con
intervencion retardada selectiva basandose en cambios tempranos de PSA como estrategia para reducir el
tratamiento excesivo de pacientes con enfermedad indolente. Sin embargo, aunque tanto las mediciones de PSA de
nivel inicial como la tasa de cambio de PSA son factores de prondstico importantes, funcionan mal para distinguir
en;re qu(ijer:ﬁg desarrollaran un cancer de préstata mortal y aquellos con bajo 0 ningln riesgo de progresion de la
enfermedad™.

El presente solicitante ha investigado si MIC-1 representa un biomarcador que pueda distinguir entre pacientes con
tumores agresivos y aquellos con tumores que siguen un curso benigno. Para evaluar el valor predictivo de MIC-1
para determinar la progresion de cancer de préstata, se midieron concentraciones en suero de MIC-1 en una cohorte
basada en una gran poblacion de pacientes con cancer de préstata incidente con diversos estadios de enfermedad.
Se encontrd sorprendentemente que la concentracion en suero o plasma de MIC-1 puede tener informacién de
diagnostico y/o prondstico de cancer de préstata, y como tal, MIC-1 ofrece un potencial considerable como
biomarcador valioso para predecir la progresion de cancer de préstata, y ademas, que concentraciones de MIC-1
elevadas pueden ser (Utiles para determinar métodos de tratamiento apropiados para cancer de proéstata.
Adicionalmente, el presente solicitante comparé concentraciones en suero de MIC-1 durante cancer de prostata con
concentraciones en suero de MIC-1 en una poblacién de control sana y, sorprendentemente, determind que ademas
de estar asociadas con la edad, las concentraciones en suero de MIC-1 elevadas estaban inversamente asociadas
con la supervivencia global en sujetos aparentemente sanos.

Por consiguiente, el presente solicitante ha encontrado que las concentraciones en suero de MIC-1 pueden ser una
herramienta Gtil para predecir la mortalidad en pacientes con cancer de prostata asi como en las poblaciones
aparentemente sanas.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un método de pronoéstico de la supervivencia global de un
sujeto aparentemente sano, comprendiendo el método detectar una cantidad elevada de MIC-1 en una muestra
corporal de prueba de dicho sujeto, en el que la cantidad elevada de MIC-1 estd asociada con una probabilidad
aumentada de muerte del sujeto.

Un segundo aspecto de la descripcién proporciona un método de pronéstico de cancer de prostata en un sujeto
varon, comprendiendo el método detectar una cantidad elevada de MIC-1 en una muestra corporal de prueba del
sujeto, en el que la cantidad elevada de MIC-1 esta asociada con una probabilidad aumentada de progresion de
cancer de préstata.

Un tercer aspecto de la descripcién proporciona un método de seleccion de sujetos, a los que se les ha
diagnosticado cancer de prdéstata, que se beneficiaran de tratamiento activo para cancer de préstata, comprendiendo
el método detectar una cantidad elevada de MIC-1 en una muestra corporal de prueba del sujeto, en el que la
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cantidad elevada de MIC-1 indica que el sujeto se beneficiara del tratamiento activo para cancer de préstata.

Un cuarto aspecto de la descripcion proporciona un método de seleccién de sujetos para terapia adyuvante tras el
tratamiento de cancer de préstata, comprendiendo el método detectar una cantidad elevada de MIC-1 en una
muestra corporal de prueba del sujeto, en el que la cantidad elevada de MIC-1 indica que el sujeto se beneficiara de
terapia adyuvante.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 proporciona un grafico que muestra diagramas de cajas de concentraciones en suero de MIC-1 (pg/ml)
entre una poblacién de control no afectada por edad;

la figura 2 proporciona un grafico que muestra concentraciones en suero de MIC-1 por estadio clinico de enfermedad
en casos de cancer de prostata;

la figura 3 proporciona graficos que demuestran la relaciéon entre la concentracién en suero de MIC-1 y la
supervivencia especifica para cancer de préstata para o bien (A, B y C) todos los sujetos o bien (D, E y F) sujetos
con enfermedad localizada. (A, D) Estimaciones de Kaplan-Meier de la supervivencia estratificadas por cuartiles de
concentraciones en suero de MIC-1. (B, E) Diagramas de area bajo la curva incidentes/dinamicos que demuestran la
precision de la concentracion en suero de MIC-1, combinacion de PSA y suma de Gleason, y combinacién de
concentracion en suero de MIC-1, PSA y suma de Gleason como pruebas para cancer de prostata mortal hasta seis
afos tras la extraccion de sangre, las lineas representan graficamente las estimaciones del area bajo la curva frente
al tiempo desde que se extrajo la sangre basandose en un modelo de riesgos multiplicativos de coeficiente variable.
(C, F) Resumen de concordancia global para el modelo predictivo incluyendo sélo MIC-1, la combinacién de PSA 'y
suma de Gleason, y la combinacién de MIC-1, PSA y suma de Gleason. Se aplicé un analisis de tipo bootstrap no
paramétrico basado en remuestreo de covariables y observaciones de supervivencia para determinar el intervalo de
confianza (IC) para el resumen de concordancia global;

la figura 4 proporciona representaciones graficas de Kaplan-Meier que demuestran que el nivel de MIC-1 en suero
estratifica sujetos aparentemente sanos de toda la cohorte de la poblacion de control de hombres que murieron
dentro del periodo de seguimiento (A) cuando se estratifican los sujetos mediante la mediana de MIC-1 en suero (el
82% con niveles de MIC-1 por encima de la mediana sobrevivieron en comparacioén con el 94% de aquellos con
niveles de MIC-1 por debajo de la mediana; p<0,0001); y (B) cuando se estratifican los sujetos mediante cuartiles de
MIC-1 en suero;

la figura 5 proporciona representaciones graficas de Kaplan-Meier que demuestran que los cuartiles del nivel de
MIC-1 en suero predicen el riesgo de mortalidad futura en la cohorte de gemelos;

la figura 6 proporciona graficos que demuestran que el nivel de MIC-1 en suero esta significativamente relacionado
con el tiempo de supervivencia y es independiente del contexto genético en (A) parejas de gemelos monocigoticos
(MZ; r=0,419; p<0,0001) y (B) en parejas de gemelos dicigéticos (DZ; r=0,342; p=0,0046), y esas correlaciones no
fueron significativamente diferentes (razon de riesgo relativo = 1,27; IC del 95%=0,63-2,53); y

la figura 7 proporciona un grafico que demuestra la incidencia acumulativa de mortalidad por cancer de préstata
estratificada por cuartiles de concentracién en suero de MIC-1 entre 1.442 pacientes con cancer de préstata.

Descripcion detallada de la invencion

El presente solicitante ha identificado sorprendentemente que MIC-1 en suero es un potente factor de prediccion de
la mortalidad por cualquier causa en sujetos aparentemente sanos, que puede identificar a pacientes con riesgo
aumentado de mortalidad, permitiendo posiblemente una investigacion e intervencién para mejorar la calidad de vida
y reducir los costes de atencién sanitaria.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método de pronéstico de la
supervivencia global de un sujeto aparentemente sano, comprendiendo el método detectar una cantidad elevada de
MIC-1 en una muestra corporal de prueba de dicho sujeto, en el que la cantidad elevada de MIC-1 esta asociada con
una probabilidad aumentada de muerte del sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “supervivencia global” debe entenderse como que se refiere a
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la supervivencia de un sujeto aparentemente sano; mas particularmente, que el sujeto no muere por ninguna causa
distinta de accidente o infortunio (por ejemplo, el sujeto no muere por una causa médica tal como una enfermedad o
estado potencialmente mortal tal como cancer, particularmente un cancer epitelial tal como cancer de prostata, y
enfermedad y acontecimientos cardiovasculares) o, en otras palabras, el sujeto no muere debido a mortalidad por
cualquier causa. El término “sujeto aparentemente sano” tal como se usa en el presente documento, debe
entenderse como que se refiere a un sujeto sin sintomas aparentes ni efectos patolégicos de enfermedades o
estados potencialmente mortales (tales como los mencionados anteriormente). Preferiblemente, el sujeto esta
aparentemente sano en el momento de tomar la muestra corporal de prueba de dicho sujeto.

Segun el primer aspecto de la presente invencion, debe entenderse que la cantidad elevada de MIC-1 en una
muestra corporal de prueba predice una probabilidad aumentada de muerte por cualquier causa distinta de
accidente o infortunio (es decir la cantidad elevada de MIC-1 proporciona un pronéstico de la muerte probable del
sujeto aparentemente sano). También debe entenderse que cuando no hay una cantidad elevada de MIC-1 en la
muestra corporal de prueba (por ejemplo cuando la cantidad de MIC-1 detectada esta en el intervalo, o por debajo
del mismo, que se considera que es normal), el método del primer aspecto predice que el sujeto tiene una
probabilidad aumentada de supervivencia global.

En algunas realizaciones, la cantidad elevada de MIC-1 en una muestra corporal de prueba predice una probabilidad
aumentada de muerte debida a cancer o una enfermedad cardiovascular u otros acontecimientos médicos
potencialmente mortales.

En algunas realizaciones, la cantidad elevada de MIC-1 predice una probabilidad aumentada de muerte del sujeto en
el plazo de un periodo de 10 afios, o de otro modo en el plazo de 5 afios, desde la toma de la muestra corporal de
prueba. En algunas realizaciones, la cantidad elevada de MIC-1 predice una probabilidad aumentada de muerte del
sujeto en el plazo de 3 afios, o de otro modo en el plazo de 1 afio, desde la toma de la muestra corporal de prueba.

La cantidad de lo que puede considerarse una “cantidad elevada” de MIC-1 para los fines del método del primer
aspecto de la presente invencién puede variar segin el tipo de muestra corporal particular usado y la edad del
sujeto.

La muestra corporal de prueba preferida para su uso en el método del primer aspecto es una muestra de suero; sin
embargo, también puede ser adecuada una muestra de liquido amniotico, extracto de placenta, sangre completa,
plasma sanguineo, capa leucocitica, orina, liquido cefalorraquideo, liquido seminal, liquido sinovial o una biopsia de
tejido. Los expertos en la técnica entenderan que una cantidad de MIC-1 en una muestra corporal puede
determinarse como una concentracion o nivel de MIC-1 en dicha muestra corporal. Ademas, los expertos en la
técnica entenderan que la concentracion de MIC-1 en una muestra de suero es sustancialmente equivalente a la
concentracion de MIC-1 en una muestra de plasma dado que el principal componente del plasma es suero,
constituyendo la diferencia simplemente en fibrinégeno y otros factores de coagulacion. Ademas, los expertos en la
técnica entenderan que la concentracion de MIC-1 en una muestra de suero o plasma corresponde
aproximadamente al doble de la concentracion de MIC-1 en una muestra de sangre completa, dado que la sangre
completa comprende aproximadamente la mitad de suero o plasma.

Por consiguiente, para una muestra de suero, una cantidad de >1 ng/ml es probable que represente una cantidad
elevada de MIC-1 que predice que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte por cualquier causa
distinta de accidente o infortunio, mientras que una cantidad de MIC-1 de >1,3 ng/ml es probable que represente una
cantidad elevada de MIC-1 que predice fuertemente que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte por
cualquier causa distinta de accidente o infortunio. Ademas, una cantidad de MIC-1 de > 1,6 ng/ml en una muestra de
suero es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice incluso mas fuertemente que el sujeto
tiene una probabilidad aumentada de muerte por cualquier causa distinta de accidente o infortunio.

Anteriormente se ha mostrado que el intervalo normal de niveles de MIC-1 en suero es aproximadamente de desde
0,2 hasta 1,150 ng/mlzg; sin embargo, el presente solicitante ha mostrado que MIC-1 tiende a aumentar con la edad.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la cantidad de MIC-1 en una muestra de suero que es probable que
represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte
por cualquier causa distinta de accidente o infortunio, es una cantidad en el heptil superior de niveles de MIC-1
determinados para sujetos aparentemente sanos de edad coincidente. Como tal, una cantidad de MIC-1 en una
muestra de suero que es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice que el sujeto tiene
una probabilidad aumentada de muerte por cualquier causa distinta de accidente o infortunio puede ser >0,543 ng/ml
para sujetos de 45 a 54 afios de edad, >0,626 ng/ml para sujetos de 55 a 59 afios de edad, >0,831 ng/ml para
sujetos de 60 a 64 afos de edad, >0,926 ng/ml para sujetos de 65 a 69 afios de edad, >1,025 ng/ml para sujetos de
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70 a 74 afios de edad, y >1,260 ng/ml para sujetos de 75 a 79 afios de edad.

Sin embargo, en realizaciones preferidas, la cantidad de MIC-1 en una muestra de suero que es probable que
represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte
por cualquier causa distinta de accidente o infortunio, es una cantidad en el cuartil superior de niveles de MIC-1
determinados para sujetos aparentemente sanos de edad coincidente. Como tal, una cantidad de MIC-1 en una
muestra de suero que es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice que el sujeto tiene
una probabilidad aumentada de muerte por cualquier causa distinta de accidente o infortunio puede ser >0,679 ng/ml
para sujetos de 45 a 54 afios de edad, >0,914 ng/ml para sujetos de 55 a 59 afios de edad, >1,087 ng/ml para
sujetos de 60 a 64 afos de edad, >1,199 ng/ml para sujetos de 65 a 69 afios de edad, >1,430 ng/ml para sujetos de
70 a 74 afios de edad, y > 1,765 ng/ml para sujetos de 75 a 79 afios de edad.

La cantidad de MIC-1 presente en una muestra corporal de prueba puede determinarse facilmente, por ejemplo,
mediante inmunoensayos tales como ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) o inmunohistoquimica
(por ejemplo con muestras cortadas en secciones de una biopsia de tejido) usando anticuerpos anti-MIC-1 o
fragmentos de los mismos. Pueden producirse anticuerpos anti-MIC-1 y fragmentos de los mismos mediante
cualquiera de los métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

En una realizacion del primer aspecto de la presente invencion, la cantidad elevada de MIC-1 en la muestra corporal
de prueba se detecta mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y

(ii) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) de sujeto(s) normal(es).

Tal como se usa en el presente documento, el término “sujeto normal” se refiere a un sujeto que no muere por
ninguna causa distinta de accidente o infortunio en el plazo de 10 afios desde la toma de la(s) muestra(s)
corporal(es) comparativa(s).

En algunas realizaciones, el/los sujeto(s) normal(es) es/son de edad coincidente, en las que el/los sujeto(s)
normal(es) esta(n) dentro de 10 afios de la edad del sujeto del que se ha tomado la muestra corporal de prueba
relevante. Mas preferiblemente, el/los sujeto(s) normal(es) esta(n) dentro de 5 afios de la edad del sujeto del que se
ha tomado la muestra corporal de prueba relevante.

Debe entenderse que cuando se detecta una cantidad elevada de MIC-1 en la muestra corporal de prueba, cuanto
mayor es la diferencia de esa cantidad con respecto a la del/de los sujeto(s) normal(es), mas fuertemente predice
esa cantidad elevada que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte por cualquier causa distinta de
accidente o infortunio. Por tanto, en algunas realizaciones, una diferencia en la cantidad de MIC-1 detectada en la
muestra de suero corporal de prueba y la del/de los sujeto(s) normal(es) de >0,3 ng/ml es probable que represente
una cantidad elevada de MIC-1 que indica que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte por cualquier
causa distinta de accidente o infortunio, mientras que una diferencia de >0,6 ng/ml es probable que represente una
cantidad elevada de MIC-1 que indica mas fuertemente que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte
por cualquier causa distinta de accidente o infortunio.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la presente invencion, la cantidad elevada de MIC-1 en una muestra
corporal de prueba es un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando mediciones en
serie (nota: cuando se detecta una disminucion en la cantidad de MIC-1 tras mediciones en serie, el método predice
que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de supervivencia global). Por consiguiente, la cantidad de MIC-1 en
una muestra corporal de prueba puede determinarse en puntos de tiempo diferentes en el mismo sujeto. Por
ejemplo, la cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de prueba puede detectarse a determinados intervalos de
tiempo. Los intervalos de tiempo pueden determinarse para cada caso segln las necesidades del sujeto. Los
intervalos de tiempo pueden ser, por ejemplo, de tres meses, un afio, cinco afios o diez afios, pero debe entenderse
que los intervalos de tiempo pueden ajustarse segun cualquier factor médico y de salud relevante del sujeto. Por
consiguiente, puede detectarse una cantidad elevada de MIC-1 en una muestra corporal de prueba dentro de un
sujeto comparando la cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de prueba en un punto de tiempo dado con la
cantidad de MIC-1 en la misma muestra corporal de prueba en un punto de tiempo anterior. De esta manera, puede
detectarse una cantidad elevada de MIC-1 determinando un aumento de la cantidad de MIC-1 presente en la
muestra corporal de prueba dentro de cualquier sujeto dado a lo largo del tiempo.
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Por consiguiente, en una realizacién del primer aspecto de la presente invencién, la cantidad elevada de MIC-1 en la
muestra corporal de prueba es un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando una
medicién en serie mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y

(ii) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) del mismo sujeto en un punto de tiempo anterior.

En una realizaciéon de este tipo, la cantidad de MIC-1 aumentada dentro de un sujeto puede ajustarse para
compensar el aumento de MIC-1 normalmente asociado con el aumento de edad del sujeto.

Debe entenderse que un mayor aumento de la cantidad de MIC-1 detectada en el sujeto tras mediciones en serie
predice mas fuertemente que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte por cualquier causa distinta de
accidente o infortunio que un aumento menor. En algunas realizaciones, un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro
de un sujeto detectada usando medicion en serie de >0,3 ng/ml en una muestra de suero es probable que
represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte por
cualquier causa distinta de accidente o infortunio, mientras que un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un
sujeto detectada usando medicién en serie de >0,6 ng/ml es probable que represente una cantidad elevada de MIC-
1 que indica mas fuertemente que el sujeto tiene una probabilidad aumentada de muerte por cualquier causa distinta
de accidente o infortunio.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la invencion, el sujeto es un hombre. En otras realizaciones del
primer aspecto de la invencién, el sujeto es una mujer.

Ademas, en algunas realizaciones, el sujeto tiene mas de 35 afios de edad o, mas preferiblemente, mas de 45 afios
de edad. Sin embargo, en otras realizaciones, el sujeto puede tener mas de 55 afios de edad, o mas de 65 afos de
edad, o incluso mas de 75 arios de edad.

En un segundo aspecto, también se describe en el presente documento un método de prondstico de cancer de
préstata en un sujeto varén, comprendiendo el método detectar una cantidad elevada de MIC-1 en una muestra
corporal de prueba del sujeto, en el que la cantidad elevada de MIC-1 esta asociada con una probabilidad
aumentada de progresién de cancer de prostata.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la cantidad elevada de MIC-1 esta asociada con una
probabilidad aumentada de progresion hacia cancer de préstata agresivo. Tal como se usa en el presente
documento, el término “cancer de prostata agresivo” debe entenderse como que se refiere a cancer de préstata que
es probable que avance hacia un cancer de prostata mas potencialmente mortal, es decir, que avance hacia un
estadio mas grave y perjudicial y/o presente metastasis. En algunos canceres agresivos, esto puede suceder a una
tasa mayor que lo que se produce generalmente para canceres menos agresivos, por ejemplo, los canceres
agresivos pueden avanzar hacia estadios mas graves y perjudiciales a lo largo del transcurso de uno o mas afios.
En otros ejemplos de canceres agresivos, esto puede producirse incluso mas rapidamente, tal como a lo largo del
transcurso de uno a tres meses.

Segun el segundo aspecto descrito en el presente documento, la cantidad elevada de MIC-1 esta asociada con una
probabilidad aumentada de progresion de cancer de préstata y, por consiguiente, una probabilidad aumentada de
muerte del sujeto debido a cancer de préstata.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la cantidad elevada de MIC-1 predice una
probabilidad de muerte del sujeto debido al cancer de préstata en el plazo de un periodo de 10 afios, o de otro modo
en el plazo de 5 afios, desde la toma de la muestra. En algunas realizaciones, la cantidad elevada de MIC-1 predice
una probabilidad aumentada de muerte del sujeto en el plazo de 3 afios, o de otro modo en el plazo de 1 afio desde
la toma de la muestra corporal de prueba.

La cantidad de lo que puede considerarse una “cantidad elevada” de MIC-1 para los fines del método del segundo
aspecto descrito en el presente documento, puede variar segin el tipo de muestra corporal particular usado y la
edad del sujeto.

La muestra corporal de prueba preferida para su uso en el método del segundo aspecto es una muestra de suero;
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sin embargo, otras muestras corporales tales como las mencionadas anteriormente en relacién con el método del
primer aspecto también pueden ser adecuadas.

Para una muestra de suero, una cantidad de >1 ng/ml es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1
que predice progresion de cancer de prostata y, por consiguiente, una probabilidad aumentada de muerte del sujeto
debido a cancer de prostata. Ademas, una cantidad de MIC-1 de >1,3 ng/ml en una muestra de suero es probable
gue represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice fuertemente progresion de cancer de préstata y una
probabilidad aumentada de muerte del sujeto debido a cancer de préstata. Alternativamente, una cantidad de
>1,466 ng/ml en una muestra de suero es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice
fuertemente progresion de cancer de préstata y una probabilidad aumentada de muerte del sujeto debido a cancer
de préstata. Todavia adicionalmente, una cantidad de MIC-1 de >1,6 ng/ml en una muestra de suero es probable
que represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice incluso mas fuertemente progresion de cancer de
prostata y una probabilidad aumentada de muerte del sujeto debido a cancer de préstata.

En una realizacion del segundo aspecto de la descripcion, la cantidad elevada de MIC-1 en la muestra corporal de
prueba se detecta mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y

(ii) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) de sujeto(s) normal(es).

En algunas realizaciones, la edad del/de los sujeto(s) normal(es) esta en el plazo de 10 afios de la edad del sujeto
del que se ha tomado la muestra corporal de prueba relevante. Mas preferiblemente, el/los sujeto(s) normal(es)
esta(n) en el plazo de 5 afios de la edad del sujeto del que se ha tomado la muestra corporal de prueba relevante.

Debe entenderse que cuando se detecta una cantidad elevada de MIC-1 en la muestra corporal de prueba, cuanto
mayor es la diferencia de esa cantidad con respecto a la del/de los sujeto(s) normal(es), mas fuertemente predice
esa cantidad elevada que el sujeto con cancer de préstata tiene una probabilidad aumentada de muerte por cancer
de préstata. Por tanto, en algunas realizaciones, una diferencia en la cantidad de MIC-1 detectada en la muestra de
suero corporal de prueba y la del/de los sujeto(s) normal(es) de >0,3 ng/ml es probable que represente una cantidad
elevada de MIC-1 que indica que el sujeto con cancer de prostata tiene una probabilidad aumentada de muerte por
cancer de prostata, mientras que una diferencia de >0,6 ng/ml es probable que represente una cantidad elevada de
MIC-1 que indica mas fuertemente que el sujeto con cancer de préstata tiene una probabilidad aumentada de muerte
por cancer de préstata.

En algunas realizaciones del segundo aspecto de la descripcion, la cantidad elevada de MIC-1 en una muestra
corporal de prueba es un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicién en serie.
Por consiguiente, la cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de prueba puede determinarse en diferentes puntos
de tiempo en el mismo sujeto. Por ejemplo, la cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de prueba puede
detectarse en un sujeto antes del diagnéstico de cancer de préstata, o inmediatamente tras el diagnéstico de cancer
de prostata, y después a determinados intervalos de tiempo tras el diagnoéstico. Los intervalos de tiempo pueden
determinarse para cada caso segun las necesidades del sujeto. Los intervalos de tiempo pueden ser, por ejemplo,
de tres meses o un afio o dos afios, pero debe entenderse que los intervalos de tiempo pueden ajustarse segun el
estadio de enfermedad, u otros factores médicos y de salud relevantes, del sujeto. Por consiguiente, una cantidad
elevada de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicién en serie en una muestra corporal de prueba
dentro de un sujeto puede detectarse comparando la cantidad de MIC-1 en la muestra corporal de prueba en un
punto de tiempo dado con la cantidad de MIC-1 en la misma muestra corporal de prueba en un punto de tiempo
anterior. De esta manera, la cantidad elevada de MIC-1 puede detectarse determinando el aumento de la cantidad
de MIC-1 presente en la muestra corporal de prueba dentro de cualquier sujeto dado a lo largo del tiempo. Por
consiguiente, en una realizacion del segundo aspecto de la descripcion, la cantidad elevada de MIC-1 en la muestra
corporal de prueba es un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicion en serie
mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y

(ii) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) del mismo sujeto en un punto de tiempo anterior.

En una realizaciéon de este tipo, la cantidad de MIC-1 aumentada dentro de un sujeto puede ajustarse para
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compensar el aumento de MIC-1 normalmente asociado con el aumento de edad del sujeto.

Debe entenderse que un mayor aumento de la cantidad de MIC-1 detectada en el sujeto tras mediciones en serie
predice mas fuertemente progresién de cancer de prostata y, por consiguiente, una probabilidad aumentada de
muerte del sujeto debido a cancer de préstata, que un aumento menor. En algunas realizaciones, un aumento de la
cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicion en serie de >0,3 ng/ml en una muestra de suero
es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice fuertemente progresién de cancer de
prostata y una probabilidad aumentada de muerte del sujeto debido a cancer de préstata, mientras que un aumento
de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicién en serie de >0,6 ng/ml es probable que
represente una cantidad elevada de MIC-1 que predice incluso mas fuertemente progresion de cancer de prostata y
una probabilidad aumentada de muerte del sujeto debido a cancer de prostata.

En algunas realizaciones del segundo aspecto de la descripcion, el sujeto tiene mas de 35 afios de edad o, mas
preferiblemente, mas de 45 afios de edad. Sin embargo, en algunas realizaciones el sujeto puede tener mas de 55
afos de edad, o mas de 65 afos de edad, o incluso mas de 75 afios de edad.

Los resultados del método del segundo aspecto de la descripcion pueden usarse en combinacién con uno o mas de
otros indicadores de prondstico (por ejemplo suma de Gleason, PSA, estadio de TMN). Ademas, el uso de los
resultados del método en combinaciéon con una evaluacién de tincién estromal de MIC-1 de nucleos de tejidos de
cancer de prostata (tal como se describe en Bauskin et al. (2005) Cancer Res 65(6) 2330-233630), puede permitir
una capacidad de prondstico adicional entre cancer de prostata localizado mortal y no mortal (es decir cancer de
préstata confinado al 6érgano). La tincién estromal de MIC-1 de tejidos de cancer de préstata puede realizarse
usando cualquiera de los métodos adecuados bien conocidos por los expertos en la técnica incluyendo, por ejemplo,
mediante inmunohistoquimica usando un anticuerpo anti-MIC-1. Por consiguiente, el método puede comprender
ademas detectar la cantidad elevada de MIC-1 en combinacién con uno o mas factores de prondstico seleccionados
del grupo que consiste en suma de Gleason, cantidad de antigeno prostatico especifico, tincion estromal para MIC-1
y estadio de tumor-ganglio-metastasis.

Los sujetos con cancer de prostata pueden someterse a espera bajo vigilancia de su cancer, o pueden tratarse
mediante cualquier método incluyendo cirugia, radioterapia, ultrasonidos focalizados de alta densidad (HIFU),
guimioterapia, criocirugia, terapia hormonal, terapia génica, vacunacion, terapia con citocinas o de modulacion de
citocinas (por ejemplo terapia con anticuerpos), o alguna combinacion de estas terapias.

Por consiguiente, en un tercer aspecto, la presente descripcion proporciona un método de seleccion de sujetos, a los
que se les ha diagnosticado cancer de préstata, que se beneficiaran del tratamiento activo para cancer de préstata,
comprendiendo el método detectar una cantidad elevada de MIC-1 en una muestra corporal de prueba del sujeto, en
el que la cantidad elevada de MIC-1 indica que el sujeto se beneficiara del tratamiento activo para cancer de
préstata.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la cantidad elevada de MIC-1 indica que el sujeto se
beneficiara del tratamiento activo para cancer de prostata. En otras realizaciones, la cantidad elevada de MIC-1
indica fuertemente que el sujeto se beneficiara del tratamiento activo para cancer de prostata.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tratamiento activo para cancer de préstata” debe entenderse
como que se refiere a tratamiento para cancer de préstata que puede eliminar y/o controlar la enfermedad, tal como
la eliminacion de toda la glandula prostatica. Tal tratamiento activo puede estar asociado con efectos secundarios no
deseados pero puede prevenir que el cancer de préstata avance a un cancer de prostata mas potencialmente
mortal, es decir que avance a un estadio mas grave y perjudicial y/o presente metastasis. Los tratamientos activos
pueden incluir cirugia, radioterapia, ultrasonidos focalizados de alta densidad (HIFU), quimioterapia, criocirugia,
terapia hormonal, terapia génica, vacunacion, terapia con citocinas o de modulacién de citocinas (por ejemplo
terapia con anticuerpos), o alguna combinacion de estas terapias.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, al sujeto se le ha diagnosticado recientemente cancer
de prostata.

La muestra corporal de prueba preferida para su uso en el método del tercer aspecto es una muestra de suero; sin
embargo, otras muestras corporales tales como las mencionadas anteriormente en relacion con el método del primer
aspecto también pueden ser adecuadas.

La cantidad de lo que puede considerarse “cantidad elevada” de MIC-1 para los fines del método del tercer aspecto
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de la presente descripcién, puede variar segun el tipo de muestra corporal particular usado y la edad del sujeto tal
como se describio anteriormente para el primer aspecto de la invencion y el segundo aspecto de la descripcion.

Para una muestra de suero de un sujeto con diagndstico de cancer de préstata, una cantidad de MIC-1 de >1 ng/ml
es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica que el sujeto se beneficiara del tratamiento
activo para cancer de prostata. Ademas, una cantidad de MIC-1 de >1,3 ng/ml en una muestra de suero es probable
gue represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica fuertemente que el sujeto se beneficiara del tratamiento
activo para cancer de prostata; mientras que una cantidad de MIC-1 de >1,6 ng/ml es probable que represente una
cantidad elevada de MIC-1 que indica incluso mas fuertemente que el sujeto se beneficiara del tratamiento activo
para cancer de prostata.

La cantidad de MIC-1 presente en una muestra corporal de prueba puede determinarse facilmente tal como se
describié para el primer aspecto de la invencion y el segundo aspecto de la descripcion.

En una realizacion del tercer aspecto de la presente descripcion, la cantidad elevada de MIC-1 en la muestra
corporal de prueba se detecta mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y

(i) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) de sujeto(s) normal(es).

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la edad del/de los sujeto(s) normal(es) esta en el
plazo de 10 afios de la edad del sujeto del que se ha tomado la muestra corporal de prueba relevante. Mas
preferiblemente, el/los sujeto(s) normal(es) esta(n) en el plazo de 5 afios de la edad del sujeto del que se ha tomado
la muestra corporal de prueba relevante.

En algunas realizaciones del tercer aspecto de la presente descripcion, la cantidad elevada de MIC-1 en una
muestra corporal de prueba es un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicion
en serie. Por consiguiente, la cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de prueba puede determinarse en
diferentes puntos de tiempo en el mismo sujeto. Por ejemplo, la cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de
prueba puede detectarse en un sujeto antes del diagnostico de cancer de préstata, o inmediatamente tras el
diagnostico de cancer de prostata, y después a determinados intervalos de tiempo tras el diagnostico. Los intervalos
de tiempo pueden determinarse para cada caso segln las necesidades del sujeto. Los intervalos de tiempo pueden
ser, por ejemplo, de tres meses o0 un afio o dos afios, pero debe entenderse que el periodo de tiempo puede
ajustarse segun el estadio de enfermedad, o cualquier otro factor médico y de salud relevante, del sujeto. Por
consiguiente, una cantidad elevada de MIC-1 en una muestra corporal de prueba dentro de un sujeto puede
detectarse comparando la cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de prueba en un punto de tiempo dado con la
cantidad de MIC-1 en la misma muestra corporal de prueba en un punto de tiempo anterior. De esta manera, la
cantidad elevada de MIC-1 puede detectarse determinando el aumento de la cantidad de MIC-1 presente dentro de
cualquier sujeto dado a lo largo del tiempo.

Por consiguiente, en una realizacién del tercer aspecto de la presente descripcion, la cantidad elevada de MIC-1 en
la muestra corporal de prueba es un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando
medicién en serie mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y

(ii) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) del mismo sujeto en un punto de tiempo anterior.

En una realizaciéon de este tipo, la cantidad de MIC-1 aumentada dentro de un sujeto puede ajustarse para
compensar el aumento de MIC-1 normalmente asociado con el aumento de edad del sujeto.

Debe entenderse que un mayor aumento de la cantidad de MIC-1 detectada en el sujeto tras mediciones en serie
indica mas fuertemente que el sujeto puede beneficiarse de tratamiento activo para cancer de préstata. En algunas
realizaciones, un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicién en serie de
>0,3 ng/ml en una muestra de suero es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica
fuertemente que el sujeto puede beneficiarse de tratamiento activo para cancer de prOstata, mientras que un
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aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicion en serie de >0,6 ng/ml es probable
que represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica fuertemente que el sujeto se beneficiara del tratamiento
activo para cancer de préstata.

En algunas realizaciones del tercer aspecto de la presente descripcion, el sujeto tiene mas de 35 afios de edad o,
mas preferiblemente, mas de 45 afios de edad. Sin embargo, en algunas realizaciones el sujeto puede tener mas de
55 arfios de edad, o méas de 65 afios de edad, o incluso més de 75 afios de edad.

Los resultados del método del tercer aspecto de la descripcion pueden usarse en combinacién con uno o mas de
otros indicadores de prondstico (por ejemplo suma de Gleason y PSA). Ademas, el uso de los resultados del método
en combinacién con una evaluacion de tincién estromal de MIC-1 puede permitir una capacidad adicional para
seleccionar una estrategia de tratamiento. Por consiguiente, el método puede comprender ademas detectar la
cantidad elevada de MIC-1 en combinaciéon con uno o mas factores de prondstico seleccionados del grupo que
consiste en la suma de Gleason, cantidad de antigeno prostéatico especifico, tincion estromal de MIC-1 y estadio de
tumor-ganglio-metéastasis.

El presente solicitante también ha observado que los niveles en suero de MIC-1 pueden permanecer elevados en
pacientes con cancer de prdéstata incluso tras el tratamiento activo (es decir, los niveles de MIC-1 elevados pueden
deberse a cancer residual, no detectada) tal como cirugia o radioterapia. En tales casos, la medicion de tales niveles
de MIC-1 elevados tras el tratamiento puede indicar aquellos sujetos que pueden beneficiarse de terapia adyuvante.

Por tanto, en un cuarto aspecto, la presente descripcién proporciona un método de seleccién de sujetos para terapia
adyuvante tras el tratamiento de cancer de préstata, comprendiendo el método detectar una cantidad elevada de
MIC-1 en una muestra corporal de prueba del sujeto, en el que la cantidad elevada de MIC-1 indica que el sujeto se
beneficiara de terapia adyuvante.

Tal como se usa en el presente documento, el término “terapia adyuvante” debe entenderse como que se refiere a
un tratamiento adicional para cancer de préstata que puede eliminar y/o controlar la enfermedad, tal como la
eliminacion de toda la glandula prostatica. Tal terapia adyuvante puede estar asociada con efectos secundarios no
deseados pero puede prevenir que el cancer de préstata avance a un cancer de préstata mas potencialmente
mortal, es decir que avance a un estadio mas grave y perjudicial y/o presente metastasis. La terapia adyuvante
puede incluir cirugia, radioterapia, ultrasonidos focalizados de alta densidad (HIFU), quimioterapia, criocirugia,
terapia hormonal, terapia génica, vacunacion, terapia con citocinas o de modulacién de citocinas (por ejemplo
terapia con anticuerpos), o alguna combinacion de estas terapias.

La muestra corporal de prueba preferida para su uso en el método del cuarto aspecto es una muestra de suero; sin
embargo, otras muestras corporales tales como las mencionadas anteriormente en relaciéon con el método del primer
aspecto también pueden ser adecuadas.

La cantidad de lo que puede considerarse “cantidad elevada” de MIC-1 para los fines del método del cuarto aspecto
de la presente descripcion puede variar segin el tipo de muestra corporal particular usado y la edad del sujeto tal
como se describié anteriormente para el primer aspecto de la invencion y el segundo aspecto de la descripcion.

Para una muestra de suero de un sujeto con diagnostico de cancer de prostata, una cantidad de MIC-1 de >1 ng/ml
es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica que el sujeto se beneficiara de terapia
adyuvante para céancer de prostata. Ademas, una cantidad de MIC-1 de >1,3 ng/ml en una muestra de suero es
probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica fuertemente que el sujeto se beneficiara de
terapia adyuvante para cancer de préstata; mientras que una cantidad de MIC-1 de >1,6 ng/ml es probable que
represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica incluso mas fuertemente que el sujeto se beneficiara de
terapia adyuvante para cancer de prostata.

La cantidad de MIC-1 presente en una muestra corporal de prueba puede determinarse facilmente tal como se
describié para el primer aspecto de la invencion y el segundo aspecto de la descripcion.

En una realizacién del cuarto aspecto de la presente descripcion, la cantidad elevada de MIC-1 en la muestra
corporal de prueba se detecta mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y
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(i) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) de sujeto(s) normal(es).

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, la edad del/de los sujeto(s) normal(es) esta en el
plazo de 10 afios de la edad del sujeto del que se ha tomado la muestra corporal de prueba relevante. Mas
preferiblemente, el/los sujeto(s) normal(es) esta(n) en el plazo de 5 afios de la edad del sujeto del que se ha tomado
la muestra corporal de prueba relevante.

En algunas realizaciones del cuarto aspecto de la presente descripcion, la cantidad elevada de MIC-1 en una
muestra corporal de prueba es un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicion
en serie. Por consiguiente, la cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de prueba puede determinarse en
diferentes puntos de tiempo en el mismo sujeto. Por ejemplo, la cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de
prueba puede detectarse en un sujeto antes del diagnoéstico de cancer de préstata, o inmediatamente tras el
diagnostico de cancer de préstata, y después a determinados intervalos de tiempo tras el diagndstico, asi como en
determinados momentos tras el tratamiento para cancer de préstata. Los intervalos de tiempo pueden determinarse
para cada caso segun las necesidades del sujeto. Los intervalos de tiempo pueden ser, por ejemplo, de tres meses
o un afio o dos afos, pero debe entenderse que el periodo de tiempo puede ajustarse segun el estadio de
enfermedad, o cualquier otro factor médico y de salud relevante y tratamiento, del sujeto. Por consiguiente una
cantidad elevada de MIC-1 en una muestra corporal de prueba dentro de un sujeto puede detectarse comparando la
cantidad de MIC-1 en una muestra corporal de prueba en un punto de tiempo dado con la cantidad de MIC-1 en la
misma muestra corporal de prueba en un punto de tiempo anterior. De esta manera, la cantidad elevada de MIC-1
puede detectarse determinando el aumento de la cantidad de MIC-1 presente dentro de cualquier sujeto dado a lo
largo del tiempo.

Por consiguiente, en una realizacion del cuarto aspecto de la presente descripcién, la cantidad elevada de MIC-1 en
la muestra corporal de prueba es un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando
medicién en serie mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y

(ii) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) del mismo sujeto en un punto de tiempo anterior.

En una realizaciéon de este tipo, la cantidad de MIC-1 aumentada dentro de un sujeto puede ajustarse para
compensar el aumento de MIC-1 normalmente asociado con el aumento de edad del sujeto.

Debe entenderse que un mayor aumento de la cantidad de MIC-1 detectada en el sujeto tras mediciones en serie
indica méas fuertemente que el sujeto puede beneficiarse de terapia adyuvante para cancer de prostata. En algunas
realizaciones, un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicién en serie de
>0,3 ng/ml en una muestra de suero es probable que represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica
fuertemente que el sujeto puede beneficiarse de terapia adyuvante para cancer de prOstata, mientras que un
aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicién en serie de >0,6 ng/ml es probable
qgue represente una cantidad elevada de MIC-1 que indica fuertemente que el sujeto se beneficiara de terapia
adyuvante para cancer de préstata.

En algunas realizaciones del cuarto aspecto de la presente descripcion, el sujeto tiene mas de 35 afios de edad o,
mas preferiblemente, mas de 45 afios de edad. Sin embargo, en algunas realizaciones el sujeto puede tener mas de
55 arios de edad, o mas de 65 afos de edad, o incluso mas de 75 afios de edad.

Los resultados del método del cuarto aspecto de la descripcién pueden usarse en combinaciéon con uno o mas de
otros indicadores de prondstico (por ejemplo suma de Gleason y PSA). Ademas, el uso de los resultados del método
en combinacién con una evaluacion de tincién estromal de MIC-1 puede permitir una capacidad adicional para
seleccionar una estrategia de tratamiento. Por ejemplo, se ha mostrado anteriormente que los niveles de tincién
estromal de MIC-1 estan asociados con el desenlace de cancer de préstata tras una prostatectomia radical,
proporcionando la disminucion de niveles estromal un importante factor de prediccién independiente de recidiva de
la enfermedad™. Por consiguiente, el método puede comprender ademas detectar la cantidad elevada de MIC-1 en
combinaciéon con uno o mas factores de prondstico seleccionados del grupo que consiste en suma de Gleason,
cantidad de antigeno prostatico especifico, tincion estromal de MIC-1 y estadio de tumor-ganglio-metastasis.

La invencion se describira a continuacion en el presente documento mediante el siguiente ejemplo no limitativo y las
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figuras adjuntas.
Ejemplos

Ejemplo 1 Concentraciones en suero de MIC-1 en poblacion de control sana y pacientes con cancer de préstata —
s6lo para ilustracion

Materiales y métodos

Poblacién de estudio con cancer de préstata

La poblacién con cancer de préstata era parte de un estudio de control de casos, basado en poblacién, de la
etiologia de cancer de préstata conocido como el estudio Cancer Prostate in Sweden (CAPS, cancer de préstata en
Suecia), que se realiz6 en dos fases con inclusion entre enero de 2001 y octubre de 2003. En resumen, los sujetos
eran todos hombres de entre 35 y 79 afos de edad con adenocarcinoma de préstata verificado patolégicamente
(CIE-10: C61). Se tomaron muestras de suero de 1380 casos de cancer de préstata para el analisis en suero de
MIC-1. Se obtuvo informacién clinica tal como estadio de tumor-ganglio-metastasis (TNM), suma de Gleason,
concentracion de antigeno prostatico especifico (PSA) para diagnostico, y tratamiento primario mediante enlace con
el National Prostate Cancer Registry (tabla 1). Los pacientes con cancer de prdstata donaron sangre, en promedio
4,9 meses (intervalo de 0,7 a 23,7 meses) tras la fecha de diagndstico, que se almacend a -70°C hasta su analisis.

Poblacién de control aparentemente sana

Se seleccionaron aleatoriamente 876 sujetos varones, no afectados, aparentemente sanos, de la poblacion de
control del Swedish Population Registry, y se hizo coincidir la frecuencia con la distribucién esperada de los casos
de prostata descritos anteriormente por edad (en categorias de edad de 5 afios) y residencia geogréfica. Los casos
eran todos hombres de entre 35 y 79 afios de edad. Se tomaron muestras de suero de los 876 sujetos de la
poblacién de control para el analisis en suero de MIC-1.

Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de la cohorte de estudio.*

Caracteristica Vivos (1=1060) s (1105) - prostata (n21l)
Edad (afios) 66,2+7,1 71,6 +6,3 68,974
Niveles de PSA, ng/ml
<20 731 (69) 60 (57) 43 (20)
20-49 168 (16) 16 (15) 43 (20)
=50 135 (13) 27 (26) 120 (57)
Faltan 30 (3) 2(2 5(2)
Estadio clinico’

I 24 (2) 3(3) 0

Il 771 (72) 58 (55) 41 (19)
[} 177 (17) 32 (30) 53 (25)
v 71 (7) 10 (10) 114 (54)
Faltan 21 (2) 22 3(1)
Puntuacién de Gleason

2-6 576 (54) 52 (50) 11 (5)
7 287 (27) 28 (27) 64 (30)
8-10 107 (10) 19 (18) 92 (44)
Faltan 94 (9) 6 (6) 44 (21)
Tratamiento primario

Espera bajo vigilancia 197 (19) 28 (27) 12 (6)
Curativo 599 (56) 32 (30) 29 (14)
Paliativo 268 (25) 45 (43) 170 (81)
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Concentracion de MIC-1 1066 + 602 1745 £ 1206 2265 +3101
en suero (pg/ml)

* Los valores con el signo mas-menos son medias + DE.

t Estadiolzcll'nico agrupado segun la clasificacion de TNM de la Union Internacional Contra el Cancer de tumores
malignos™.

Evaluacién de sequimiento

Se logr6é un seguimiento completo para determinar la mortalidad especifica por cancer de préstata hasta el 1 de
marzo de 2007 mediante enlace de registros con el Swedish Cause of Death Registry usando el nimero de registro
nacional Unico de cada participante del estudio. La revisién de los certificados de defuncion, realizada por un
oncdlogo experto, establecid la causa de la muerte para los sujetos fallecidos después del 31 de diciembre de 2004,
definiéndose la muerte especifica por cancer de prostata como aquellos que tenian cancer de prostata clasificado
como causa de la muerte subyacente. El tiempo de seguimiento promedio fue de 4,6 afios (intervalo de 0,6 a 6,5
afios). Un total de 325 (23%) pacientes con cancer de prostata murieron durante el seguimiento y de ellos 218 (15%)
tenian cancer de prostata clasificado como causa de la muerte subyacente. Entre la poblacion de control no
afectada, 82 (9%) murieron durante el seguimiento.

Determinacion de niveles en suero de MIC-1

Se determinaron los niveles en suero de MIC-1 usando un ELISA de tipo sandwich de MIC-1. El ELISA de tipo
sandwich se establecié usando el anticuerpo monoclonal (AcM) de ratén 26G6H6° para la captura del antigeno y un
anticuerpo policlonal (AcP) de oveja 233B3-P para la deteccion®. Se determiné la concentracion 6ptima de ambos
anticuerpos y después se usO para todos los estudios posteriores. Se recubrieron placas de ELISA Maxisorp de
noventa y seis pocillos con sobrenadante de AcM 26G6H6 diluido 1:5 (la concentracion final era de
aproximadamente 20 ng/ml) en tampdn de recubrimiento (carbonato 0,1 mol/l en agua destilada, pH 9,4-9,8) a 4°C
durante 24 horas. Entonces se lavaron las placas de ELISA tres veces con 300 pl/pocillo de albumina de suero
bovina (BSA) al 1% (p/v) en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) durante 2 h a 37°C. Entonces se
afiadieron patrones de MIC-1 recombinante humana (rhMIC-1), sobrenadante de cultivo tisular o suero de paciente a
las placas (100 pl/pocillo) y se incubaron durante 1 h a 37°C. Se lavaron las placas tres veces, seguido por la adicion
de 100 pl/pocillo del AcP de oveja 233B3-P diluido 1:5000 en diluyente de anticuerpo (dil. de Ac; PBS que contenia
BSA al 1% (p/v) y Tween-20 al 0,05% (v/v)) y se incubaron durante 1 h a 37°C. Entonces se lavaron las placas de
ELISA tres veces, y se afiadieron 100 pl/pocillo de anticuerpo de burro anti-IgG oveja biotinilado diluido hasta 1:5000
de dil. de Ac y se incubaron durante 1 h a 37°C. Se lavaron las placas cuatro veces, seguido por la adicién de
100 pl/pocillo de sustrato de peroxidasa (diclorhidrato de o-fenilendiamina 1 mg/ml (Sigma)) en tampén fosfato-
citrato 0,05 mol/l que contenia H,O- al 0,014%, pH 5,0 (Sigma). Se dej6 que avanzara el desarrollo de color durante
5-15 min y se terminé mediante la adicion de 100 pl/pocillo de H,SO4 4 N. Se midié la absorbancia a 490 nm en un
lector de microplacas. Se determind la concentraciéon de MIC-1 humana (hMIC-1) en las muestras mediante
comparacién con la curva patron de rhMIC-1. Se construyo la curva patron usando software de ajuste de curva
patrén suministrado con el lector de microplacas (Pasteur Diagnostics). Se determiné la concentracion de rhMIC-1
en la curva patron basandose en una comparacion de este patron con un patrén maestro de MIC-1 recombinante
altamente purificada. Se determiné la concentracion de proteina en el patrén maestro mediante un promedio de ocho
estimaciones de la composicion de aminoacidos totales. Todas las muestras se sometieron a ensayo por triplicado
en al menos dos ocasiones. Los resultados se presentan como la media +/- DE. Las muestras de suero se marcaron
de manera ciega para la determinacion de concentraciones en suero.

Andlisis estadistico

Se compararon los niveles en suero de MIC-1 por edad usando andlisis de ANOVA, con niveles de concentracion de
MIC-1 sometidos a transformacién logaritmica. Se evalud la supervivencia desde la fecha de diagnéstico hasta la
fecha de muerte o hasta la fecha de censura (1 de marzo de 2007). Se censur6 el tiempo de supervivencia en el
momento de la muerte para los pacientes que murieron por causas distintas de cancer de prostata. Se ajustaron
modelos de regresion de Cox para evaluar las razones de riesgos (HR) de mortalidad por cancer de prostata
mediante niveles en suero de MIC-1.

Resultados

Asociacién entre concentracién en suero de MIC-1 en la poblacién de control no afectada y la edad

Tal como se muestra en la tabla 2 y la figura 1, la concentracion en suero de MIC-1 se correlaciona fuertemente con
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la edad de los sujetos de la poblacion de control aparentemente sana, no afectada. Por ejemplo, la concentracién en
suero de MIC-1 media + DE para los sujetos de 45-54 afios de edad fue de 543 + 352 pg/ml; mientras que fue de
1260 + 1033 pg/ml en los sujetos de 75-79 afios de edad.

Tabla 2 Datos estadisticos descriptivos de las concentraciones en suero de MIC-1 entre la poblacién de control

Edad N.© Min. Cuar. Media Mediana  Cuart. Max. Intervalo DE
del 25% del 75% intercuartilico
45-54 40 239 439 613 543 679 2467 240 352
55-59 88 235 486 762 626 914 3983 428 496
60-64 192 156 614 967 831 1087 4052 472 604
65-69 174 301 761 1177 926 1199 9638 438 1136
70-74 194 341 750 1190 1025 1430 4710 680 687
75-79 188 414 976 1551 1260 1765 7825 789 1033

P global 5,6E-41
TANOVA

Asociacién entre la concentracién en suero de MIC-1 en la poblacién de control no afectada y la supervivencia global

Tal como se muestra en la tabla 3, la concentraciéon en suero de MIC-1 mostrd sorprendentemente una fuerte
correlacion inversa con la supervivencia global en la cohorte de la poblacién de control. Por ejemplo, cuando se
estratificé la poblacién de control en cuartiles segun el nivel de MIC-1 en suero, sélo el 3% de la poblacién de control
con una concentracion en suero de MIC-1 de <673 pg/ml murié por cualquier causa; mientras que el 22% de la
poblacién de control con una concentracion en suero de MIC-1 de >1299 pg/ml murié por cualquier causa.

Tabla 3 Razones de riesgos mediante concentraciones en suero de MIC-1 para la muerte por cualquier causa entre
876 muertes en la poblacién de control

;"’l‘ét_olr (pgfml)pred'cc'on S'\I'J';;?Oes Ne | (%) | HR! IC del 95% HR? | IC del 95%

<673 219 6 | 3% | 1,00

673-934 219 14 | 6% | 2,40 | 0,92 | 6,25 | 1,97 | 0,74 | 524
935-1299 219 14 | 6% | 2,38 | 091 | 6,19 | 157 | 058 | 427
>1299 219 48 | 22% | 883 | 3,78 | 20,64 | 523 | 2,11 | 12,96

" Razones de riesgos de modelos de Cox
% Razones de riesgos de modelos de Cox ajustados para la edad

Cohorte de pacientes con cancer de prdstata y seguimiento

En total, 414 (30%) de los casos de cancer de préstata se descubrieron a través de una concentracion de PSA
elevada en una prueba de PSA; y a 897 (65%) de los pacientes se les diagnosticé una enfermedad localizada, en la
que el cancer estaba confinado dentro de la cdpsula prostatica sin evidencias de propagacion regional o distante
(tabla 1). La mayoria de los pacientes recibieron tratamiento inicial; el 48% de la cohorte de estudio se trataron de
manera primaria con intencién curativa y el 35% con intencion paliativa. Durante el seguimiento, 316 (23%) de los
1380 hombres murieron y, de ellos, 218 (15%) tenian cancer de prdéstata clasificado como causa de la muerte
subyacente. El tiempo de seguimiento promedio fue de 4,7 afos (intervalo de 0,1 a 5,9 afios).

Concentraciones en suero de MIC-1 y estadio clinico de |la enfermedad de cancer de préstata

Las concentraciones en suero de MIC-1 se diferenciaron significativamente en diferentes estadios clinicos de cancer
de prostata (P<0,001). Se observaron concentraciones en suero de MIC-1 significativamente elevadas entre
pacientes con cancer de préstata en estadio Il localmente avanzado (media = 1394 pg/ml, p<0,001) y entre
pacientes con cancer de préstata en estadio IV metastasico (media = 2084 pg/ml, p<0,001) en comparacion con
pacientes con enfermedad en estadio |-l localizada (media = 1101 pg/ml).
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Concentraciones en suero de MIC-1 y muerte por cancer de préstata

Se estratificaron los pacientes con cancer de préstata en cuartiles segun los niveles de MIC-1 en suero. La
distribucién de concentraciones en suero de MIC-1 en pacientes que murieron en Ultima instancia por cancer de
prostata estaba sesgada hacia el cuartil superior en comparacion con los pacientes que sobrevivieron (figura 2). Un
andlisis de regresion de Cox de una Unica variable reveld una fuerte asociacién entre concentraciones de MIC-1
crecientes y tasas de muerte superiores, estando asociado cada incremento del 100% en la concentracion de MIC-1
sometida a transformacion logaritmica con una tasa de muerte cuatro veces superior (P para la tendencia <0,001).
Aunqgue sélo el 6% de los pacientes con concentraciones en suero de MIC-1 <722 pg/ml murieron durante el
seguimiento, el 30% de los pacientes con concentraciones en suero de MIC-1 >1466 pg/ml murieron,
proporcionando un gradiente de 6 veces (razén de riesgos = 6,1, intervalo de confianza (IC) del 95% = de 3,8 a 9,8;
tabla 4).

El ajuste para la suma de Gleason, estadio de TNM y concentracion de PSA atenud la fuerza de la asociacion entre
las concentraciones en suero de MIC-1 y la supervivencia del cancer de préstata. Sin embargo, las concentraciones
de MIC-1 superiores siguieron siendo un factor de prediccion independiente de pronéstico con una tasa de muerte
mas de tres veces superior en la mayor categoria en comparacion con la menor (razén de riesgos = 3,4, IC del 95%
=de 2,0 a 5,8; tabla 4).

En comparaciéon con la cohorte de estudio total, se observdé una asociacion incluso mas fuerte entre las
concentraciones en suero de MIC-1 y la supervivencia del cancer de prostata entre pacientes con enfermedad
localizada. Los pacientes con las mayores concentraciones de MIC-1 en suero encontraron una tasa de muerte 11
veces superior a la de aquellos en la menor categoria (razén de riesgos = 11,4, IC del 95% = de 3,4 a 38,3). En un
analisis ajustado, MIC-1 sigui6 siendo un factor de prondstico independiente con una tasa de muerte casi seis veces
superior en la mayor categoria en comparacion con la menor (razon de riesgos = 5,8, IC del 95% = de 1,7 a 20,2).

Precisién predictiva de las concentraciones en suero de MIC-1 para el desenlace del cancer de préstata

Las concentraciones en suero de MIC-1 mostraron una buena precision predictiva en la clasificacion de cancer de
prostata mortal de no mortal para momentos de seguimiento tempranos; sin embargo, la capacidad de distincion
disminuyé gradualmente con el tiempo hasta aproximadamente 0,68 al final del seguimiento, dando como resultado
un resumen de concordancia global de 0,70 (IC del 95% = de 0,65 a 0,72; figura 3). El resumen de concordancia
global aumenté significativamente desde 0,82 para el modelo predictivo que incluia PSA y suma de Gleason hasta
0,84 para el modelo predictivo que también incluia MIC-1 (p < 0,001). Entre pacientes con diagnostico de
enfermedad localizada, el resumen de concordancia global aumenté significativamente desde 0,82 hasta 0,86 (p <
0,001) cuando se incluyé MIC-1 ademas de PSA y la suma de Gleason en el modelo predictivo.

Tabla 4 Razones de riesgos mediante niveles en suero de MIC-1 para la muerte por cancer de prostata entre 1380
pacientes con cancer de prostata.

Frecuencia de muertes por cancer
de prostata

Concentracion en

ol o
suero de MIC-1 Numero de N.° de

.. 1 0 2 0
pacientes pacientes proporcion HR IC del 95% HR IC del 95%

(pg/ml)
MIC-1
<722 345 21 0,06 1,0 1,0
722-1015 345 32 0,09 1,6 0,9-2,7 1,1 0,6-1,9
1016-1466 345 56 0,16 2,8 1,7-4,7 1,8 1,0-3,0
>1466 345 102 0,30 6,1 3,8-9,8 3,4 2,0-5,8
Tendencia de P <0,001 <0,001
Suma de Gleason
2-6 673 18 0,03 1,0 1,0
7 444 87 0,20 8,1 4,9-13,4 4,0 2,3-6,8
8-10 233 101 0,43 22,4 13,5-37,0 7,9 4,5-13,8
Tendencia de P <0,001 <0,001
Estadiode T
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T1-T2 947 62 0,07 1,0 1,0

T3-T4 406 146 0,36 6,8 5,1-9,2 1,9 1,4-2,7
PSA

0-19 834 43 0,05 1,0 1,0

20-49 227 43 0,19 4,0 2,6-6,1 1,8 1,2-2,9
50+ 282 120 0,43 11,0 7,8-15,6 2,0 1,3-3,0
Tendencia de P <0,001 <0,001

Metastasico

Confinado a 1188 104 0,09 1,0 0 1,0

organo

N+ 39 15 0,38 51 2,9-8,7 3,2 1,8-5,7
M+ 134 90 0,67 13,2 9,9-17,6 4,2 3,0-5,9
Tendencia de P <0,001 <0,001

'Razones de riesgos de modelos de Cox de una tinica variable

’Razones de riesgos de un modelo de Cox multiple que incluye MIC-1, suma de Gleason, estadio de TNM, PSA
en el diagnéstico y presencia de metastasis regionales o distantes como covariables.

Discusioén

Los estudios descritos en este ejemplo confirman la asociacion entre las concentraciones en suero de MIC-1 y el
estadio de enfermedad y demuestran el valor pronéstico de la concentracion de MIC-1 en suero en una gran cohorte
basada en poblacion de pacientes con cancer de prostata. En analisis de mdltiples variables, ajustados para factores
de prondstico importantes incluyendo la suma de Gleason, estadio clinico y concentracién de PSA en el diagnostico,
MIC-1 siguié siendo un indicador de prondstico independiente del desenlace de la enfermedad.

De manera importante, en enfermedad confinada a érgano, una concentracién de MIC-1 en suero elevada era un
factor de prediccion fuerte, independiente, de cancer de préstata mortal en Ultima instancia. El valor predictivo de
concentraciones de MIC-1 en suero se potencio adicionalmente cuando también se usaron marcadores tradicionales
de enfermedad (suma de Gleason y PSA) para clasificar cancer de préstata mortal de no mortal. El valor pronostico
de MIC-1 en suero, suma de Gleason y PSA en cancer de préstata inicialmente localizado fue especialmente
pronunciado. Estos resultados indican fuertemente que la concentracion de MIC-1 en suero es un importante
biomarcador que puede predecir la progresion del cancer de prostata.

Los estudios también muestran que la combinacién de la concentracién de MIC-1 en suero con la concentracion de
PSA y suma de Gleason mejora significativamente la precision del prondstico del desenlace de la enfermedad,
especialmente entre pacientes con enfermedad localizada. Especificamente, esta mejora fue la mas pronunciada en
predicciones de acontecimiento temprano con una disminucion gradual del beneficio predictivo al aumentar el tiempo
de seguimiento. Por tanto, puede usarse una alta concentracién de MIC-1 en el diagnéstico para identificar pacientes
gue pueden beneficiarse de un tratamiento adyuvante sistémico primario ademas de tratamiento local.

A pesar de la fuerte relacion de MIC-1 con cancer, su papel en la tumorigénesis no se entiende bien®. La mayoria de
los estudios notifican un papel antitumorigénico de MIC-1 tanto en la regulacién del crecimiento tumoral® *" 8,
mediante induccion de apoptosis a través de rutas tanto dependientes de p53 como independientes de p53, como
mediante actividad antiangiogénicalg; sin embargo, también se ha notificado potenciacion de la actividad
tumorigénicazo. En los presentes estudios, se observo una asociacion significativa entre concentraciones en suero
de MIC-1 y supervivencia especifica de cancer de prostata. La direccidon constante de la asociacién entre las
concentraciones de MIC-1 en suero y la muerte por cancer de prostata sugiere un papel funcional de MIC-1 en la
progresion del cancer de préstata.

En conclusion, las concentraciones en suero de MIC-1 estaban notablemente elevadas en pacientes con cancer de
préstata con enfermedad localmente avanzada y metastasica. Ademas, las concentraciones de MIC-1 en suero
fueron un fuerte factor de prediccién de muerte por cancer de prostata, independiente de factores de prondstico
conocidos, particularmente entre pacientes con enfermedad confinada a la glandula prostatica. Ademas, las
concentraciones de MIC-1 en suero mostraron una fuerte correlacién con la edad y, ademas, la supervivencia global
entre la poblacién de control.

Ejemplo 2 Examen adicional de la asociacion de MIC-1 en suero con la supervivencia en la cohorte de la poblacion
de control de hombres aparentemente sanos
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Materiales y métodos

Evaluacién de seguimiento de sujetos de la poblacién de control de hombres

Para la cohorte inicial de 876 hombres aparentemente sanos descrita anteriormente, se logré6 un seguimiento
completo de la mortalidad especifica hasta el 1 de marzo de 2007 mediante enlace de registros con el Swedish
Cause of Death Registry usando el nimero de registro nacional Unico de cada participante del estudio. La revisién
de los certificados de defuncién estableci6é la causa de la muerte para individuos fallecidos después del 31 de
diciembre de 2004. El tiempo de seguimiento promedio fue de 5,2 afios (intervalo de 0,1 a 5,9 afios). Un total de 102
pacientes (12%) murieron durante el seguimiento, obteniéndose la causa de la muerte a partir de los certificados de
defuncion y codificandose segun las normas de la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE). Ademas de
mirar la mortalidad global, se examinaron las causas primarias de la muerte debida a cancer (CIE9 de 140 a 239,
CIE10 de C00 a D48) y enfermedad cardiovascular (CVD) (CIE9 de 401 a 459 o CIE10 de 110 a 199).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la mediana y () intervalo, a menos que se indique otra cosa, indicando p<0,05 la
significacion. Se compararon cohortes usando prueba de la t para datos independientes y analisis de la chi cuadrado
para variables continuas y categdricas, respectivamente. Dado que muchos valores no estaban distribuidos de
manera normal, se calcularon correlaciones entre marcadores mediante la prueba de los rangos de Spearman. Se
compararon diferencias en las tasas de supervivencia acumulativas entre pacientes con diversos niveles de MIC-1.
La exposicion se calculé desde la fecha de extraccion de sangre hasta la fecha de muerte censurando en primer
lugar para la duracién del intervalo de tiempo de interés. Se estimaron los riesgos relativos (RR) no ajustados y
ajustados de muerte y el IC del 95% mediante el uso de modelos de riesgos proporcionales de Cox. Se estimaron
los RR ajustados tras ajustar en primer lugar modelos con variables identificadas en andlisis anteriores como
factores de riesgo independientes. Se calcularon curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier y se
compararon entre grupos de estratificacién de riesgos usando la estadistica de rangos logaritmicos. Cuando se
compararon coeficientes de correlacion, se determiné el valor r de las correlaciones mediante la prueba de la z de
correlacion y se comparé usando la transformacion de r a z de Fisher. Se realizd6 una comparacién de riesgos
relativos tal como se describié anteriormente®. Se realizaron andlisis con el software StatView 5.0 (SAS Inc.,
Campus Drive, Cary, NC, Estados Unidos de América).

Resultados y discusion

Caracteristicas de la cohorte de la poblacién de control de hombres

De los 876 sujetos incluidos, 102 murieron durante el tiempo de seguimiento. De ellos, 30 murieron por cancer y 46
pacientes padecieron acontecimientos cardiovasculares, de los cuales 13 fueron acontecimientos isquémicos del
miocardio. Los 26 pacientes restantes murieron por otras causas 0 no pudieron clasificarse con seguridad
basandose en su certificado de defuncién (tabla 5). La mediana del nivel de MIC-1 en suero fue de 934 pg/ml
(intervalo de 156-9638 pg/ml; intervalo intercuartilico de 628 pg/ml).

Tabla 5 Datos descriptivos para la cohorte de la poblacién de control de 876 hombres aparentemente sanos

Variable Especifica Datos"
Edad en la extraccion de sangre (afios) 68 £12
Tiempo de seguimiento (afios) 53+0,5
Estado de fumador n (%)

Nunca 330 (38%)

Actual o anterior 513 (58%)

Desconocido 33 (4%)
Nivel de MIC-1 (pg/ml) 935 + 627
IMC (kg/m?) 25,9+39
Mortalidad n (%)

Vivos 774 (88%)

Muertos 102 (12%)
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Causa de la muerte n (%)

Cardiovascular 43 (42%)
Tiempo de seguimiento 3,3+29
Céncer 33 (33%)
Tiempo de seguimiento 2,7+22
Otra 26 (25%)
Tiempo de seguimiento 31+17

"Los datos se presentan como mediana * intervalo intercuartilico o nimero absoluto (% de cohorte)

El nivel de MIC-1 en suero es un factor de prediccién de muerte en una poblacién de hombres normales

Los niveles de MIC-1 en suero se correlacionaron significativamente con la edad y predijeron la mortalidad en la
cohorte de todos hombres con un riesgo de muerte relativo ajustado por la edad de 3,38 (IC del 95%=1,38-8,26). Los
niveles de MIC-1 en suero por encima de la mediana (935+627 pg/ml) de los 876 sujetos de la cohorte de control de
hombres se asociaron con muerte (p<0,0001). Una representacion grafica de Kaplan-Meier de sujetos estratificados
mediante la mediana de MIC-1 en suero (935 pg/ml) muestra que los sujetos con niveles de MIC-1 superiores a la
mediana tenian una supervivencia significativamente peor en comparacion con la supervivencia de sujetos con
niveles de MIC-1 por debajo de la mediana (el 82% en comparacion con el 94%; p<0,0001; figura 4A). Ademas, el
nivel de MIC-1 en suero era significativamente superior en sujetos que murieron en Ultima instancia dentro del
periodo de estudio (mediana = 885 pg/ml para sujetos que sobrevivieron en comparacién con la mediana =
1432 pg/ml para sujetos que murieron; p<0,0001). Sin embargo, los sujetos que murieron eran significativamente
mayores que los que sobrevivieron (mediana de la edad en la extraccion de sangre para los supervivientes = 67
afios en comparacion con la mediana de la edad en la extracciéon de sangre para los que murieron = 75 afios;
p<0,0001). Ademas, el nivel de MIC-1 en suero se correlacioné con la edad (p=0,458; p<0,0001). La cohorte se
dividié en cuartiles basandose en los niveles de MIC-1 en suero y volvié a examinarse tal como se muestra en la
figura 4B. La mayoria de los sujetos que murieron dentro del periodo de seguimiento tenian niveles de MIC-1 en
suero en el cuartil superior (>1299 pg/ml). Ademas, el nivel de MIC-1 en suero en el cuartil superior estaba
significativamente asociado con la mortalidad (p<0,0001), sobreviviendo tan solo el 74% de los sujetos en este
cuartil en comparaciéon con mas del 90% de sujetos en los tres cuartiles inferiores. En hombres que murieron en
Ultima instancia debido a causas no cardiovasculares o distintas de cancer, la enfermedad cardiovascular y el cancer
tenian mas probabilidad de tener niveles de MIC-1 en suero en el cuartil superior (p=0,0034, p<0,0001, p= 0,0429,
respectivamente). Usando el modelo de riesgos proporcionales de Cox, un nivel de MIC-1 en suero en el cuartil
superior generd un riesgo de muerte aumentado mas de 7 veces (RR de 7,05; IC del 95% de 3,49-14,25) tal como
se muestra en la tabla 6. Cuando se ajustd para otros riesgos de mortalidad, historia de fumador, IMC y edad, una
MIC-1 en suero en el cuartil superior todavia estaba significativamente relacionada con el riesgo de mortalidad futura
(RR de 3,38; IC del 95% de 1,38-8,26; tabla 6).

Tabla 6 Andlisis de riesgos proporcionales de Cox de mdltiples variables de la mortalidad por cualquier causa en la
cohorte de la poblacion de control de hombres

Ajuste n Razoén de riesgos IC del 95% p
Cuartil de MIC-1 t
156-672 pg/ml 219 1
673-934 pg/ml 219 1,94 0,87-4,35 0,1078
935-1299 pg/ml 219 2,25 1,02-4,94 0,0434
> 1299 pg/ml 219 7,05 3,49-14,25 <0,0001
Cuartil de MIC-1 ¥
156-672 pg/ml 219 1
673-934 pg/mi 219 1,89 0,737-4,85 0,1854
935-1299 pg/ml 219 1,43 0,55-3,68 0,462
> 1299 pg/ml 219 3,38 1,38-8,26 0,0077
T En bruto t Ajustado para la edad, IMC e historial de fumador

Por consiguiente, el nivel de MIC-1 en suero proporciona un factor de prediccion independiente y potente de la
mortalidad por cualquier causa futura en una poblacién de hombres normales.

Ejemplo 3 Asociacion de la MIC-1 en suero en una cohorte independiente de gemelos
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Con fines de validacion, se examind la asociacion de la MIC-1 en suero con la supervivencia en una cohorte
independiente de gemelos.

Materiales y métodos

Cohorte de gemelos

La cohorte de gemelos incluyd 308 sujetos gque comprendian 154 parejas de gemelos del mismo sexo) que se
encontraba dentro del Swedish Twin Registry”, actualmente el mayor registro de gemelos basado en la poblacién
en todo el mundo que registra a mas de 85.000 parejas de gemelos nacidos desde 1886. El subconjunto de gemelos
para los andlisis actuales participé en estudios de envejecimientozz’zs. La cigosidad se habia determinado
previamente preguntando a las parejas si eran “tan parecidos como dos gotas de agua”’ o “no mas parecidos que
hermanos en general”; y se confirmd la cigosidad para todas las parejas o bien mediante polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP) o bien mediante pruebas seroldgicas y marcadores de microsatélites.

Evaluacién de seguimiento de la cohorte de gemelos

Para los 308 sujetos dentro de la poblacién de gemelos, se obtuvieron tasas de muerte a través del registro de la
poblacién total hasta el final de 2003 y las causas de la muerte estaban disponibles mediante enlace con el Swedish
Cause of Death Registry usando el nimero de registro personal de cada gemelo (PRN). El Cause of Death Registry,
establecido en 1961, esta completo al 99% para toda la poblacién sueca que ha muerto desde 1961. Se actualizaron
las causas de la muerte hasta el final de 2001. Las muertes por causas especificas se obtuvieron a partir de
certificados de defuncién y se codificaron segin las normas de la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE).
Ademas de examinar la mortalidad global, se evaluaron las causas primarias de la muerte debida a cancer (CIE9 de
140 a 239, CIE10 de C00 a D48) y CVD (CIE9 de 401 a 459 o CIE10 de 110 a 199). Se derivé informacion sobre la
edad y el sexo del Swedish Twin Registry. Se calculd el tiempo de observacion para cada gemelo a partir de la fecha
de entrada en la cohorte, tal como se define mediante la fecha de extraccién de sangre (1992-1996), hasta la
aparicion de muerte o la censura (supervivencia) al final del periodo de observacién (31 de marzo de 2003).

Determinacién de la longitud de telémeros

Se disponia de sangre completa para el analisis de telomeros para 154 parejas de geme|0524. Se evalué la longitud
de telomeros mediante analisis de fragmentos de restriccion terminales (TRF), que se basa en la digestion con
enzimas de restriccion y la hibridacion mediante transferencia de tipo Southern de un minimo de 10° células para
medir la longitud promedio de telémeros. Esta era una de las primeras técnicas y mas ampliamente usadas y
produce resultados fiables, aunque sesga los resultados frente a la deteccion de telémeros cortos. Se midio la
longitud de telémeros para participantes del estudio en una serie de 18 lotes. Con el fin de tener en cuenta posibles
diferencias especificas de lote en las mediciones de telémeros, se normalizaron las longitudes de telémeros de cada
lote respectivo por separado para ajustarse a una distribucidon normal y después se combinaron las longitudes de
teldmeros normalizadas de cada lote para el analisis de una variable de longitud de telémeros continua. Cuando se
analizé la longitud de telomeros como variable categérica, cada lote se dividié independientemente en cuartiles
basandose en la longitud, y después se combind cada cuartil a lo largo de los lotes. Tanto los métodos de
normalizacion como de cuartiles fueron medidas que controlan la variacion de mediciones entre lotes. Para verificar
el control de variaciones entre lotes, los andlisis se limitaron a longitudes de telémeros normalizadas de las 33
parejas de gemelos en las que los gemelos conjuntos se midieron en el mismo lote.

Determinacion de niveles de MIC-1 en suero

Se determinaron las concentraciones en suero de MIC-1 (pg/ml) usando un ELISA de tipo sandwich sensible?,
establecido usando el anticuerpo monoclonal (AcM) de ratén 26G6H6 para la captura de antigeno y un anticuerpo
policlonal (AcP) de oveja 233B3-P para la deteccion, tal como se describié anteriormente. Todas las muestras se
sometieron a ensayo por triplicado y el coeficiente de variacién entre muestras fue inferior al 12 por ciento.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico tal como para el ejemplo 2.

Resultados y discusion
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Caracteristicas de la cohorte de gemelos

Tal como se muestra en la tabla 7, los sujetos en la cohorte de gemelos eran significativamente mayores que los
sujetos de la cohorte de la poblacion de control de hombres en la extraccion de sangre (mediana para la cohorte de
gemelos = 78 afios en comparacion con la mediana para la cohorte de la poblacién de control de hombres =
68 afios; p<0,0001). La cohorte de gemelos tenia niveles de MIC-1 en suero superiores (mediana=1393 pg/ml;
intervalo de 428-8064 pg/ml; intervalo intercuartilico de 1056 pg/ml; p<0,0001) a la cohorte de la poblacién de control
de hombres, y el nivel de MIC-1 en suero se correlacionaba significativamente con la edad (p=0,614; p<0,0001).
Adicionalmente, la poblacion de gemelos tenia un IMC significativamente inferior (mediana= 23,84 kg/mz) al de la
cohorte de la poblacion de control de hombres (mediana = 25,92 kg/mz; p<0,0001).

Tabla 7 Datos descriptivos para la cohorte de gemelos de 308 sujetos

Variable Especifica Datos"
Edad en la extraccion de sangre (afios) 78+14
Tiempo de seguimiento (afios) 9,4+77
Sexo, n (%)

Hombres 98 (32%)

Mujeres 210 (68%)
Cigosidad n (%)

Monocigotos 168 (56%)

Dicigotos 140 (44%)
Estado de fumador n (%)

Nunca 203 (67%)

Actual o anterior 105 (33%)

Desconocido 0
Nivel de MIC-1 (pg/ml) 1393 + 1056
IMC (kg/m?) 23,8+3,6
Mortalidad n (%)

Vivos 109 (35%)

Muertos 199 (65%)
Causa de la muerte n (%)

Cardiovascular 92 (46%)

Tiempo de seguimiento 53+4,4

Cancer 29 (15%)

Tiempo de seguimiento 47+4,0

Otra 78 (39%)

Tiempo de seguimiento 8,5+6,9
'Los datos se presentan como la mediana = intervalo intercuartilico o nimero absoluto (% de cohorte)

De los 199 sujetos que murieron, 29 murieron por cancer, y 92 por causas cardiovasculares, de las cuales 41 fueron
infartos de miocardio. Los sujetos que murieron en Ultima instancia de la cohorte de gemelos eran mayores en la
toma de muestras de sangre que los sujetos que murieron de la cohorte de la poblacion de control de hombres
(mediana = 83 afios para la cohorte de gemelos en comparacion con la mediana = 71 afios para la cohorte de la
poblacién de control de hombres; p<0,0001). Al contrario que la cohorte de la poblacién de control de hombres, en la
cohorte de gemelos habia mas del 67% de mujeres, aungue no hubo diferencias significativas en los niveles de MIC-
1 en suero entre los sexos (mediana del nivel de MIC-1 para hombres en la cohorte de gemelos = 1407 pg/ml en
comparacion con la mediana del nivel de MIC-1 para mujeres en la cohorte de gemelos = 1383 pg/ml; p=0,5149). Sin
embargo, las mujeres en la cohorte de gemelos eran significativamente mayores que los hombres en la cohorte de
gemelos en la toma de muestras de sangre (mediana de la edad para mujeres en la cohorte de gemelos = 82 afios
en comparacion con la mediana de la edad para hombres en la cohorte de gemelos = 74 afios; p<0,0001). No hubo
diferencias en las tasas de muerte entre hombres y mujeres (p=0,6268). Resulta interesante que la MIC-1 en suero
estaba correlacionada negativamente con la longitud de telomeros (p=-0,181; p=0,0011). Los niveles de IL-6 en
suero estaban disponibles para 117 sujetos de la cohorte de gemelos y los niveles de CRP estaban disponibles para
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109 sujetos de la cohorte de gemelos. El nivel de MIC-1 en suero estaba correlacionado con la IL-6 en suero
(p=0,233; p=0,0121); sin embargo, la MIC-1 en suero no estaba correlacionada con el nivel en suero de CRP
(p=0,054; p=0,5765). Dado que la IL-6 en suero, CRP, edad y longitud de telémeros e IMC son todos marcadores de
mortalidad establecidos, se compar6 su capacidad para predecir la mortalidad con la del nivel de MIC-1 en suero.

MIC-1 es un marcador independiente validado de mortalidad futura

Se estratificaron los niveles de MIC-1 en suero de sujetos en la cohorte de gemelos en cuartiles. La MIC-1 en suero
predijo la mortalidad, estando niveles de MIC-1 en suero crecientes asociados con riesgo aumentado de mortalidad
(p<0,0001; tabla 8; figura 5). En esta cohorte, sélo el 6% de los sujetos con nivel de MIC-1 en suero en el cuartil
superior sobrevivieron el periodo de seguimiento, en comparacién con el 69% de los pacientes con niveles de MIC-1
en suero en el cuartil inferior.

Los sujetos que murieron en (ltima instancia por cancer, enfermedad cardiovascular u otros estados tenian mas
probabilidades de haber tenido niveles de MIC-1 en suero en el cuartil superior (p = 0,0345, p < 0,0001, p = 0,0263,
respectivamente). Los sujetos con niveles de MIC-1 en suero en el cuartil superior tenian un riesgo aumentado de
mortalidad (RR = 8,64; IC del 95% = 5,41-13,78), lo que confirma observaciones realizadas en la cohorte de la
poblaciéon de control de todo hombres. Sin embargo, en la cohorte de gemelos, cualquier nivel de aumento en el
nivel en suero de MIC-1 por encima del cuartil inferior indicé un riesgo aumentado de muerte (tabla 8). Cuando se
realizaron ajustes para otros factores asociados con la mortalidad (por ejemplo historial de fumador anterior o actual,
IMC, sexo, longitud de telémeros y edad), los niveles de MIC-1 en suero en los dos cuartiles superiores siguieron
estando asociados independientemente con un aumento del riesgo de mortalidad futura (cuartil superior: RR = 2,87,
IC del 95% = 1,68-4,91; segundo cuartil superior: RR = 1,99, IC del 95% = 1,20-3,29; tabla 8).

La cohorte de gemelos también validd el hallazgo de que MIC-1 en suero es un factor de prediccion independiente
de la mortalidad cuando se ajusta adicionalmente para la longitud de telémeros, IL-6 y CRP. Sélo 108 sujetos de la
cohorte de gemelos tenian datos disponibles de niveles tanto de IL-6 como de CRP en suero. Como los dos cuartiles
superiores de MIC-1 en suero predecian significativamente la mortalidad, cuando se ajustaron, se estratific6 MIC-1
en suero segun la mediana (1392 pg/ml). Ademas de ajustar para el historial de fumador anterior o actual, IMC,
sexo, longitud de telémeros y edad, también se ajustaron las razones de riesgos para los niveles de IL-6 y CRP en
suero. El nivel de MIC-1 en suero por encima de la mediana, cuando se ajust6 para el historial de fumador anterior o
actual, IMC, sexo, longitud de telémeros y edad, niveles de IL-6 en suero y de CRP en suero, fue un factor de
prediccion independiente de la mortalidad (RR=2,26; IC del 95%=1,19-4,29; tabla 8).

En la cohorte de la poblacién de control de todo hombres y la cohorte de gemelos, MIC-1 en suero no esta
fuertemente asociada con el IMC (datos no mostrados). Esto se debe probablemente a los niveles de MIC-1 en
suero relativamente inferiores en estas cohortes en comparacién con poblaciones especificas de enfermedad
(aparte de las poblaciones de enfermedad cardiovascular). Estos resultados indican que los niveles de MIC-1 en
suero que afectan al IMC son significativamente superiores en poblaciones con enfermedad®’. Se mostré
anteriormente que en pacientes con insuficiencia cardiaca, es probable que los niveles de MIC-1 en suero que
afectan al IMC sean superiores a 3700 pg/mlzg. Sin embargo, el IMC era significativamente superior y los niveles de
MIC-1 en suero eran inferiores en la cohorte de control de la poblacién de todo hombres mas jovenes en
comparacion con la cohorte de gemelos mayores, lo que indica una correlacion inversa de la MIC-1 en suero con el
IMC tal como se describié anteriormente®’. Adicionalmente, tras combinar los pacientes con niveles de MIC-1 en
suero superiores a 3800 pg/ml en las cohortes tanto de la poblacién de control de hombres como de gemelos, la
MIC-1 en suero tendia a asociarse de manera negativa con el IMC (p=-0,351; p=0,0547). Los pacientes con cancer
de préstata solo tienen una relacion significativa con el IMC cuando los niveles de MIC-1 son superiores a
6000 pg/ml27 y se produce una relacion similar en enfermedad renal crénica (Breit et al. presentado a The Lancet).

Por consiguiente, se ha validado que los niveles de MIC-1 en suero son un factor de predicciéon independiente y
potente de la mortalidad por cualquier causa futura en una poblaciéon de gemelos que era predominantemente de
mujeres, correlacionandose la MIC-1 en suero con el tiempo hasta la muerte en la cohorte de gemelos. Tal como se
public6 anteriormente, los niveles de MIC-1 en suero se correlacionaron con la edad y otros marcadores de
mortalidad y envejecimiento, especificamente, IL-6 y CRP26. El nivel de MIC-1 en suero esta correlacionado de
manera débil pero significativa con la longitud de telémeros, lo cual puede verse influido por varias variables del
entorno. El estrés oxidativo acorta significativamente la longitud de telémeros e induce dafio del ADN que conduce
posiblemente a senescencia replicativa (Breit et al. presentado a The Lancet), un marcador de envejecimiento
bioldgico.

Tabla 8 Andlisis de riesgos proporcionales de Cox de mdltiples variables de la mortalidad por cualquier causa en la
cohorte de gemelos
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Ajuste n Razon de IC del 95% p
riesgos
Cuartil de MIC-1 T
428-1014 pg/ml 77 1
1015-1377 pg/ml 77 2,18 1,32-3,59 0,0023
1378-2084 pg/ml 77 4,25 2,64-6,85 <0,0001
>2085 pg/ml 77 8,92 5,55-14,33 <0,0001
Cuartil de MIC-1 ¥
428-1014 pg/ml 77 1
1015-1377 pg/ml 77 1,51 0,91-2,50 0,1093
1378-2084 pg/ml 77 2,09 1,25-3,47 0,0046
>2085 pg/ml 77 3 1,74-5,16 <0,0001
Cuartil de MIC-1 *
428-1014 pg/ml 23 1
1015-1377 pg/ml 21 1,21 0,48-3,06 0,6919
1378-2084 pg/ml 30 2,61 1,04-6,56 0,0418
>2085 pg/ml 34 2,5 0,94-6,69 0,0675
Heptil de MIC-1 *
428-1392 pg/ml 44 1
>1392 pg/ml 64 2,26 1,19-4,29 0,0125

1 En bruto.
T Ajustado para la edad, sexo, IMC e historial de fumador y longitud de telomeros.
* Ajustado para la edad, sexo, IMC e historial de fumador, longitud de telomeros, IL-6 y CRP.

Los niveles de MIC-1 en suero predicen la tasa de mortalidad independientemente del contexto genético

A pesar de estar correlacionado con posibles marcadores de envejecimiento biolégico, de los cuales un nimero
significativo predicen la mortalidad ® los resultados indican que el nivel de MIC-1 en suero predice
independientemente la mortalidad y no se ve influido significativamente por el contexto genético, ya que el nivel de
MIC-1 en suero estaba directamente correlacionado con el tiempo de supervivencia y no se veia influido por la
cigosidad de gemelos. Cuando ambos miembros de una pareja de gemelos murieron, el nivel de MIC-1 en suero
estaba correlacionado de manera significativa e inversa con el tiempo de supervivencia (r=0,344; p<0,0001). Tal
como se muestra en las figuras 6A y 6B, no hubo ninguna diferencia significativa en la fuerza de la correlacion entre
parejas de gemelos monocigéticas (MZ) y dicigéticas (DZ) (MZ: r=0,419, p<0,0001; DZ: r=0,342, p=0,0046;
diferencia z=-0,51; p=0,2946, unilateral, p=0,5892, bilateral; transformacion de r a z de Fisher). Adicionalmente,
usando el modelo de riesgos proporcionales de Cox no hubo ninguna diferencia significativa en el riesgo de muerte
entre gemelos MZ y DZ que tenian niveles de MIC-1 en suero superiores a la mediana en la entrada en el estudio
(MZ: RR= 1,71, IC del 95% = 1,06-2,77; DZ: RR= 2,17, IC del 95% = 1,32-3,56), y estas correlaciones no fueron
significativamente diferentes (razén de riesgo relativo=1,27; IC del 95%=0,63-2,53). Por tanto, los niveles de MIC-1
en suero tenian una potencia predictiva similar para la mortalidad en gemelos monocig6ticos y dicigéticos lo que
indica que cambios de MIC-1 en suero estan relacionados con procesos patolégicos activos en vez de con el
contexto genético.

Por consiguiente, el nivel de MIC-1 en suero es un biomarcador importante que puede predecir el riesgo aumentado
de mortalidad por cualquier causa.

Ejemplo 4 Concentracién en suero de MIC-1 en pacientes con cancer de préstata — solo para ilustracion

Para verificar los niveles en suero de MIC-1 en pacientes con cancer de prostata descritos en el ejemplo 1, se
examino una cohorte de hombres con diagnéstico de cancer de prostata a partir del mismo estudio que se describié
en el ejemplo 1, excepto porque en este caso la cohorte era mas grande y estuvo seguida por 10 meses adicionales.
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Materiales y métodos

Cohorte de estudio

Este estudio us6 muestras de suero de 1442 sujetos con cancer de préstata (del Cancer Prostate in Sweden
(CAPS)) para la medicion de niveles de MIC-1. Basandose en el historial de tratamiento notificado por el propio
sujeto, se clasificaron las muestras como o bien antes del tratamiento (n = 431) o bien después del tratamiento (n =
1011).

Evaluacién de sequimiento

Con el uso del nimero de registro nacional Gnico de cada sujeto, se evalud el estado vital a partir de la fecha de
extraccion de sangre hasta el 15 de enero de 2008, mediante enlace de registros con el Swedish Population
Registry, y se obtuvo la supervivencia especifica de cancer de prostata mediante enlace con el Cause of Death
Registry hasta el 31 de diciembre de 2005. Una revisiéon de certificados de defuncién, realizada por un oncélogo,
estableci6 la causa de la muerte para individuos que fallecieron después del 31 de diciembre de 2005.

Determinacién de niveles en suero de MIC-1

Se determinaron las concentraciones en suero de MIC-1 (pg/ml) tal como se describié en el ejemplo 1. Todas las
muestras se analizaron por triplicado y el coeficiente de variacion entre las muestras era inferior al 12 por ciento.

Andlisis estadistico

Se sometieron a prueba diferencias en los niveles en suero de MIC-1 entre caracteristicas clinicas usando la prueba
de Kruskal-Wallis. Se realizé un analisis de tiempo hasta el acontecimiento usando la muerte por cancer de préstata
como desenlace. Se censuré el tiempo de supervivencia en el momento de la muerte para sujetos que murieron por
causas distintas de cancer de préstata. La asociacion entre el nivel en suero de MIC-1 y la muerte por cancer de
prostata se evalu6 usando un analisis de regresion de Cox con los niveles en suero clasificados en cuatro grupos
basandose en cuartiles de la distribucién de los niveles de MIC-1 entre todos los pacientes, usandose la menor
categoria (es decir el cuartil inferior) como grupo de referencia. En el andlisis estratificado mediante grupo de riesgo
de prondstico, se realiz6 el analisis de regresion de Cox de los niveles de MIC-1 sometidos a transformacién
logaritmica. Para evaluar la potencia de distincion de los niveles en suero de MIC-1 sobre la mortalidad por cancer
de préstata, se estimo la probabilidad de concordancia basada en la estimacién de parametros a partir de un modelo
de regresion de Cox®. La estimacién de concordancia oscilé entre 0,5 y 1,0, representando 1,0 una concordancia
perfecta entre la variable de pronéstico y el tiempo de supervivencia. Se reconocié la presencia de riesgos en
competencia usando el paquete cmprsk para el lenguaje de programacion R* para estimar la incidencia acumulativa
de mortalidad por cancer de préstata. Se us6 una prueba de Gray33 para evaluar diferencias en la incidencia
acumulativa entre pacientes clasificados segun cuartiles de la distribucion de niveles de MIC-1. Todos los valores de
P notificados se basaron en hipétesis bilaterales.

Resultados

Niveles en suero de MIC-1 y caracteristicas clinicas

La tabla 9 muestra niveles en suero de MIC-1 mediante caracteristicas clinicas de pacientes. Los niveles en suero
de MIC-1 estaban significativamente elevados a lo largo de un nivel creciente del estadio de T (P < 0,0001), estadio
de M (P < 0,0001), suma de Gleason (P < 0,0001), y nivel de PSA en el diagndstico (P < 0,0001). No se observé
ninguna diferencia significativa en los niveles en suero de MIC-1 entre pacientes negativos para ganglios y positivos
para ganglios.

Tabla 9 Niveles en suero de MIC-1 en una cohorte de cancer de préstata mas grande

Pacientes Nivel en suero de MIC-1 (pg/ml)
Caracteristica N.° (%) Mediana Intervalo Valor de P*
Estadio de tumor
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T1 518 (35,9) 872 219-5090

T2 473 (32,8) 1008 176-6410

T3 373 (25,9) 1143 196-31252

T4 51 (3,5) 1276 143-9243

Tx 27 1,9) 961 236-8876 <0,0001
Estadio de ganglios

NO/Nx 1394 (96,7) 1002 143-31252

N1 48 (3,3) 1094 356-9243 0,31
Estadio de metastasis

MO/Mx 1302 (90,3) 974 176-12004

M1 140 9,7) 1324 143-31252

Puntuacion de Gleason

de biopsia

2-6 707 (49,0) 898 176-8876

7 460 (31,9) 1100 234-12004

8-10 244 (16,9) 1099 143-31252

Falta 31 (2,1) 1040 219-5374 <0,0001
Nivel de PSA

<20 ng/ml 870 (60,3) 888 176-8876

20-49 ng/ml 237 (16,4) 1103 256-9243

>50 ng/ml 296 (20,5) 1276 143-31252

Falta 39 2,7) 914 236-5259 <0,0001

* Prueba de Kruskal-Wallis

Niveles en suero de MIC-1 y muerte por cancer de préstata

En conjunto, 380 (26%) de los 1442 hombres murieron durante el seguimiento y, de ellos, 265 (18%) tenian cancer
de préstata clasificado como causa de la muerte subyacente. El tiempo de seguimiento promedio fue de 4,9 afios
(intervalo de 0,1 a 6,8 afios). La cohorte se estratificé en cuartiles segin el nivel en suero de MIC-1. La distribucion
de niveles en suero de MIC-1 en pacientes que murieron en Ultima instancia por cancer de prostata estaba sesgada
hacia el cuartil superior en comparacion con los pacientes que sobrevivieron. Tal como se muestra en la figura 7 y la
tabla 10, tras seis afios de seguimiento, la incidencia acumulativa de muerte por cancer de préstata fue del 7% entre
los sujetos con concentraciones en suero de MIC-1 inferiores a 710 pg/ml (es decir en el cuartil inferior, denominado
1% cuartil en la figura 7) y del 34% entre los sujetos con concentraciones en suero de MIC-1 superiores a 1456 pg/ml
(es decir en el cuartil superior, denominado 4° cuartil en la figura 7) (P < 0,0001), correspondiente a un riesgo
relativo de seis veces (razon de riesgos [HR], 6,33; intervalo de confianza del 95% [IC], 4,11-9,74; tabla 10). En un
andlisis de mudltiples variables que se ajusté para los efectos de los factores de prondstico establecidos suma de
Gleason, estadio de TNM y nivel de PSA en el diagnéstico, los niveles de MIC-1 superiores siguieron estando
asociados con la muerte por cancer de prostata (HR ajustada, 3,58; 95% IC, 2,28-5,63; tabla 10).

Tabla 10 Riesgo de muerte por cancer de prostata entre 1442 pacientes con cancer de prostata

Nivel de MiC-1 N.° de N.° de muertes HRen (ICdel95%) HR ajustada* (IC del 95%)

(pg/ml) pacientes por cancer de bruto
prostata
Todas las muestras
<710 361 25 1,00 1,00
710-1006 360 51 2,10 (de 1,30 a 1,48 (de091la
3,39) 2,42)
1006-1456 360 68 2,90 (de 1,83 a 1,75 (de 1,09 a
4,59) 2,81)
>1456 361 121 6,33 (de411la 3,58 (de 2,28 a
9,74) 5,63)
Tendencia de P <0,0001 <0,0001

Muestras antes del
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tratamiento

<710 112 2 1,00 1,00

710-1006 108 6 3,12 (de 0,63 a 2,20 (de 0,44 a
15,47) 11,04)

1006-1456 105 10 5,49 (del,2a 3,15 (de 0,65 a
25,04) 15,18)

>1456 106 20 12,08 (de 2,82 a 9,61 (de 2,22 a
51,70) 41,57)

Tendencia de P <0,0001 <0,0001

Muestras  después
del tratamiento

<710 249 23 1,00 1,00

710-1006 252 45 2,00 (de1,21a 1,40 (de 0,84 a
3,30) 2,36)

1006-1456 255 58 2,66 (de 1,64 a 1,61 (de 0,98 a
4,31) 2,65)

>1456 255 101 5,95 (de 3,78 a 3,09 (del1,91a
9,37) 5,00)

Tendencia de P <0,0001 <0,0001

* Razones de riesgos de un modelo de Cox mdltiple que incluye niveles de MIC-1 en suero, estadio de T clinico,
puntuacién de Gleason de biopsia, nivel de PSA en suero en el diagnéstico y estado metastasico como
covariables.

Se realizé una evaluacion separada de los niveles en suero de MIC-1 entre hombres con sangre extraida antes del
tratamiento (n = 431) y después del tratamiento (n = 1,011). En comparacion con la cohorte de estudio total, se
observd una asociacion incluso mas fuerte entre los niveles en suero de MIC-1 antes del tratamiento y la
supervivencia del cancer de préstata (tabla 10). Los sujetos dentro del cuartil superior (es decir, con nivel de MIC-1
en suero de >1456 pg/ml) tenian una tasa de muerte mas de doce veces superior a la de aquellos en el cuartil
inferior (es decir, con niveles de MIC-1 <710 pg/ml, HR, 12,08; IC del 95%, 2,82-51,70). En un analisis ajustado, los
niveles de MIC-1 antes del tratamiento siguieron siendo un factor de prondstico independiente con una tasa de
muerte casi diez veces superior en el cuartil superior en comparacién con el cuartil inferior (HR, 9,61; IC del 95%,
2,22-41,57). Los sujetos con niveles en suero de MIC-1 después del tratamiento en el cuartil superior también
estaban asociados con un riesgo aumentado de muerte por cancer de prdstata con una tasa de muerte casi seis
veces superior en comparacion con aquellos en el cuartil inferior (HR, 5,95; IC del 95%, 3,78-9,37; tabla 10). El
ajuste para la suma de Gleason, estadio de TNM y nivel de PSA en el diagndstico atenud la fuerza de la asociacion
entre los niveles en suero de MIC-1 después del tratamiento y la muerte por cancer de préstata; sin embargo, los
niveles de MIC-1 en suero después del tratamiento en el cuartil superior (es decir >1456 pg/ml) siguieron siendo un
factor de prediccién independiente de prondstico con una tasa de muerte por cancer tres veces superior en la
categoria mayor en comparacion con la menor (HR, 3,09; IC del 95%, 1,91-5,00; tabla 10).

Niveles en suero de MIC-1 en sujetos con enfermedad clinicamente localizada

Entonces se limit6 el analisis a sujetos con enfermedad clinicamente localizada (es decir sujetos con una puntuacion
T de T1/T2 y una puntuacién N de NO/Nx y una puntuacion M de M0/Mx), porque el prondstico individual y la gestion
es un desafio especial en estos sujetos. Para explorar el valor prondstico de los niveles en suero de MIC-1 en
subgrupos mas homogéneos, se estratificaron adicionalmente los sujetos en los grupos tradicionales de riesgo bajo
(PSA<10 y suma de Gleason<7), riesgo intermedio (PSA de 10 a 20 o suma de Gleason de 7) y riesgo alto (PSA>20
y suma de Gleason>7). Sin embargo, dado que sélo un sujeto murié por cancer de préstata durante el seguimiento
en el grupo de riesgo bajo, se combinaron los grupos de riesgo bajo e intermedio en un grupo de riesgo. Un analisis
de regresion de Cox de los niveles en suero de MIC-1 sometidos a transformacién logaritmica revelé una asociacién
significativa con la muerte por cancer de prostata en hombres en el grupo de riesgo bajo/intermedio asi como en el
grupo de riesgo alto (P = 0,0001 y P = 0,001, respectivamente; tabla 11). La estimacién de probabilidad de
concordancia, que evalla la fuerza predictiva del modelo de Cox, entre hombres en el grupo de riesgo
bajo/intermedio era de 0,71 (EE, 0,04) mientras que los hombres en el grupo de riesgo alto tenian una probabilidad
de concordancia de 0,66 (EE, 0,04).

El andlisis limitado a muestras que se extrajeron antes o después del tratamiento revel6 una asociacion significativa
entre los niveles en suero de MIC-1 sometidos a transformacién logaritmica y la muerte por cancer de prostata tanto
entre hombres en el grupo de riesgo bajo/intermedio (antes del tratamiento, P = 0,009; después del tratamiento, P =
0,006) y entre hombres en el grupo de riesgo alto (antes del tratamiento, P = 0,02; después del tratamiento, P =
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0,01). Entre hombres con la sangre extraida tanto antes como después del tratamiento, las probabilidades de
concordancia estimadas eran superiores entre hombres con riesgo bajo/intermedio en comparacién con hombres en
el grupo de riesgo alto (0,72 frente a 0,69; y 0,70 frente a 0,65, respectivamente; tabla 3).

Tabla 11 Riesgo de muerte por cancer de prostata entre 857 sujetos con enfermedad localizada

Nivel de MIC-1 N.° de N.° de HR (IC del 95%)  Valor de P Probabilidad
pacientes muertes por de
cancer de concordancia
préstata (EE)
Todas las
muestras
Riesgo bajo / 632 12 6,34 (de 2,46 a 0,0001 0,71 (0,04)
intermedio 16,29)
Riesgo alto 225 29 3,07 (de 1,57 a 0,001 0,66 (0,04)
5,98)

Muestras antes
del tratamiento

Riesgo bajo / 256 6 7,00 (de 1,64 a 0,009 0,72 (0,06)
intermedio 29,93)
Riesgo alto 76 7 4,16 (de 1,25 a 0,02 0,69 (0,06)
13,88)
Muestras
después del
tratamiento
Riesgo bajo / 376 6 5,84 (de 1,64 a 0,006 0,70 (0,05)
intermedio 20,8)
Riesgo alto 149 22 2,72 (de 1,22 a 0,01 0,65 (0,05)
6,07)

* E| papel de prondstico del nivel en suero de MIC-1 se somete a prueba dentro de cada categoria de grupo
de riesgo de prondstico. El nivel en suero de MIC-1 sometido a transformacion logaritmica se modeliz6 como
variable continua.

Este ejemplo confirma la asociacion entre las concentraciones en suero de MIC-1 y el estadio de enfermedad, y
demuestra adicionalmente, por primera vez, el valor pronéstico del nivel de MIC-1 en suero como marcador para
distinguir entre cancer de préstata mortal y no mortal. En un analisis de multiples variables, el ajuste para los
factores de pronostico establecidos suma de Gleason, estadio clinico y nivel de PSA en el diagndstico, no afecté
considerablemente al valor pronéstico independiente de MIC-1. Resulta importante que, en enfermedad confinada a
6rgano, un nivel de MIC-1 en suero elevado fue un factor de prediccion independiente de cancer de préstata mortal.
Por tanto, los resultados indican que los niveles de MIC-1 en suero pueden pronosticar la muerte por cancer de
prostata y la progresién de la enfermedad.

Debido al impacto del examen para la deteccion de cancer de préstata con PSA, el cancer de prostata esta
diagnosticandose cada vez mas en un estadio localizado. Dado que la supervivencia libre de progresion en sujetos
con enfermedad localizada gestionados con espera bajo vigilancia es alta’®** y el desenlace de la enfermedad no
puede predecirse de manera precisa, el tratamiento excesivo de sujetos con enfermedad con riesgo bajo es comun.
La gestion mediante vigilancia activa con intervencion retrasada selectiva basandose en cambios tempranos de PSA
se ha propuesto como estrategia para reducir el tratamiento excesivo de sujetos con enfermedad indolente. Sin
embargo, aunque tanto las mediciones de PSA de nivel inicial como la tasa de cambio de PSA son factores de
pronéstico importantes, funcionan mal para distinguir entre %uienes desarrollardn un cancer de préstata mortal y
aquellos con un riesgo bajo de progresién de la enfermedad®. Los resultados obtenidos en este ejemplo muestran
que los niveles de MIC-1 en suero tanto antes del tratamiento como después del tratamiento pueden usarse para
predecir el desenlace de la enfermedad en sujetos con enfermedad confinada a 6rgano. Por tanto, una alta
concentracion de MIC-1 en el diagnéstico puede identificar a sujetos que se beneficiaran de un tratamiento
adyuvante sistémico temprano ademas del tratamiento local.

En resumen, con el uso de concentraciones de MIC-1 en suero, se estratificaron sujetos con cancer de préstata en
grupos con tasas de mortalidad por cancer de préstata sustancialmente diferentes independientemente de
marcadores de prondstico tradicionales de enfermedad. Hubo una asociacién entre los niveles de MIC-1 en suero
tanto antes del tratamiento como después del tratamiento y el desenlace clinico en sujetos con enfermedad con
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riesgo alto clinicamente localizada, un grupo cuyo prondstico es dificil de evaluar. Adicionalmente, los niveles de
MIC-1 en suero identificaron sujetos con enfermedad con riesgo de bajo a intermedio que en Ultima instancia
presentaron progresion. Ademas, la evaluacion de tincion estromal de MIC-1 ademas de la determinacion del nivel
de MIC-1 en suero puede permitir una capacidad de distincion adicional entre cancer de préstata localizado mortal y
no mortal.

A lo largo de esta memoria descriptiva, la palabra “comprender”, o variaciones tales como “comprende” o “que
comprende”, se entendera que implican la inclusion de un elemento, nimero entero o etapa establecido, o grupo de
elementos, nimero enteros o etapas, pero no la exclusién de cualquier otro elemento, nUmero entero o etapa, 0
grupo de elementos, nimero enteros o etapas.

Cualquier discusién de documentos, actos, materiales, dispositivos, articulos o similares que se ha incluido en la
presente memoria descriptiva es Unicamente con los fines de proporcionar un contexto para la presente invencién.
No debe tomarse como una admisién de que cualquiera o la totalidad de estos contenidos forman parte de la base
de la técnica anterior o eran conocimiento general comun en el campo relevante para la presente invencion tal como
existia en Australia o en cualquier otra parte antes de la fecha de prioridad de cada reivindicacion de esta solicitud.
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REIVINDICACIONES

1. Método de prondstico de la supervivencia global de un sujeto aparentemente sano, comprendiendo el
método detectar una cantidad elevada de MIC-1 en una muestra corporal de prueba de dicho sujeto, en el que la
cantidad elevada de MIC-1 esta asociada con una probabilidad aumentada de muerte del sujeto.

2. Método segln la reivindicacion 1, en el que la cantidad elevada de MIC-1 en una muestra corporal de
prueba predice una probabilidad aumentada de muerte por cualquier causa distinta de accidente o infortunio.

3. Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la cantidad elevada de MIC-1 predice una probabilidad
aumentada de muerte del sujeto en el plazo de un periodo de 10 afios desde la toma de la muestra corporal de
prueba.

4. Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra corporal de prueba es una
muestra de suero.

5. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el método comprende detectar una
cantidad elevada de MIC-1 que es > 1,3 ng/ml.

6. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la cantidad elevada de MIC-1 en la
muestra corporal de prueba se detecta mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y

(i) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) de sujeto(s) normal(es).

7. Método segun la reivindicacion 6, en el que el/llos sujeto(s) normal(es) es/son de edad coincidente en el
plazo de 5 afios de la edad del sujeto del que se ha tomado la muestra corporal de prueba relevante.

8. Método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la cantidad elevada de MIC-1 en una
muestra corporal de prueba es un aumento de la cantidad de MIC-1 dentro de un sujeto detectada usando medicion
en serie mediante:

(i) determinar la cantidad de MIC-1 presente en dicha muestra corporal de prueba; y

(ii) comparar dicha cantidad de MIC-1 frente a una cantidad o un intervalo de cantidades de MIC-1 presente en
muestra(s) corporal(es) comparativa(s) tomada(s) del mismo sujeto en un punto de tiempo anterior.

9. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que el método comprende detectar un
aumento de la cantidad de MIC-1 de >0,6 ng/ml.

10. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el sujeto tiene mas de 35 afios de
edad.
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FIGURA 1
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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