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DESCRIPCION
Método para la prediccion de recurrencia del cancer de mama bajo tratamiento endocrino
Campo técnico

La presente invencion se refiere a métodos, kits y sistemas para la prognosis del resultado de la enfermedad del
cancer de mama. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a la prognosis del cancer de mama
basandose en mediciones de los niveles de expresion de genes marcadores en muestras tumorales de pacientes
con cancer de mama.

Antecedentes de la invencion

El cancer de mama es una de las causas principales de muerte por cancer en mujeres en los paises occidentales.
Mas especificamente, el cancer de mama se cobra la vida de aproximadamente 40.000 mujeres y se diagnostica en
aproximadamente 200.000 mujeres anualmente solo en los Estados Unidos. A lo largo de las ultimas décadas, la
terapia sistémica coadyuvante ha conducido a una supervivencia marcadamente mejorada en el cancer de mama
temprano. Esta experiencia clinica ha conducido a recomendaciones consenso que ofrecen una terapia sistémica
coadyuvante para la inmensa mayoria de los pacientes con cancer de mama (EBCAG). En el cancer de mama se
encuentra disponible una multitud de opciones de tratamiento que se pueden aplicar ademas de la eliminacion
quirdrgica del tumor realizada rutinariamente y la posterior radiacion del lecho del tumor. Tres estrategias principales
y conceptualmente diferentes son el tratamiento endocrino, la quimioterapia y el tratamiento con terapias dirigidas. El
requisito previo para el tratamiento con agentes endocrinos es la expresion de receptores hormonales en el tejido
tumoral, esto es, receptores de estrogeno, receptores de progesterona o ambos. Se encuentran disponibles varios
agentes endocrinos con modos de accion diferentes y diferencias en el resultado de la enfermedad cuando se
someten a ensayo en grandes cohortes de pacientes. El tamoxifeno ha sido el pilar del tratamiento endocrino
durante las tres ultimas décadas. Grandes pruebas clinicas demostraron que el tamoxifeno reduce significativamente
el riesgo de recurrencia del tumor. Una opcion de tratamiento adicional se basa en inhibidores de aromatasa que
pertenecen a una nueva clase de farmacos endocrinos. En contraste con el tamoxifeno que es un inhibidor
competitivo de la unidn a estrégeno, los inhibidores de aromatasa bloquean la produccion de estrégeno como tal,
reduciendo de ese modo el estimulo de crecimiento de las células tumorales positivas para receptores de estrégeno.
Aun asi, algunos pacientes experimentan una recaida a pesar del tratamiento endocrino y en particular estos
pacientes se podrian beneficiar de farmacos terapéuticos adicionales. Se ha demostrado que la quimioterapia con
antraciclinas, taxanos y otros agentes resulta beneficiosa en la reduccion de la recurrencia de la enfermedad en
pacientes positivos para receptores de estrogeno asi como negativos para receptores de estrégeno. El estudio de
NSABP-20 compar6é el tamoxifeno solo frente al tamoxifeno mas quimioterapia en pacientes positivos para
receptores de estrégeno con ganglios negativos y demostré que el tratamiento combinado era mas eficaz que el
tamoxifeno solo. Sin embargo, el estudio de IBCSG IX que comparaba el tamoxifeno solo con el tamoxifeno mas
quimioterapia no logré6 demostrar ningun beneficio significativo para la adicion de agentes citotdxicos.
Recientemente, se ha demostrado que un anticuerpo administrado sistémicamente dirigido contra el antigeno
HER2/neu sobre la superficie de las células tumorales reduce el riesgo de recurrencia varias veces en pacientes con
tumores que expresan en exceso Her2neu. Sin embargo, la mayoria, si no todos los diferentes tratamientos con
farmacos tienen numerosos efectos adversos potenciales que pueden deteriorar gravemente la calidad de vida de
los pacientes (Shapiro y Recht, 2001; Ganz et al., 2002). Esto obliga a seleccionar la estrategia de tratamiento
basandose en una evaluacion cuidadosa del riesgo para que el paciente individual evite sobre- asi como infra-
tratamiento. Puesto que el beneficio de la quimioterapia es relativamente grande en los tumores HER2/neu positivos
y en los caracterizados por la ausencia de la expresion de HER2/neu y receptores de estrogeno (tipo basal), en
comparacion con los tumores negativos para HER2/neu y positivos para receptores de estrégeno (tipo luminal), la
decision del tratamiento mas complicada esta relacionada con los tumores luminales para los cuales los factores
clinicos clasicos como la gradacion, el tamafo del tumor o la implicacion de los ganglios linfaticos no proporcionan
una respuesta clara a la cuestion de si utilizar quimioterapia o no. Se han desarrollado herramientas moleculares
mas novedosas como un analisis del gen 21, un analisis del indice de grado genémico y otros para abordar esta
necesidad médica.

Las pautas de tratamiento son desarrolladas normalmente por expertos reconocidos en la técnica. En Europa las
pautas de St. Gallen desde el afio 2009 recomiendan la quimioterapia para pacientes con cancer de mama positivo
para HER2 asi como para pacientes con enfermedad negativa para HER2 y negativa para ER. La incertidumbre
acerca de la utilidad de la quimioterapia se presenta en pacientes con enfermedad negativa para HER2 y positiva
para ER. Con el fin de tomar una decisiéon de tratamiento equilibrada para el individuo, se utiliza la probabilidad de
recurrencia del cancer como el criterio mas util. Los criterios clinicos como el estado de los ganglios linfaticos, la
gradacion del tumor, el tamafio del tumor y otros son provechosos puesto que proporcionan informacién sobre el
riesgo de recurrencia. Mas recientemente, se ha demostrado que los analisis de multiples genes proporcionan
informacion superior o adicional a los factores de riesgo clinicos convencionales. Generalmente se reconoce, que los
marcadores de proliferacion parecen proporcionar la informacion prognéstica dominante. Los ejemplos prominentes
de esos predictores son el ensayo Mammaprint de Agendia, el Relapse Score de Veridex y el Genomic Grade Index,
desarrollado en el instituto Jules Bordet y con licencia para Ipsogen. Todos estos anadlisis se basan en la
determinacion de los niveles de expresion de al menos 70 genes y todos se han desarrollado para ARN no
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severamente degradado por la fijacion con formalina y la inclusion en parafina, pero aislado de tejido fresco (enviado
en RNALaterTM). Otro analisis de multiples genes prominente es el ensayo Recurrence Score de Genomic Health
Inc. El ensayo determina el nivel de expresién de 16 genes relacionados con el cancer y 5 genes de referencia tras
la extraccion de ARN de muestras de tejido fijadas con formalina e incluidas en parafina.

Sin embargo, las herramientas corrientes adolecen de una carencia de validez y utilidad clinicas en el grupo de
riesgo clinico mas importante, esto es, aquellos pacientes con cancer de mama con un riesgo intermedio de
recurrencia basado en parametros clinicos convencionales. Por lo tanto, se necesitan mejores herramientas para
optimizar las decisiones de tratamiento basandose en el progndstico del paciente. Por la utilidad clinica de evitar la
quimioterapia, se necesita un ensayo con una sensibilidad elevada y un valor predictivo negativo elevado, con el fin
de no infratratar a un paciente que eventualmente desarrolla una metastasis distante después de la cirugia.

Con respecto a la continua necesidad de materiales y métodos utiles en la toma de decisiones clinicas sobre una
terapia coadyuvante, la presente invencion satisface la necesidad de métodos avanzados para la prognosis del
cancer de mama basandose en datos clinicos y experimentales facilmente accesibles.

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen los
mismos significados comunmente entendidos por los expertos en la técnica a la cual pertenece esta invencion.

El término "cancer" no se limita a cualquier fase, grado, caracteristica histomorfologica, agresividad, o malignidad de
un tejido afectado o una agregacion celular.

Se pretende que el término "predecir un resultado” de una enfermedad, segin se utiliza en la presente memoria,
incluya tanto una prediccion de un resultado de un paciente que esta experimentando una terapia dada como una
prognosis de un paciente que no esta tratado. El término "predecir un resultado” puede, en particular, hacer
referencia al riesgo de un paciente de desarrollar metastasis, recurrencia local o muerte.

El término "prediccion”, segun se utiliza en la presente memoria, hace referencia a una evaluacion individual de la
malignidad de un tumor, o a la tasa de supervivencia esperada (OAS, supervivencia global o DFS, supervivencia
libre de enfermedad) de un paciente, si el tumor es tratado con una terapia dada. En contraste con esto, el término
"prognosis" se refiere a una evaluacion individual de la malignidad de un tumor, o a la tasa de supervivencia
esperada (OAS, supervivencia global o DFS, supervivencia libre de enfermedad) de un paciente, si el tumor sigue
sin ser tratado.

Un "resultado” dentro del significado de la presente invencion es un estado definido alcanzado en el transcurso de la
enfermedad. Este resultado de la enfermedad puede ser, p. €j. un estado clinico tal como la "recurrencia de una
enfermedad", el "desarrollo de metastasis”, el "desarrollo de metastasis ganglionar”, el "desarrollo de metastasis
distante", la "supervivencia", la "muerte", la "tasa de emision del tumor", una fase o un grado de la enfermedad o
similar.

Se entiende que un "riesgo" es un ndmero relacionado con la probabilidad de que un sujeto o paciente desarrolle o
alcance un cierto resultado de la enfermedad. No se pretende que el término "riesgo” en el contexto de la presente
invencion signifique tener cualquier connotacion positiva o negativa con respecto al bienestar de un paciente, sino
simplemente se refiere a la probabilidad o verosimilitud de una incidencia o al desarrollo de una afeccién dada.

El término "datos clinicos" se refiere a la totalidad de los datos disponibles y la informacion relacionada con el estado
de salud de un paciente incluyendo, pero no limitados a, la edad, sexo, peso, estado menopausico/hormonal, datos
etiopatologicos, datos de anamnesis, datos obtenidos mediante métodos diagndsticos in vitro tales como
histopatologia, analisis de sangre u orina, datos obtenidos mediante métodos de formacion de imagenes, tales como
rayos x, tomografia computarizada, MRI, PET, spect, ultrasonidos, datos electrofisioldgicos, analisis genético,
analisis de expresion génica, evaluacion mediante biopsia, hallazgos intraoperatorios.

El término "de ganglios positivos", "diagnosticado como de ganglios positivos", "implicacion de ganglios" o
"implicacion de ganglios linfaticos" representa un paciente que ha sido diagnosticado previamente de metastasis en
los ganglios linfaticos. Esto incluira tanto ganglios linfaticos de drenaje, ganglios linfaticos proximos, y metastasis de
ganglios linfaticos distantes. Este diagndstico previo por si mismo no formara parte del método de la invencion. En
vez de eso es una condicién previa para seleccionar a los pacientes cuyas muestras se pueden utilizar para una
realizacion de la presente invencion. Se puede alcanzar este diagndstico previo mediante cualquier método
adecuado conocido en la técnica, incluyendo, pero no limitado a eliminacién de los ganglios linfaticos y analisis
patoldgico, analisis por medio de biopsia, analisis in vitro de biomarcadores indicativos de metastasis, métodos de
formacién de imagenes (p. ej. tomografia computarizada, rayos X, formacion de imagenes por resonancia
magnética, ultrasonidos), y hallazgos intraoperatorios.

En el contexto de la presente invencion una "muestra bioldgica" es una muestra que deriva de o ha estado en
contacto con un organismo bioldgico. Los ejemplos de las muestras biolégicas son: células, tejidos, fluidos
corporales, fluidos de lavado, muestras de frotis, especimenes de biopsias, sangre, orina, saliva, esputo, plasma,
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suero, sobrenadante de cultivo celular, y otros.

Una "muestra de tumor" es una muestra bioldgica que contiene células tumorales, ya sea intactas o degradadas. La
muestra puede ser de cualquier tejido o fluido biolégicos. Tales muestras incluyen, pero no se limitan a, esputo,
sangre, suero, plasma, células sanguineas (p. €j., glébulos blancos), tejido, muestras de biopsia por puncién con
aguja gruesa o fina, fluidos corporales que contienen células, orina, fluido peritoneal, y fluido pleural, liquido
cefalorraquideo, lagrimas, o células aisladas de los mismos. Esto también puede incluir secciones de tejidos tales
como secciones congeladas o fijadas tomadas con fines histolégicos o células microdiseccionadas o porciones
extracelulares de las mismas. La muestra de tumor que se va a analizar puede ser material tisular de una lesion
neoplasica tomada por aspiracion o puncion, escision o mediante cualquier otro método quirirgico que conduzca a
una biopsia o material celular resecado. Esto comprende células tumorales o fragmentos de células tumorales
obtenidos del paciente. Las células se pueden encontrar en un "frotis" celular recogido, por ejemplo, mediante
aspiracion del pezon, lavado ductal, biopsia con aguja fina o a partir de descarga del pezén provocada o
espontanea. En ofra realizacion, la muestra es un fluido corporal. Tales fluidos incluyen, por ejemplo, fluidos de la
sangre, suero, plasma, linfa, fluidos asciticos, fluidos ginecolégicos, u orina, pero sin limitarse a estos fluidos.

Un "gen" es un conjunto de segmentos de acido nucleico que contiene la informacion necesaria para producir un
producto de ARN funcional. Un "producto génico" es una molécula biolégica producida por medio de transcripcion o
expresion de un gen, p. ej. un ARNm, ADNc o la proteina traducida.

Un "ARNm" es el producto transcrito de un gen y debera tener el significado normal entendido por un experto en la
técnica. Una "molécula derivada de un ARNm" es una molécula que se obtiene quimicamente o enzimaticamente a
partir de un molde de ARNm, tal como ADNc.

El término "nivel de expresion" hace referencia a un nivel determinado de expresion génica. Este puede ser un nivel
determinado de expresion génica en forma de un valor absoluto o comparado con un gen de referencia (p. €j. un gen
constitutivo), con la media de dos o mas genes de referencia, o con un valor de expresion medio computado (p. €;.
en un analisis con chip de ADN) o con otro gen informativo sin el uso de una muestra de referencia. El nivel de
expresion de un gen se puede medir directamente, p. €j. obteniendo una sefial en donde la intensidad de la sefial se
corresponde con la cantidad de transcritos de ARNm de ese gen o se puede obtener indirectamente a nivel de
proteina, p. ej. mediante métodos de inmunohistoquimica, CISH, ELISA o RIA. El nivel de expresion también se
puede obtener a titulo de una reaccion competitiva para una muestra de referencia. Se puede asignar un valor de
expresion que se determina midiendo algun parametro fisico en un analisis, p. ej. emisién de fluorescencia, a un
valor numeérico que se puede utilizar para el procesamiento adicional de la informacion.

Se entendera que un "patrén de referencia de los niveles de expresion”, dentro del significado de la invencion es
cualquier patréon de niveles de expresién que se puede utilizar para la comparacion con otro patréon de niveles de
expresion. En una realizacion preferida de la invencion, un patron de referencia de niveles de expresion es, p. €j., un
patron medio de niveles de expresion observado en un grupo de individuos sanos, individuos enfermos, o individuos
enfermos que han recibido un tipo concreto de terapia, que sirven como grupo de referencia, o individuos con un
buen o mal resultado.

El término "combinar matematicamente niveles de expresion"”, dentro del significado de la invenciéon se entendera
como obtener un valor numérico de un nivel de expresion determinado de un gen y aplicar un algoritmo a uno o mas
de tales valores numéricos para obtener un valor numérico combinado o una puntuaciéon combinada.

Un "algoritmo" es un proceso que realiza cierta secuencia de operaciones para producir informacion.

Una "puntuacion" es un valor numérico que fue obtenido combinando matematicamente niveles de expresion
utilizando un algoritmo. También se puede obtener de niveles de expresion y otra informacion, p. ej. datos clinicos.
Una puntuacién puede estar relacionada con el resultado de la enfermedad de un paciente.

Una "funcién discriminante” es una funcion de un conjunto de variables utilizada para clasificar un objeto o evento.
Una funcién discriminante permite de ese modo la clasificacion de un paciente, una muestra o un evento en una
categoria o una pluralidad de categorias de acuerdo con los datos o parametros disponibles de dicho paciente,
muestra o evento. Semejante clasificacion es un instrumento convencional de analisis estadistico bien conocido por
los expertos en la técnica. Por ejemplo, un paciente se puede clasificar como de "alto riesgo" o "bajo riesgo",
"elevada probabilidad de metastasis" o "baja probabilidad de metastasis", "necesitado de tratamiento" o "no
necesitado de tratamiento" de acuerdo con los datos obtenidos de dicho paciente, muestra o evento. La clasificacion
no esta limitada a "elevada vs. baja", sino que se puede realizar en una pluralidad de categorias, gradacion o similar.
La clasificacion también se debera entender en un sentido mas amplio como una puntuacioén discriminante, donde p.
€j. una puntuacion superior representa una mayor verosimilitud de metastasis distante, p. €j. el riesgo (global) de una
metastasis distante. Los ejemplos de las funciones discriminantes que permiten una clasificacién incluyen, pero no
se limitan a, funciones definidas por maquinas de vectores de soporte (SVM), k vecinos mas cercanos (kNN),
modelos de Bayes (Naive), modelos de regresion lineal o funciones definidas a trozos tales como, por ejemplo, en el
descubrimiento de un subgrupo, en arboles de decisién, en el analisis l6gico de datos (LAD) y similares. En un
sentido mas amplio, los valores de puntuacidon continua de métodos matematicos o algoritmos, tales como
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coeficientes de correlacion, proyecciones, puntuaciones de maquinas de vectores de soporte, otros métodos
basados en la similitud, combinaciones de estos y similares son ejemplos con fines ilustrativos.

Los términos "modalidad de terapia”, "modo de terapia”, "régimen" asi como "régimen de terapia" se refieren a una
administracion secuencial o simultanea oportuna de agentes anti-tumorales, y/o anti-vasculares, y/o estimuladores
inmunitarios, y/o de proliferacion de células de la sangre, y/o terapia con radiacién, y/o hipertermia, y/o hipotermia
para la terapia del cancer. La administracion de estos se puede realizar en un modo con coadyuvante y/o
neocoadyuvante. La composicion de semejante "protocolo" puede variar en la dosis del agente individual, el marco
temporal de la aplicacion y la frecuencia de administracion dentro de una ventana de terapia definida. Actualmente
estan siendo investigadas diversas combinaciones de diversos farmacos y/o métodos fisicos, y diversos programas.

El término "quimioterapia citotdéxica" hace referencia a diversas modalidades de tratamiento que afectan a la
proliferacion y/o a la supervivencia celulares. El tratamiento puede incluir la administracién de agentes alquilantes,
antimetabolitos, antraciclinas, alcaloides de plantas, inhibidores de topoisomerasa, y otros agentes antitumorales,
incluyendo anticuerpos monoclonales e inhibidores de quinasas. En particular, el tratamiento citotoxico puede
relacionarse con un tratamiento con taxano. Los taxanos son alcaloides de plantas que bloquean la divisién celular
evitando la funcién de los microtubulos. El taxano prototipo es el producto natural paclitaxel, originalmente conocido
como Taxol y derivado en primer lugar de la corteza del arbol Tejo del Pacifico. El docetaxel es un analogo
semisintético del paclitaxel. Los taxanos potencian la estabilidad de los microtubulos, evitando la separaciéon de los
cromosomas durante la anafase.

El término "tratamiento endocrino” o "tratamiento hormonal" (a veces también referido también como "tratamiento
anti-hormonal") indica un tratamiento que dirige la sefializacién hormonal, p. €j. inhibicion de hormonas, inhibicién de
receptores de hormonas, uso de agonistas o antagonistas de receptores de hormonas, uso de receptores
captadores o huérfanos, uso de derivados de hormonas e interferencia en la producciéon de hormonas. Los ejemplos
concretos son la terapia con tamoxifeno que modula la sefializacion del receptor de estrégeno, o el tratamiento con
aromatasa que interfiere en la produccion de hormonas esteroides.

El tamoxifeno es un modulador del receptor de estrégenos selectivo (SERM) activo oralmente que se utiliza en el
tratamiento del cancer de mama y actualmente es el farmaco que mas se vende en el mundo para este fin. El
tamoxifeno se comercializa con los nombres comerciales Nolvadex, Istubal, y Valodex. Sin embargo, el farmaco,
incluso antes de la expiracion de la patente, fue, y todavia es, ampliamente referido por su nombre genérico
"tamoxifeno”. El tamoxifeno y los derivados de tamoxifeno se unen competitivamente a receptores de estrégeno
sobre los tumores y otras dianas tisulares, produciendo un complejo nuclear que disminuye la sintesis de ARN e
inhibe los efectos de los estrogenos.

Los receptores de esteroides son receptores intracelulares (tipicamente citoplasmicos) que realizan la transduccion
de sefales para las hormonas esteroides. Los ejemplos incluyen Receptores de tipo |, en particular receptores de
hormonas sexuales, p. €j. receptor de andrégeno, receptor de estrégeno, receptor de progesterona; receptor de
glucocorticoide, receptor de mineralocorticoide; y Receptores de tipo Il, p. ej. receptor de vitamina A, receptor de
vitamina D, receptor de retinoide, receptor de hormona tiroidea.

El término "método basado en la hibridacion", segun se utiliza en la presente memoria, hace referencia a métodos
que confieren un proceso de combinaciéon de acidos nucleicos de hebra sencilla, complementarios o analogos de
nucledtidos en una Unica molécula de doble hebra. Los nucledtidos o analogos de nucledtidos se uniran a su
complemento en condiciones normales, de manera que dos hebras perfectamente complementarias se uniran entre
si facilmente. En bioanalitica, muy a menudo se utilizan sondas de hebra sencilla, marcadas con el fin de encontrar
secuencias diana complementarias. Si tales secuencias existen en la muestra, las sondas hibridaran con dichas
secuencias que a continuaciéon pueden ser detectadas debido a la marca. Otros métodos basados en la hibridacion
comprenden métodos con micromatrices y/o biochips. Alli, las sondas son inmovilizadas sobre una fase sélida, que a
continuacion es expuesta a una muestra. Si existen acidos nucleicos complementarios en la muestra, éstos
hibridaran con las sondas y de ese modo se podran detectar. Estos enfoques también son conocidos como
"métodos basados en matrices". Otro método mas basado en la hibridacion es la PCR, que se describe mas abajo.
Cuando se trata de la determinacioén de los niveles de expresion, se pueden utilizar, por ejemplo, métodos basados
en la hibridacién para determinar la cantidad de ARNm para un gen dado.

Un oligonucledtido capaz de unirse especificamente a secuencias de un gen o fragmentos del mismo hace
referencia a un oligonucledtido que hibrida especificamente con un gen o producto génico, tal como el ARNm o el
ADNCc del gen o con un fragmento del mismo. Para detectar especificamente el gen o producto génico, no es
necesario detectar la secuencia génica completa. Un fragmento de aproximadamente 20-150 bases contendra
suficiente informacion especifica de la secuencia como para permitir la hibridacion especifica.

El término "un método basado en la PCR" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a métodos que
comprenden una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Este es un método para amplificar exponencialmente
acidos nucleicos, p. ej. ADN por medio de replicaciéon enzimatica in vitro. Puesto que la PCR es una técnica in vitro,
se puede llevar a cabo sin restricciones sobre la forma de ADN, y se puede modificar considerablemente para
realizar una amplia gama de manipulaciones genéticas. Cuando se trata de la determinacion de los niveles de
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expresion, se puede utilizar, por ejemplo, un método basado en la PCR para detectar la presencia de un ARNm dado
por medio de (1) transcripcion inversa de la reserva completa de ARNm (el dominado transcriptoma) a ADNc con la
ayuda de una enzima transcriptasa inversa, y (2) deteccion de la presencia de un ADNc dado con la ayuda de los
respectivos cebadores. Este enfoque es cominmente conocido como PCR con transcriptasa inversa (rtPCR).

Por otra parte, los métodos basados en PCR comprenden p. €j. PCR en tiempo real, y, particularmente adecuada
para el analisis de los niveles de expresion, PCR cinética o cuantitativa (QPCR).

El término "PCR Cuantitativa" (QPCR)" hace referencia a cualquier tipo de método de PCR que permite la
cuantificacion del molde en una muestra. La PCR en tiempo real cuantitativa comprende diferentes técnicas de
funcionamiento o deteccion del producto como por ejemplo la técnica TagMan o la técnica LightCycler. La técnica
TagMan, por ejemplo, utiliza una sonda fluorogénica doblemente marcada. La PCR en tiempo real TagMan mide la
acumulacion de un producto a través del fluoréforo durante las fases exponenciales de la PCR, en lugar de en el
momento final como en la PCR convencional. El incremento exponencial del producto se utiliza para determinar el
ciclo umbral, CT, esto es, el numero de ciclos de PCR al cual se detecta un incremento exponencial significativo, y
que esta directamente correlacionado con el nimero de copias del molde de ADN presente en la reaccion. El ajuste
de la reaccién es muy similar al de una PCR convencional, pero se lleva a cabo en un ciclador térmico a tiempo real
que permite la medicién de las moléculas fluorescentes en los tubos de PCR. A diferencia de la PCR ordinaria, en la
PCR en tiempo real TagMan se afiade una sonda a la reaccién, esto es, un oligonucleédtido de hebra sencilla
complementario a un segmento de 20-60 nucleotidos dentro del molde de ADN vy localizado entre los dos cebadores.
Un informador fluorescente o fluordforo (p. ej., 6-carboxifluoresceina, acrénimo: FAM, o tetraclorofluoresceina,
acrénimo: TET) y un extintor (p. €j., tetrametilrrodamina, acronimo: TAMRA, o tripéptido dihidrociclopirroloindol
'extintor de agujero negro', acronimo: BHQ) estan anclados covalentemente a los extremos 5' y 3' de la sonda,
respectivamente [2]. La cercania entre el fluoréforo y el extintor anclados a la sonda inhibe la fluorescencia del
fluoréforo. Durante la PCR, a medida que comienza la sintesis de ADN, la actividad exonucleasa 5' a 3' de la
polimerasa Taq degrada aquella proporcion de la sonda que ha hibridado con el molde. La degradacion de la sonda
libera el fluoréforo de la misma y se rompe cerca del extintor, mitigando de ese modo el efecto extintor y permitiendo
la fluorescencia del fluoréforo. Por consiguiente, la fluorescencia detectada en el ciclador térmico de la PCR en
tiempo real es directamente proporcional al fluoréforo liberado y a la cantidad de molde de ADN presente en la PCR.

Por "matriz" o "array" (por su denominacion en inglés) se quiere significar una disposicién de localizaciones
direccionables o "direcciones" sobre un dispositivo. Las localizaciones se pueden disponer en formaciones
bidimensionales, formaciones tridimensionales, u otros formatos de matrices. El nUmero de localizaciones puede
oscilar de varios a al menos cientos de miles. Lo mas importante, cada localizacién representa un sitio de reaccion
totalmente independiente. Las formaciones incluyen, pero no se limitan a, formaciones de acidos nucleicos,
formaciones de proteinas y formaciones de anticuerpos. Una "matriz de acido nucleico" hace referencia a una matriz
que contiene sondas de acido nucleico, tales como oligonucledtidos, analogos de nucleodtidos, polinucledtidos,
polimeros de analogos de nucledtidos, morfolinos o porciones mas grandes de genes. El acido nucleico y/o analogo
de la matriz son preferiblemente de hebra sencilla. Las matrices en donde las sondas son oligonucleétidos son
referidas como "matrices de oligo-nucleétidos" o "chips de oligonucledtidos”. Una "micromatriz”, en la presente
memoria también hace referencia a un "biochip" o "chip biolégico", una matriz de regiones que tienen una densidad
de regiones discretas de al menos aproximadamente 100/cm2, y preferiblemente al menos aproximadamente
1000/cm2.

"Pares de cebadores" y "sondas", dentro del significado de la invencioén, tendran el significado habitual de este
término que es bien conocido por el experto en la técnica de la biologia molecular. En una realizacion preferida de la
invencion se entendera que "pares de cebadores" y "sondas" son moléculas de polinucledtidos que tienen una
secuencia idéntica, complementaria, homologa, u homodloga al complemento de las regiones de un polinucledtido
diana que se va a detectar o cuantificar. En otra realizacion mas, también esta incluido el uso de los analogos de
nucledtidos como cebadores y/o sondas. Las tecnologias de sondas utilizadas para aplicaciones de PCR cinética o
en tiempo real podrian ser, p. €j., sistemas TagMan® obtenibles de Applied Biosystems, sondas de extension tales
como Scorpion® Primers, Dual Hybridisation Probes, Amplifluor® obtenible de Chemicon International, Inc, o Minor
Groove Binders.

Se debera entender que "sondas marcadas individualmente", dentro del significado de la invencion, son sondas
moleculares que comprende un polinucledtido, oligonucleétido o analogo de nucledtido y una marca, util en la
deteccién o cuantificacion de la sonda. Las marcas preferidas son moléculas fluorescentes, moléculas luminiscentes,
moléculas radiactivas, moléculas enzimaticas y/o moléculas extintoras.

Se entendera que "sondas en matriz ordenada", dentro del significado de la invencién, son una coleccion de sondas
inmovilizadas, preferiblemente dispuestas de forma ordenada. En una realizacién preferida de la invencion, las
"sondas en matriz ordenada" se pueden identificar por su respectiva posicion sobre el soporte solido, p. €j., sobre un
"chip".

Cuando se utiliza en referencia a una secuencia de acido nucleico de hebra sencilla, el término "sustancialmente
homologa" hace referencia a cualquier sonda que pueda hibridar (esto es, es el complemento de) la secuencia de
acido nucleico de hebra sencilla en condiciones de baja restriccion como se ha descrito anteriormente.
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Compendio de la invencion

En términos generales, la presente invencion proporciona un método para evaluar el riesgo de recurrencia de un
paciente con cancer de mama positivo para receptores de estrogeno y negativo para HER2/NEU, de ganglios
negativos o positivos, en particular pacientes que reciben terapia endocrina, por ejemplo cuando se tratan con
tamoxifeno. El estado de los receptores de estrogeno se determina generalmente utilizando inmunohistoquimica, el
estado HER2/NEU (ERBB2) se determina generalmente utilizando inmunohistoquimica e hibridacién in situ con
fluorescencia. No obstante, el estado de los receptores de estrégeno y el estado de HER2/NEU (ERBB2) se pueden
determinar, para los fines de la invencion, mediante cualquier método adecuado, p. ej. inmunohistoquimica,
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), o analisis de la expresion del ARN.

La presente invencion hace referencia a un método para predecir el resultado de un cancer de mama en un paciente
con cancer de mama positivo para receptores de estrogeno y negativo para HER2, comprendiendo dicho método:

(a) determinar en una muestra tumoral de dicho paciente los niveles de expresion de ARN de al menos 2 de los
siguientes 9 genes: UBE2C, BIRC5, RACGAP1, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS8, IL6ST, y MGP;

(b) combinar matematicamente los valores de los niveles de expresién para los genes de dicho conjunto cuyos
valores se determinaron en la muestra tumoral para proporcionar una puntuacién combinada, en donde dicha
puntuacién combinada es indicativa de una prognosis de dicho paciente. En una realizacién, se seleccionan al
menos 3,4, 5 0 6 genes.

En una realizacion adicional de la invencién el método comprende:

(a) determinar en una muestra tumoral de dicho paciente los niveles de expresion de ARN de los siguientes 8 genes:
UBE2C, BIRC5, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS8, IL6ST, y MGP;

(b) combinar matematicamente los valores de los niveles de expresién para los genes de dicho conjunto cuyos
valores se determinaron en la muestra tumoral para proporcionar una puntuacién combinada, en donde dicha
puntuacién combinada es indicativa de una prognosis de dicho paciente.

En otra realizacion mas de la invencién

BIRC5 puede ser remplazado por UBE2C o TOP2A o RACGAP1 o AURKA o NEK2 o E2F8 o PCNA o CYBRD1 o
DCN o ADRA2A o SQLE o CXCL12 o EPHX2 o ASPH o PRSS16 o EGFR o CCND1 o TRIM29 o DHCR7 o PIP o
TFAP2B o WNT5A o APOD o PTPRT con la condicién de que después de un remplazo se seleccionan 8 genes
diferentes; y

UBE2C puede ser remplazado por BIRC5 o RACGAP1 o TOP2A o AURKA o NEK2 o E2F8 o PCNA o CYBRD1 o
ADRA2A o DCN o SQLE o CCND1 o ASPH o0 CXCL12 o PIP 0 PRSS16 o0 EGFR o DHCR7 o EPHX2 o TRIM29 con
la condicion de que después de un remplazo se seleccionan 8 genes diferentes; y

DHCRY7 puede ser remplazado por AURKA, BIRC5, UBE2C o por cualquier otro gen que pueda remplazar a BIRC5 o
UBE2C con la condicion de que después de un remplazo se seleccionan 8 genes diferentes; y

STC2 puede ser remplazado por INPP4B o IL6ST o SEC14L2 o MAPT o CHPT1 o ABAT o SCUBE2 o ESR1 o
RBBP8 o PGR o PTPRT o HSPA2 o PTGERS con la condicién de que después de un remplazo se seleccionan 8
genes diferentes; y

AZGP1 puede ser remplazado por PIP o EPHX2 o PLAT o SEC14L2 o SCUBE2 o PGR con la condiciéon de que
después de un remplazo se seleccionan 8 genes diferentes; y

RBBP8 puede ser remplazado por CELSR2 0 PGR o STC2 o ABAT o IL6ST con la condicién de que después de un
remplazo se seleccionan 8 genes diferentes; y

IL6ST puede ser remplazado por INPP4B o STC2 o MAPT o SCUBE2 o ABAT o0 PGR 0 SEC14L2 0 ESR1 0 GJA1 o
MGP o EPHX2 o RBBP8 o PTPRT o PLAT con la condicién de que después de un remplazo se seleccionan 8 genes
diferentes; y

MGP puede ser remplazado por APOD o IL6ST o EGFR con la condicion de que después de un remplazo se
seleccionan 8 genes diferentes.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en donde
dicha puntuaciéon combinada es indicativa del beneficio de la quimioterapia citotoxica.

Utilizar un método de la invencion antes de que un paciente reciba terapia endocrina permite una prediccion de la
eficacia de la terapia endocrina.

La siguiente Tabla 2 muestra si la expresién en exceso de cada uno de los genes marcadores anteriores es



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 587 591 T3

indicativa de un buen resultado o de un mal resultado en un paciente que recibe terapia endocrina. El experto puede
construir de ese modo una combinacion matematica, esto es, un algoritmo que tenga en consideracion el efecto de
un gen dado. Por ejemplo una suma o una suma ponderada de genes cuya expresion en exceso es indicativa de
buenos resultados produce un algoritmo en donde una puntuacion de riesgo elevado es indicativa de un buen
resultado. La validez del algoritmo se puede examinar analizando muestras tumorales de pacientes con un registro
clinico, en donde, p. €j., la puntuacion para pacientes con un buen resultado y para pacientes con un mal resultado
se puede determinar por separado y comparar. El experto en la técnica, un bioestadistico, sabra aplicar métodos
matematicos adicionales, tales como funciones discriminantes para obtener algoritmos optimizados. Los algoritmos
se pueden optimizar, p. €j. para la sensibilidad o la especificidad. Los algoritmos se pueden adaptar a la plataforma
analitica concreta utilizada para medir la expresion génica de genes marcadores, tales como PCR cuantitativa.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en donde
dicha terapia endocrina comprende tamoxifeno o un inhibidor de aromatasa.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en donde
se predice el riesgo de desarrollar recurrencia.

De acuerdo con De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito
anteriormente, en donde dicho nivel de expresion se determina como un nivel de expresion sin proteina.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en
donde dicho nivel de expresion se determina como un nivel de expresién de ARN.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en
donde dicho nivel de expresion se determina por medio de al menos uno de

un método basado en PCR,
un método basado en microformaciones, y
un método basado en la hibridacion.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en
donde dicha determinacion de niveles de expresion es en una muestra tumoral fijada con formalina incluida en
parafina o en una muestra tumoral recién congelada.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en
donde el nivel de expresion de dicho al menos un gen marcador se determina como un patréon de expresion con
respecto a al menos un gen de referencia o a un valor de expresion medio computado.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en
donde dicha etapa de combinacion matematica comprende una etapa de aplicacién de un algoritmo a valores
representativos de un nivel de expresion de un gen dado.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en
donde dicho algoritmo es una combinacion lineal de dichos valores representativos de un nivel de expresion de un
gen dado.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en donde
un valor representativo de un nivel de expresion de un gen dado se multiplica por un coeficiente.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en donde
se determinan uno, dos o mas umbrales para dicha puntuacién combinada y se discriminan en grupos de riesgo
elevado y bajo, riesgo elevado, intermedio y bajo, o mas grupos de riesgo aplicando el umbral sobre la puntuacion
combinada.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en
donde una puntuacion combinada elevada es indicativa del beneficio de una terapia mas agresiva, p. €.
quimioterapia citotdxica. El experto en la técnica entiende que una "puntuacion elevada" en este aspecto, se refiere a
un valor de referencia o valor de corte. El experto entiende adicionalmente que dependiendo del algoritmo concreto
utilizado para obtener la puntuacidon combinada, también una puntuacién "baja" por debajo de un valor de corte o de
referencia puede ser indicativa del beneficio de una terapia mas agresiva, p. €j. quimioterapia citotdxica. Este es el
caso cuando los genes tienen una correlacion positiva con un factor de alto riesgo de metastasis en el algoritmo con
un coeficiente positivo, de manera que una puntuacion global alta indica una elevada expresion de genes que tienen
una correlacion positiva con un alto riesgo.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en
donde una informacioén referente al estado ganglionar del paciente es procesada en la etapa de combinacion
matematica de los valores de los niveles de expresion para los genes para proporcionar una puntuacion combinada.
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De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método como se ha descrito anteriormente, en
donde dicha informacion referente al estado ganglionar es un valor numérico < 0 si dicho estado ganglionar es
negativo y dicha informacién es un valor numérico > 0 si dicho estado ganglionar es positivo o desconocido. En
realizaciones ilustrativas de la invencién, se asigna a un estado ganglionar negativo el valor de 0, a un estado
ganglionar desconocido se le asigna el valor 0,5 y a un estado ganglionar positivo se le asigna el valor 1. Se pueden
seleccionar otros valores para reflejar una ponderacion diferente del estado ganglionar en un algoritmo.

La_invencion se refiere adicionalmente a un kit para realizar un método como se ha descrito anteriormente,
comprendiendo dicho kit un conjunto de oligonucleétidos susceptibles de unirse especificamente a secuencias o a
secuencias de fragmentos de los genes de una combinacién de genes, en donde

(i) dicha combinacion comprende al menos los 8 genes UBE2C, BIRC5, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS8, IL6ST, y
MGP; o

(ii) dicha combinacion comprende al menos los 10 genes BIRC5, AURKA, PVALB, NMU, STC2, RBBP8, PTGERS,
CXCL12, CDH1, y PIP; 0

(iii) dicha combinacion comprende al menos los 9 genes BIRC5, DHCR7, RACGAP1, PVALB, STC2, IL6ST,
PTGER3, CXCL12, y ABAT; o

(iv) dicha combinacion comprende al menos los 9 genes DHCR7, RACGAP1, NMU, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP.

La invencion se refiere adicionalmente al uso de un kit para realizar un método de cualquiera de las reivindicaciones
1 a 17, comprendiendo dicho kit un conjunto de oligonucleétidos capaz de unirse especificamente a secuencias o a
secuencias de fragmentos de los genes en una combinacién de genes, en donde

(i) dicha combinacion comprende al menos los 8 genes UBE2C, BIRC5, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS8, IL6ST, y
MGP; o

(ii) dicha combinacion comprende al menos los 10 genes BIRC5, AURKA, PVALB, NMU, STC2, RBBP8, PTGERS,
CXCL12, CDH1, y PIP; 0

(iii) dicha combinacion comprende al menos los 9 genes BIRC5, DHCR7, RACGAP1, PVALB, STC2, IL6ST,
PTGER3, CXCL12, y ABAT; o

(iv) dicha combinacion comprende al menos los 9 genes DHCR7, RACGAP1, NMU, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y
MGP;19. Un producto informatico capaz de procesar valores representativos de un nivel de expresion de los genes
AKR1C3, MAP4 y SPP1 combinando matematicamente dichos valores para proporcionar una puntuacion
combinada, en donde dicha puntuaciéon combinada es indicativa del beneficio de la quimioterapia citotéxica de dicho
paciente.

La invencioén se refiere adicionalmente un programa informatico capaz de procesar valores representativos de un
nivel de expresion de una combinacion de genes combinando matematicamente dichos valores para proporcionar
una puntuaciéon combinada, en donde dicha puntuacion combinada es indicativa de la eficacia o el beneficio de la
terapia endocrina de dicho paciente, de acuerdo con los métodos anteriores.

Dicho programa informatico se puede almacenar en un soporte de datos o implementar en un sistema de diagnoéstico
capaz de dar salida a valores representativos de un nivel de expresion de un gen dado, tal como un sistema de PCR
en tiempo real.

Si el programa informatico se almacena en un soporte de datos o se ejecuta en un ordenador, el personal puede
introducir los valores de expresion obtenidos para el nivel de expresion de los respectivos genes. El programa
informatico puede aplicar a continuacion un algoritmo para producir una puntuaciéon combinada indicativa del
beneficio de la terapia citotdxica para un paciente dado.

Los métodos de la presente invencion tienen la ventaja de proporcionar una prediccion fiable del resultado de una
enfermedad basandose solamente en el uso de un pequefio numero de genes. Se ha descubierto que los métodos
de la presente invencion son especialmente adecuados para analizar la respuesta al tratamiento endocrino, p. €;.
con tamoxifeno, de pacientes con tumores clasificados como ESR1 positivos y ERBB2 negativos.

Descripcion detallada de la invencién
La invencion se explica junto con realizaciones ilustrativas y las figuras adjuntas:

La Figura 1 muestra un Grafico de Forrest de la razén de riesgos instantaneos corregida con un intervalo de
confianza de 95% de la puntuacion T5 en la cohorte combinada, asi como los grupos de tratamiento individuales de
los estudios ABCSGO06 y 08, utilizando la metastasis distante como criterio de valoracion.

La Figura 2 muestra un Andlisis de Kaplan Meier de pacientes ER+, HER-, NO-3 de las cohortes combinadas
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ABCSGO06 y 08, estratificadas en alto o bajo riesgo de acuerdo con el valor de la Puntuacién T5.

En la presente memoria se describen combinaciones Unicas de genes marcadores que se pueden combinar en un
algoritmo para el nuevo ensayo predictivo presentado aqui. Técnicamente, el método de la invencién se puede poner
en practica utilizando dos tecnologias: 1.) Aislamiento del ARN total a partir de tejido tumoral fresco o fijado y 2.) RT-
PCR Cinética de los acidos nucleicos aislados. Alternativamente, se contempla la medicién de niveles de expresion
utilizando tecnologias alternativas, p. ej. por medio de una micromatriz o por medio de la mediciéon a nivel de
proteina.

Los métodos de la invencion se basan en la determinacion cuantitativa de especies de ARN aisladas del tumor con
el fin de obtener valores de expresion y el subsiguiente analisis bioinformatico de dichos valores de expresion
determinados. Se podrian aislar especies de ARN de cualquier tipo de muestra tumoral, p. €j. muestras de biopsia,
muestras de frotis, material tumoral resecado, tejido tumoral recién congelado o tejido tumoral fijado con formalina e
incluido en parafina. En primer lugar, se determinan los niveles de ARN de los genes que codifican combinaciones
especificas de los genes UBE2C, BIRC5, DHCR7, RACGAP1, AURKA, PVALB, NMU, STC2, AZGP1, RBBPS,
IL6ST, MGP, PTGER3, CXCL12, ABAT, CDH1, y PIP o combinaciones especificas de los mismos, segun se ha
indicado. Basandose en estos valores de expresion se calcula una puntuacion prognéstica por medio de una
combinacion matematica, p. ej. de acuerdo con las férmulas T5 T1, T4, o T5b (véase mas abajo). Un valor de
puntuacion elevado indica un riesgo elevado de desarrollar metastasis distante, un valor de puntuacién bajo indica
un bajo riesgo de metastasis distante. Por consiguiente, una puntuacion elevada también indica que el paciente es
un paciente de alto riesgo que se beneficiara de una terapia mas agresiva, p. €j. quimioterapia citotdxica.

Los presentes ejemplos se basan en la identificacion de genes prognéstico utilizando tumores de pacientes tratados
de manera homogénea en el entorno coadyuvante con tamoxifeno. Ademas, la identificacion de genes relevantes se
ha restringido a tumores clasificados como ESR1 positivos y ERBB2 negativos basandose en los niveles de
expresion de ARN. Ademas, los genes que permiten la separacién del riesgo intermedio, p. €. tumores de grado 2
fueron considerados para el desarrollo del algoritmo. Finalmente, se realizé una transferencia de plataforma desde
formaciones Affymetrix HG_U133a a PCR en tiempo real cuantitativa, asi como una transferencia del tipo de
muestra de tejido recién congelado a tejido FFPE para garantizar un funcionamiento robusto del algoritmo,
independiente del tipo de plataforma y tejido. Como resultado, la determinacién del nivel de expresion de las
especies de ARN del tumor primario y el posterior analisis complejo y multivariante descrito anteriormente
proporcionan un método superior para la predicciéon de la verosimilitud de recurrencia de la enfermedad en pacientes
diagnosticados de cancer de mama temprano con ganglios negativos o positivos, cuando se tratan con tamoxifeno
solamente en el entorno coadyuvante. De este modo, el ensayo se basa en menos genes que los de los
competidores, pero proporciona informacion superior en cuanto a la alta sensibilidad y al valor predictivo negativo, en
particular para tumores que se consideraba que mostraban un riesgo de recurrencia intermedio basandose en
factores clinicos convencionales.

El ARN total se extrajo con un método de aislamiento basado en cuentas de silice y completamente automatico, de
Siemens, para el ARN de una seccion de tejido FFPE completa de 10 um en un robot de manipulaciéon de liquido
Hamilton MICROLAB STARIet (17). El robot, los tampones y los agentes quimicos eran parte de un Siemens
VERSANT® kPCR Molecular System (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY; no disponible en el mercado
en los EEUU). En resumen, se afiadieron 150 pl de tampdén FFPE (Tampdn FFPE, reactivo de investigacion,
Siemens Healthcare Diagnostics) a cada seccion y se incubaron 30 minutos a 80°C con sacudimiento para fundir la
parafina. Después de enfriar, se afiadid proteinasa K y se incubé durante 30 minutos a 65°C. Después de la lisis, se
retiraron los desechos de tejido residual del fluido de lisis por medio de una etapa de incubacion de 15 minutos a
65°C con 40 ul de cuentas de 6xido de hierro recubiertas con silice. Las cuentas con los desechos tisulares unidos a
la superficie se separaron con un iman y los productos lisados se transfirieron a una placa con pocillos (96 pocillos)
profunda de 2 ml convencional. Alli, el ARN total y el ADN se unieron a 40 pl de cuentas sin utilizar y se incubaron a
la temperatura ambiente. Se produjeron condiciones caotrépicas mediante la adicién de 600 pl de tampon de lisis. A
continuacion, las cuentas se separaron magnéticamente y se descartaron los sobrenadantes. Después de eso, los
acidos nucleicos unidos a la superficie se lavaron tres veces seguido de magnetizacion, aspiracion y eliminacion de
los sobrenadantes. Después de eso, los acidos nucleicos se hicieron eluir mediante incubacién de las cuentas con
100 pl de tampédn de elucion durante 10 minutos a 70°C con sacudimiento. Finalmente, las cuentas se separaron y el
sobrenadante se incubd con 12 pl de DNase | Mix (2 yL de ADNasa | (libre de ARNasa); 10 pl de 10x tampodn de
ADNasa |; Ambion/Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania) para retirar el ADN contaminante. Después de incubar
durante 30 minutos a 37°C, se tomaron alicuotas de ARN total libre de ADN y se almacenaron a -80°C o se utilizaron
directamente para el analisis de expresion del ARNm por medio de PCR cinética con transcripcién inversa
(RTKPCR). Todas las muestras se analizaron con una RT-kPCR de una etapa para determinar la expresion génica
de hasta tres genes de referencia, (RPL37A, CALM2, OAZ1) y hasta 16 genes diana en un ABI PRISM® 7900HT
(Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania. Se utilizé Superscript® Il Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR
System con ROX (6-carboxi-X-rhodamina) (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las sondas y los cebadores respectivos se muestran en la tabla 1. Las condiciones de la PCR fueron las
siguientes: 30 minutos a 50°C, 2 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 30 segundos a
60°C. Todos los analisis de PCR se realizaron por triplicado. Como marcador sustituto para el rendimiento de ARN,
se utilizo el valor del ciclo umbral (Ct) del gen constitutivo, RPL37A como se describe en otro lugar (17). Los niveles
de expresion génica relativos de los genes diana se calcularon mediante el método delta-Ct utilizando la férmula:
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20 - (Ct (diana) - media (Ct (genes de referencia))).

La transferencia de plataforma de formaciones Affymetrix HG_U133a (tejido recién congelado) a PCR en tiempo real
cuantitativa (tejido FFPE) se calculé como sigue. Se midié material de 158 pacientes utilizando ambas plataformas
para proporcionar muestras emparejadas. Se calcularon los valores Delta-Ct a partir de los datos de la PCR. Se
calcularon los Log2 de las expresiones de los datos de Affymetrix aplicando un limite inferior (ajustando todos los
valores por debajo del limite inferior al limite inferior) y a continuacion calculando el logaritmo de base 2. La
aplicacion de un limite inferior reduce el efecto de aumento de ruido de la medicién relativa para los genes poco
expresados/muestras; se utilizé un limite inferior de 20, los limites inferiores entre 0,1 y 200 también funcionan bien.
Se selecciond un conjunto de sondas HG_U133a para cada gen medido mediante PCR maximizando el coeficiente
de correlacion de Pearson entre el valor delta-Ct (de la PCR) y el log2 de la expresion (de Affymetrix). Otras medidas
de correlacion también funcionaran bien, p. €j. el coeficiente de correlacion de Spearman. En la mayor parte de los
casos el conjunto de sondas mejor correlacionado pertenecia al gen pretendido, para el resto de los casos se elimind
el gen de la PCR para su procesamiento adicional. Aquellos genes que mostraban una mala correlacion entre las
plataformas también fueron eliminados, cuando se utilizé un umbral en el coeficiente de correlacién de Pearson de
0,7 (valores entre 0,5 y 0,8) también funciond bien. La transformacion de plataforma finaliz6 calculando las
transformadas Z sin supervision para ambas plataformas y combinandolas; a continuacién un unico valor de PCR-
delta-Ct se transforma a la escala de Affymetrix mediante las siguientes etapas: (i) aplicar la transformacion lineal
afin cuando los coeficientes se determinaron mediante la transformada z de los datos de la PCR, (ii) aplicar la
transformacion lineal afin inversa cuando los coeficientes se determinaron mediante la transformada z de los datos
de Affymetrix, (iii) invertir el log2, esto es, calcular el exponencial con respecto a la base 2. Las alternativas a las
transformadas z dobles son la regresion lineal o de orden superior, la regresion robusta o métodos basados en un
componente principal, que también funcionaran bien.

Las secuencias de los cebadores y las sondas son las siguientes:
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La Tabla 2, de mas abajo, enumera los genes utilizados en los métodos de la invencién y en las realizaciones
concretas T5, T1, T4, y T5b. La Tabla 2 también muestra si la expresion en exceso de un gen dado es indicativa de
un buen o mal resultado bajo terapia con Tamoxifeno. La Tabla 2 enumera la funcién del gen, la localizacion del

compartimento dentro de la célula y los procesos celulares en los que esta implicado.

Tabla 2 Lista de genes de los algoritmos T5, T1, T4, y T5b:

Gen Nombre Expresion | Funcion Componente Proceso
Elevada
UBE2C Enzima E2C Mal Unién a ATP citosol division celular
conjugada con resultado
ubiquitina
BIRC5 IAP que contiene 5 Mal Unién a GTPasa Ran |citosol ciclo celular
repeticiones resultado
DHCR7 7-Deshidrocolesterol |Mal Actividad 7- membrana regulacion de la
reductasa resultado | deshidrocolesterol reticulo proliferacién celular
reductasa endoplasmatico
RACGAP1 |Proteina 1 activadora |Mal Actividad activadora citoplasma ciclo celular
de GTPasa Rac resultado |de GTPasa
AURKA Aurora quinasa A Mal Unién a ATP centrosoma ciclo celular mitético
resultado
PVALB Parvalbumina Mal Unidn ion calcio
resultado
NMU Neuromedina U Mal Unidn a receptor region extracelular |transduccion de
resultado sefal
STC2 Estanniocalcina 2 Buen Actividad hormonal region extracelular |transduccion de
resultado sefal ligada a
receptor superficie
celular
AZGP1 Alfa-2-glicoproteina 1 |Buen Actividad region extracelular |regulacion negativa
resultado |transportadora de la proliferacion
proteina celular
transmembrana
RBBP8 Proteina 8 de unién a |Buen Unién a proteinas nlcleo punto de control del
retinoblastoma resultado ciclo celular
IL6ST Transductor de sefal |Buen Actividad receptora region extracelular |transduccion de
de interleuquina 6 resultado sefal
MGP Proteina Gla de la Buen Constituyente region extracelular |diferenciacion
matriz resultado |estructural de la matriz celular
extracelula
PTGER3 |Receptor 3 de Buen Actividad receptora membrana transduccion de
prostaglandina E resultado |dependiente del plasmatica sefal

ligando
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Gen Nombre Expresion | Funcion Componente Proceso
Elevada
CXCL12 |Ligando 12 de Buen Actividad quimioquina |Region transduccion de
quimioquina (motivo | resultado extracelular sefial
C-XC)
ABAT 4-Aminobutirato Buen Actividad transferasa | mitocondria Proceso catabolico
aminotransferasa resultado del acido gamma-
aminobutirico
CDH1 Cadherina 1 Buen Union a moléculade | Membrana Adherencia a
resultado |adherencia celular plasmatica células homofilicas
PIP Proteina inducida por |Buen Union a actina Regién
prolactina resultado extracelular
CALM2 Gen de Referencia
OAZ1 Gen de Referencia
RPL37A Gen de Referencia

La Tabla 3, de mas abajo, muestra las combinaciones de genes utilizadas para cada algoritmo.

Tabla 3: Combinacién de genes para los respectivos algoritmos:

Gen Algo-T1 Algo-T4 Algo-T5 Algo-T5b
UBE2C X

BIRC5 X X X

DHCR? X X X
RACGAP1 X X
AURKA X

PVALB X X

NMU X X
STC2 X X X

AZGP1 X X
RBBP8 X X X
IL6ST X X X
MGP X X
PTGER3 X X
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Gen Algo-T1 Algo-T4 Algo-T5 Algo-T5b
CXCL12 X X

ABAT X

CDH1 X

PIP X

La Tabla 4, de mas abajo, muestra el ID del conjunto de sondas "probeset" de Affy y el mapeo con ID de disefio

Tagman de los genes marcadores de la presente invencion.

Tabla 4: Simbolo del Gen, ID grupo de sondas Affy y mapeo con ID disefio TagMan:

Gen ID Disefio ID Grupo de sondas
UBE2C Re65 202954 _at
BIRC5 SC089 202095_s_at
DHCR7 CAGMC334 201791_s_at
RACGAP1 R125-2 222077_s_at
AURKA CAGMC336 204092_s_at
PVALB CAGMC339 205336_at
NMU CAGMC331 206023_at
STC2 R52 203438 _at
AZGP1 CAGMC372 209309_at
RBBP8 CAGMC397 203344 _s_at
IL6ST CAGMC312 212196_at
MGP CAGMC383 202291_s_at
PTGER3 CAGMC315 213933_at
CXCL12 CAGMC342 209687_at
ABAT CAGMC338 209460_at
CDH1 CAGMC335 201131_s_at
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La Tabla 5, de mas abajo, muestra los nombres completos, Entrez GenelD, niumero de acceso Gene bank y
localizacién cromosdmica de los genes marcadores de la presente invencion

Simbolo Nombre completo oficial Entrez Num. de Locallizacién
oficial GenelD Acceso
UBE2C Enzima conjugada con ubiquitina E2C 11065 u73379 20913.12
BIRC5 IAP baculoviral que contiene 5 repeticiones 332 U75285 17925
DHCR7 7-Deshidrocolesterol reductasa 1717 AF034544 11913. 4
STC2 Estaniocalcina 2 8614 AB012664 5q35.2
RBBP8 Proteina de unién a retinoblastoma 8 5932 AF043431 18g11. 2
IL6ST Transductor de sefial de interlequina 6 3572 M57230 5911
MGP Proteina Gla de la matriz 4256 M58549 12p12. 3
AZGP1 Alfa-2-glicoproteina 1, unién a cinc 563 BC005306 11922. 1
RACGAP1 Proteina de activacion de GTPasa Rac 1 29127 NM_013277 12913
AURKA Aurora quinasa A 6790 BC001280 20913
PVALB Parvalbimina 5816 NM_002854 22q13.1
NMU Neuromedina U 10874 X76029 4912
PTGER3 Receptor de prostaglandina E 3 (subtipo EP3) 5733 X83863 1p31.2
CXCL12 Quimioquina (motivo C-X-C) ligando 12 (factor 6387 L36033 10911.1
derivado de células estromales 1)
ABAT 4-Aminobutirato aminotransferasa 18 L32961 16p13. 2
CDH1 Cadherina 1, tipo 1, E-cadherina (epitelial) 999 L08599 16922. 1
PIP Proteina inducida por prolactina 5304 NMM_002652 |7q32-qter

Ejemplo algoritmo T5:

El Algoritmo T5 es un comité de cuatro miembros donde cada miembro es una combinacion lineal de dos genes. Las
férmulas matematicas para T5 se muestran mas abajo; la notacién es la misma que para T1. T5 se puede calcular a
partir de los datos de expresion génica solamente.

riesgoMiembro1 = 0,434039 [0,301..0,567] * (0,939 * BIRC5 -3,831)
-0,491845 [-0,714..-0,270] * (0,707 * RBBP8 -0,934)

riesgoMiembro2 = 0,488785 [0,302..0,675] * (0,794 * UBE2C -1,416)
-0,374702 [-0,570..-0,179] * (0,814 * IL6ST -5,034)
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riesgoMiembro3 = -0,39169 [-0,541..-0,242] * (0,674 * AZGP1 -0,777)
+0,44229 [0,256..0,628] * (0,891 * DHCR7 -4,378)

riesgoMiembro4 = -0,377752 [-0,543..-0,212] * (0,485 * MGP +4,330)
-0,177669 [-0,267..-0,088] * (0,826 * STC2 -3,630)

riesgo = riesgoMiembro1 + riesgoMiembro2 + rieso Miembro3 + riesgoMiembro4

Los coeficientes a la izquierda de cada linea se calcularon en forma de coeficientes de regresion para los riesgos
proporcionales de COX, los numeros entre corchetes indican limites de confianza de 95% para estos coeficientes.
En otras palabras, en lugar de multiplicar el término (0,939 * BIRC5 -3,831) por 0,434039, éste se puede multiplicar
por cualquier coeficiente entre 0,301 y 0,567 y todavia tener un resultado predictivo en los limites de confianza de
95%. Los términos entre paréntesis a la derecha de cada linea indican una transferencia de plataforma de PCR a
Affymetrix: Las variables PVALB, CDH1, ... indican expresiones basadas en la PCR normalizadas por los genes de
referencia (valores delta Ct), el término completo dentro del paréntesis corresponde al logaritmo (base 2) de los
valores de expresion de la micromatriz de Affymetrix de los correspondientes grupos de sondas.

El funcionamiento del algoritmo T5 se sometié a ensayo en pacientes tratados con Tamoxifeno o Anastrozol con no
mas de 3 ganglios linfaticos positivos y tumores ER+, HER2-, que participaron en las pruebas clinicas aleatorizadas
ABCSGO06 (n = 332) o ABCSGO08(n = 1244). Como se muestra en la figura 1, el analisis de regresion de Cox revela,
que la puntuacién de T5 tiene una asociacion significativa con el desarrollo de metastasis distante en todas las
cohortes sometidas a ensayo.

Se realiz6 el analisis de Kaplan Meier, después de clasificar a los pacientes de las cohortes ABCSG combinadas
utilizando un corte predefinido para la puntuacion de T5. Los pacientes con un bajo riesgo de desarrollar una
metastasis distante tuvieron una puntuacion de T5 < -9,3, mientras los pacientes con un riesgo elevado de
desarrollar metastasis distante tuvieron una puntuacién de T5 por encima de -9.3. Como se muestra en la figura 2,
se observa una separacion muy significativa de ambos grupos de riesgo.

De manera importante, la puntuacion de T5 se evalud y se comparo frente a "Adjuvant! Online", una herramienta en
Internet para ayudar a la seleccién de terapia basada en la entrada de parametros clinicos tales como el tamafo del
tumor, el grado del tumor y el estadio ganglionar. Cuando la puntuacion de T5 se sometié a ensayo mediante la
regresion de Cox bivariante frente a la puntuacion del Adjuvant!Online Relapse Risk, ambas puntuaciones
continuaron en asociacion significativa con el desarrollo de metastasis distante. La regresion de Cox bivariante que
utiliza datos dicotomizados, que se estratificaron de acuerdo con T5 (corte -9.3) con respecto a Adjuvant!Online
(corte 8), de nuevo proporcioné asociaciones altamente significativas e independientes con el tiempo de metastasis
como criterio de valoracion clinico.

Tabla 6: Regresion de Cox bivariante von T5 und Adjuvant!Online

Variable Razoén de Riesgo Cl 95%* P

Adjuvant!Online 2,36 1,58-3,54 <0,0001
Firma de expresion génica (grupo de riesgo) 2,62 1,71-4,01 <0,0001
Adjuvant!Online (puntuacion) 1,04 1,02-1,06 <0,0001
Firma de expresion génica (grupo de riesgo) 1,35 1,21-1,49 <0,0001

Con HR = Razén de Riesgo, Cl 95% = Intervalo de Confianza de 95%, p = valor de P.

Las curvas de Kaplan Meyer ilustrativas se muestran en las Figs. 1 en donde Elevado = Grupo de Riesgo Elevado,
Bajo = Grupo de Riesgo Bajo de acuerdo con un corte previamente definido

Un valor elevado de la puntuacion de T5 indica un aumento del riesgo de aparicion de metastasis distante en un
periodo de tiempo dado.
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Se ha demostrado que este es el caso para pacientes que han sido tratados con tamoxifeno y también para
pacientes que han sido tratados con inhibidores de aromatasa.

Ejemplo de algoritmo T1:

El algoritmo T1 es un comité de tres miembros donde cada miembro es una combinacion lineal de hasta cuatro
variables. En general, las variables pueden ser expresiones de genes o variables clinicas. En T1 la Unica variable no
génica es el estado ganglionar codificado como 0, si el paciente tiene ganglios linfaticos negativos y 1, si el paciente
tiene ganglios linfaticos positivos. Las férmulas matematicas para T1 se muestran mas abajo.

riesgoMiembro1 = +0,193935 [0,108..0,280] * (0,792 * PVALB -2,189)
-0,240252 [-0,400..-0,080] * (0,859 * CDH1 -2,900)
-0,270069 [-0,385..-0,155] * (0,821 * STC2 -3,529)
+1,2053 [0,534..1,877] * estadoGanglionar
riesgoMiembro2 = -0,25051 [-0,437..-0.064] * (0,558 * CXCL12 +0,324)
-0,421992 [-0,687..-0,157] * (0,715 * RBBP8 -1,063)
+0,148497 [0,029..0,268] * (1,823 * NMU -12,563)
+0,293563 [0,108..0,479] * (0,989 * BIRC5 -4,536)
riesgoMiembro3 = +0,308391 [0,074..0543] * (0,812 * AURKA -2,656)
-0,116312 [-0,202..-0,031] * (0,724 * PIP +0,985)
riesgo = +riesgoMiembro1 + riesgoMiembro2 + riesgoMiembro3

Los coeficientes a la izquierda de cada linea se calcularon en forma de coeficientes de regresion para los riesgos
proporcionales de COX, los numeros entre corchetes indican limites de confianza de 95% para estos coeficientes.
Los términos entre paréntesis a la derecha de cada linea indican una transferencia de plataforma de PCR a
Affymetrix: Las variables PVALB, CDH1, ... indican expresiones basadas en la PCR normalizadas por los genes de
referencia, el término completo dentro del paréntesis corresponde al logaritmo (base 2) de los valores de expresion
de la micromatriz de Affymetrix de los correspondientes grupos de sondas.

Ejemplo algoritmo T4:

El Algoritmo T4 es una combinacion lineal de motivos. Los 10 genes principales de varios analisis de grupos de
datos de Affymetrix y datos de PCR se agruparon en motivos. Los genes no pertenecientes a una agrupacion se
utilizaron como motivos de un solo gen. Los coeficientes de regresion de riesgos proporcionales de COX se
encontraron en un analisis de multiples variantes.

En general, los motivos pueden ser expresiones de un solo gen o expresiones génicas medias de genes
correlacionados. Las formulas matematicas para T4 se muestran a continuacion.

prolif = ((0,84 [0,697..0,977] * RACGAP1 -2,174) + (0,85 [0,713..0,988]
*DHCRY7 -3,808) + (0,94 [0,786..1,089] * BIRCS -3,734)) / 3

motiv2 = ((0,83 [0,693..0,96] * IL6ST -5,295) + (1,11 [0,930..1,288] *
ABAT -7,019) + (0,84 [0,701..0,972] * STC2 -3,857)) / 3

ptger3 = (PTGERS * 0,57 [0,475..0,659] + 1,436)

cxc112 = (CXCL12 * 0,53 [0,446..0,618] + 0,847)

pvalb = (PVALB * 0,67 [0,558..0,774] -0,466)

Los factores y las compensaciones para cada gen indican una transferencia de plataforma de PCR a Affymetrix: Las
variables RACGAP1, DHCRY, ... indican expresiones basadas en PCR normalizadas por CALM2 y PPIA, el término
completo entre paréntesis corresponde al logaritmo (base 2) de los valores de expresion de microformaciones de
Affymetrix de los conjuntos de sondas correspondientes.
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Los numeros entre corchetes indican limites de confianza de 95% para estos factores.

Como el algoritmo funcioné incluso mejor combinado con una variable clinica, se afiadié el estado ganglionar. En T4
el estado ganglionar se codifica como 0, si el paciente tiene ganglios linfaticos negativos y como 1, si el paciente
tiene ganglios linfaticos positivos. Con esto, el algoritmo T4 es:

riesgo = -0,32 [-0,510..-0,137] * motiv2
+ 0,65 [0,411..0,886] *prolif

- 0,24 [-0,398..-0,08] * ptger3

- 0,05 [-0,225..0,131] * cxcl12

+ 0,09 [0,019..0,154] * pvalb

+ estadoGanglionar

Los coeficientes del riesgo se calcularon en forma de coeficientes de regresion de riesgos proporcionales de COX,
los nimeros entre corchetes indican limites de confianza de 95% para estos coeficientes.

El Algoritmo T5b es un comité de dos miembros donde cada miembro es una combinacion lineal de cuatro genes.
Las formulas matematicas para T5b se muestran mas abajo, la notacion es la misma que para T1y T5. En T5b una
variable no génica es el estado ganglionar codificado como 0, si el paciente tiene ganglios linfaticos negativos y
como 1, si el paciente tiene ganglios linfaticos positivos y 0,5 si el estado de los ganglios linfaticos es desconocido.
T5b se define mediante:

riesgoMiembro1 = 0,359536 [0,153..0,566] * (0,891 * DHCR?7 -4,378)
-0,288119 [-0,463..-0,113] * (0,485 * MGP +4,330)
+0,257341[0,112..0,403] * (1,118 * NMU -5,128)
-0,337663 [-0,499..-0,176] * (0,674 * AZGP1 -0,777)

riesgoMiembro2 = -0,374940 [-0,611..-0,139] * (0,707 * RBBP8 -0,934)
-0,387371 [-0,597..-0,178] * (0,814 * IL6ST -5,034)
+0,800745 [0,551..1,051] * (0,860 * RACGAP1 -2,518)
+0,770650 [0,323..1,219] * estadoGanglionar

riesgoMiembro2 = -0,374940 [-0,611..-0,139] * (0,707 * RBBP8 -0,934)
-0,387371 [-0,597..-0,178] * (0,814 * IL6ST -5,034)
+0,800745 [0,551..1,051] * (0,860 * RACGAP1 -2,518)
+0,770650 [0,323..1,219] * estadoGanglionar

riesgo = riesgoMiembro1 + riesgoMiembro2

El experto en la técnica entiende que estos algoritmos representan ejemplos concretos y que basandose en la
informacion referente a la asociacion de la expresion génica con el resultado proporcionado en la tabla 2, se pueden
establecer algoritmos alternativos utilizando técnicas rutinarias.

Simplificacion del algoritmo empleando subconjuntos de genes

El "Ejemplo de algoritmo T5" es un comité predictor que consiste en 4 miembros con 2 genes de interés cada uno.
Cada miembro es un predictor independiente y auto-contenido de recurrencia distante, cada miembro adicional
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contribuye a la robustez y poder predictivo del algoritmo para predecir el tiempo hasta la metastasis, el tiempo hasta
la muerte o la verosimilitud de supervivencia para un paciente con cancer de mama. La ecuacion de mas abajo
muestra el "Ejemplo de Algoritmo T5"; para facilitar la lectura, el nimero de digitos después de la coma decimal se
ha acortado a 2; el intervalo entre corchetes enumera el intervalo estimado de los coeficientes (media +/- 3
desviaciones tipicas).

Algoritmo T5:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8
+0,38 [0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST
-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCR7
-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,13 [-0,25..-0,02] * STC2
indices c: grupo de Entrenamiento = 0,724,

Los nombres de los genes en el algoritmo indican la diferencia de la expresion del ARNm del gen en comparacion
con uno o mas genes constitutivos como se ha descrito anteriormente.

Al analizar una cohorte diferente de la cohorte de resultados (234 muestras de tumor) fue sorprendente descubrir
que algunas simplificaciones del "algoritmo T5 original" todavia proporcionaban un rendimiento diagnéstico no
significativamente inferior al algoritmo T5 original. La simplificacion mas sencilla consistié6 en reducir el comité
predictor a solamente un miembro. Los ejemplos del rendimiento de los "comités de un miembro" se muestran mas
abajo:

solamente miembro 1:
+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,653, Cohorte independiente = 0,681

solamente miembro 2:
+0,38 [0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,664, Cohorte independiente = 0,696

solamente miembro 3:
-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCRY7

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,666, Cohorte independiente = 0,601

solamente miembro 4:
-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,13 [-0,25..-0,02] * STC2
indices c: grupo de Entrenamiento = 0,668, Cohorte independiente = 0,593

El rendimiento de los comités de un miembro mostrado en una cohorte independiente de 234 muestras se reduce
notablemente en comparacion con el rendimiento del algoritmo completo. Aun asi, la utilizacién de un comité que
consiste en menos miembros permite una estimacién menos costosa, mas simple del riesgo de recurrencia del
cancer de mama o muerte por cancer de mama que podria ser aceptable para ciertos fines diagndsticos.

La combinacién gradual de mas de uno pero menos de cuatro miembros con un nuevo algoritmo predictor del comité
prognéstico, frecuentemente conduce a un incremento pequefio pero significativo en el rendimiento del diagnostico
en comparacion con un comité de un miembro. Resultoé sorprendente averiguar que habia mejoras marcadas por la
combinacion de miembros del comité mientras otras combinaciones casi no proporcionaban mejora. Inicialmente, la
hipotesis fue que una combinacion de miembros que representaban motivos bioldgicos similares a los reflejados por
los genes empleados proporciond una mejora mas pequefia que la combinacién de miembros que reflejaban motivos
biolégicos claramente diferentes. Sin embargo, este no era el caso. No se pudo identificar ninguna norma para
predecir la combinacion de algunos genes para generar un algoritmo que muestre mas poder progndstico que otras
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combinaciones de genes. Las combinaciones prometedoras solamente pudieron ser seleccionadas basandose en
datos experimentales. Las combinaciones identificadas de los miembros del comité combinados para proporcionar
algoritmos todavia potentes, simplificados se muestran a continuacion.

miembros 1y 2 solamente:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

+0,38[0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,675, Cohorte independiente = 0,712
miembros 1y 3 solamente:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 + 0,42 [0,16..0,68] * DHCR7

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,697, Cohorte independiente = 0,688
miembros 1y 4 solamente:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,13 [-0,25..-0,02] * STC2

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,705, Cohorte independiente = 0,679
miembros 2 y 3 solamente:

+0,38 [0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST

-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCR7

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,698, Cohorte independiente = 0,670
miembros 1, 2 y 3 solamente:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

+0,38[0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST

-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCR7

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,701, Cohorte independiente = 0,715

También es posible no omitir miembros de comités completos sino un Unico gen o genes de diferentes miembros del
comité, pero se requiere una readaptacion del algoritmo completo. Con todo, también puede resultar ventajoso
llevarlo a cabo. El rendimiento de los algoritmos simplificados generados omitiendo miembros completos o genes
individuales es en gran medida idéntico.

Variantes de algoritmos mediante sustitucion de genes

Los algoritmos descritos anteriormente, tales como el "Ejemplo de algoritmo T5", también pueden ser modificados
remplazando uno o mas genes por uno o mas genes diferentes. El proposito de semejantes modificaciones es
remplazar genes dificiles de medir en una plataforma especifica por un gen mas sencillo de analizar en esta
plataforma. Si bien semejante transferencia puede no proporcionar necesariamente un mejor rendimiento en
comparacion con el algoritmo de partida, puede proporcionar la pista para implantar el algoritmo prognéstico en una
plataforma de diagndstico concreta. En general, el remplazo de un gen por otro gen a la vez que se conserva el
poder diagnéstico del algoritmo predictivo se puede lograr mejor remplazando un gen por un gen expresado
simultaneamente con una elevada correlacion (mostrada p. ej. por el coeficiente de correlacion de Pearson). Sin
embargo, se debe tener en cuenta que las expresiones del ARNm de dos genes muy correlativos en una plataforma
pueden mostrarse bastante independientes entre si cuando se evalian en una otra plataforma. Por consiguiente,
semejante remplazo aparentemente facil cuando se reduce a la practica experimental, puede proporcionar
resultados decepcionantemente pobres asi como resultados sorprendentemente sélidos, siempre dependiendo de
los imponderables de la plataforma empleada. Repitiendo este procedimiento se pueden remplazar diversos genes.

La eficacia de semejante enfoque se puede demostrar evaluando el rendimiento predictivo de la puntuacion del
algoritmo T5 y sus variantes en las cohortes de validacion. La siguiente tabla muestra el indice ¢ con respecto al
criterio de valoracion de recurrencia distante en dos cohortes de validacion.
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Tabla 7

Variante Estudio de Estudio de
Validacion A Validaciéon B

Algoritmo original T5 indice ¢ = 0,718 |indice c = 0,686

Omisién de BIRC5 (ajustando la |indice ¢ = 0,672 |indice c = 0,643
expresion a alguna constante)

Sustituyendo BIRC5 por UBE2C |indice ¢ = 0,707 |indice c = 0,678
(sin ajuste del coeficiente)

Se puede observar que la omision de uno de los genes T5, aqui mostrada para BIRC5 por ejemplo, reduce
notablemente el rendimiento predictivo. Remplazandolo por otro gen proporciona aproximadamente el mismo
rendimiento.

Un método mejor para remplazar un gen consiste en la readaptacion del algoritmo. Puesto que T5 consiste en cuatro
miembros del comité independientes, solamente hay que readaptar el miembro que contiene el gen remplazado. Las
siguientes ecuaciones demuestran remplazos de genes del algoritmo T5 mostrado mas arriba entrenado en una
cohorte de 234 pacientes con cancer de mama. Solamente un miembro se muestra mas abajo, para el calculo del
indice c¢ se utilizaron los restantes miembros inalterados con respecto al Algoritmo T5 original. El intervalo entre
corchetes enumera el intervalo estimado de los coeficientes: media +/- 3 desviaciones tipicas.

Miembro 1 de T5:

Miembro original 1:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,724, Cohorte independiente = 0,705
remplazar BIRC5 por TOP2A en el miembro 1:

+0,47 [0,24..0,69] * TOP2A -0,34 [-0,58..-0,10] * RBBP8

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,734, Cohorte independiente = 0,694
remplazar BIRC5 por RACGAP1 en el miembro 1:

+0,69 [0,37..1,00] * RACGAP1 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,736, Cohorte independiente = 0,743
remplazar RBBP8 por CELSR2 en el miembro 1:

+0,38 [0,19..0,57] * BIRC5 -0,18 [-0,41..0,05] * CELSR2

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,726, Cohorte independiente = 0,680
remplazar RBBP8 por PGR en el miembro 1:

+0,35 [0,15..0,54] * BIRC5 -0,09 [-0,23..0,05] * PGR

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,727, Cohorte independiente = 0,731

Miembro 2 de T5:
Miembro original 2:
+0,38 [0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,724, Cohorte independiente = 0,725
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remplazar UBE2C por RACGAP1 en el miembro 2:

+0,65 [0,33..0,96] * RACGAP1 -0,38 [-0,62..-0,13] * IL6ST

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,735, Cohorte independiente = 0,718
remplazar UBE2C por TOP2A en el miembro 2:

+0,042 [0,20..0,65] * TOP2A -0,38 [-0,62..-0,13] * IL6ST

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,734, Cohorte independiente = 0,700
remplazar IL6ST por INPP4B en el miembro 2:

+0,40[0,17..0,62] * UBE2C -0,25 [-0,55..0,05] * INPP4B

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,725, Cohorte independiente = 0,686
remplazar IL6ST por MAPT en el miembro 2:

+0,45 [0,22..0,69] * UBE2C -0,14 [-0,28..0,01] * MAPT

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,727, Cohorte independiente = 0,711

Miembro 3 de T5:

Miembro original 3:

-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 + 0,42 [0,16..0,68] * DHCR7

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,724, Cohorte independiente = 0,705
remplazar AZGP1 por PIP en el miembro 3:

-0,10[-0,18..-0,02] * PIP +0,43 [0,16..0,70] * DHCR7

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,725, Cohorte independiente = 0,692
remplazar AZGP1 por EPHX2 en el miembro 3:

-0,23 [-0,43..-0,02] * EPHX2 +0,37 [0,10..0,64] * DHCR7

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,719, Cohorte independiente = 0,698
remplazar AZGP1 por PLAT en el miembro 3:

-0,23 [-0,40..-0,06] * PLAT +0,43 [0,18..0,68] * DHCR7

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,712, Cohorte independiente = 0,715
remplazar DHCR7 por AURKA en el miembro 3:

-0,23 [-0,39..-0,06] * AZGP1 +0,34 [0,10..0,58] * AURKA

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,716, Cohorte independiente = 0,733

Miembro 4 de T5:

Miembro original 4:

-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,13 [-0,25..-0,02] * STC2

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,724, Cohorte independiente = 0,705
remplazar MGP por APOD en el miembro 4:

-0,16 [-0,30..-0,03] * APOD -0,14 [-0,26..-0,03] * STC2

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,717, Cohorte independiente = 0.679
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-0,21 [-0,37..-0,05] * EGFR -0,14 [-0,26..-0,03] * STC2

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,715, Cohorte independiente = 0,708

remplazar STC2 por INPP4B en el miembro 4:

-0,18 [-0,30..-0,05] * MGP -0,22 [-0,53..0,08] * INPP4B

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,719, Cohorte independiente = 0,693

remplazar STC2 por SEC14L2 en el miembro 4:

-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,27 [-0,49..-0,06] * SEC14L2

indices c: grupo de Entrenamiento = 0,718, Cohorte independiente = 0,681

Se puede observar que los remplazos de genes individuales identificados experimentalmente para una cuantificacion
con PCR cinética normalmente afectan al rendimiento predictivo del algoritmo T5, evaluado mediante el indice ¢ solo
de manera insignificante.

La siguiente tabla (Tab. 8) muestra el remplazo potencial de genes candidato para los genes del algoritmo T5. Cada
gen candidato se muestra en una celda de la tabla: EI nombre del gen esta seguido del coeficiente de correlacion de
Pearson absoluto entre corchetes de la expresion del gen original en el Algoritmo T5 y el candidato del remplazo, y
el ID del conjunto de sondas HG-U133A.

Tabla 8

BIRC5

UBE2C
(0,775),
202954 _at

TOP2A
(0,757),
201292_at

RACGAP1
(0,704),
222077 _s_at

AURKA
(0,681),
204092_s_at

NEK2
(0,680),
204026_s_at

E2F8
(0,640),
219990 _at

PCNA
(0,544),
201202_at

RBBP8

CELSR2
(0,548),
204029_at

PGR
(0,392),
208305_at

STC2
(0,361),
203438 _at

ABAT
(0,317),
209459 s_at

IL6ST
(0,311),
212196_at

UBE2C

BIRC5
(0,775),
202095_s_at

RACGAP1
(0,756),
222077 _s_at

TOP2A
(0,753),
201292_at

AURKA
(0,694),
204092_s_at

NEK2
(0,684),
204026_s_at

E2F8
(0,652),
219990 _at

PCNA
(0,589),
201202_at

IL6ST

INPP4B
(0,477),
205376_at

STC2
(0,450),
203438 _at

MAPT
(0,440),
206401 _s_at

SCUBE2
(0,418),
219197 s _at

ABAT
(0,389),
209459 s_at

PGR
(0,377),
208305_at

SEC14L2
(0,356),
204541_at

AZGP1

PIP (0,530) AURKA

206509_at

EPHX2
(0,369),
209368_at

PLAT
(0,366),

201860_s_at 202954 _at

SEC14L2
(0,351),
204541_at

SCUBE2
(0,331),
219197 s _at

PGR
(0,302),
208305_at

25

204092_s_at

202095 _s_at

201983 s _at

STC2

INPP4B
(0,500),
205376_at

IL6ST

(0,450),
212196_at

SEC14L2
(0,417),
204541 _at

MAPT

(0,414),
206401 _s_at

CHPT1

(0,410),
221675_s_at

ABAT
(0,409),
209459 s_at

SCUBE2
(0,406),
219197 s _at



BIRC5 RBBP8

CYBRD1
(0,462),
217889 s _at

DCN
(0,439),
209335_at

ADRA2A
(0,416),
209869 _at

SQLE
(0,415),
209218 _at

CXCL12
(0,388),
209687 _at

EPHX2
(0,362),
209368_at

ASPH
(0,352),
210896 _s_at

PRSS16
(0,352),
208165 _s_at

EGFR
(0,346),
201983 s _at

CCND1
(0,331),
208712_at

TRIM29
(0,325),
202504 _at

DHCR7
(0,323),
201791 _s_at

PIP (0,308),
206509_at

TFAP2B
(0,306),
214451 _at

UBE2C

CYBRD1
(0,486),
217889 s _at

ADRA2A
(0,391),
209869_at

DCN
(0,384),
209335_at

SQLE
(0,369),
209218 _at

CCND1
(0,347),
208712_at

ASPH
(0,344),
210896 _s_at

CXCL12
(0,342),
209687 _at

PIP (0,328),
206509_at

PRSS16
(0,326),
208165 _s_at

EGFR
(0,320),
201983 s _at

DHCR7
(0,315),
201791 _s_at

EPHX2
(0,315),
209368_at

TRIM29
(0,311),
202504 _at
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IL6ST AZGP1 DHCR7? MGP

ESR1
(0,353),
205225 _at

GJA1
(0,335),
201667 _at

MGP
(0,327),
202291 s _at

EPHX2
(0,313),
209368_at

RBBPS
(0,311),
203344 _s_at

PTPRT
(0,303),
205948 _at

PLAT
(0,301),
201860_s_at

26

STC2

ESR1
(0,394),
205225 _at

RBBPS
(0,361),
203344 _s_at

PGR
(0,347),
208305_at

PTPRT
(0,343),
205948 _at

HSPA2
(0,317),
211538 s _at

PTGER3
(0,314),
210832 x_at
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BIRC5 RBBP8 UBE2C IL6ST AZGP1 DHCR7? MGP STC2

WNT5A
(0,303),
205990_s_at

APOD
(0,301),
201525 _at

PTPRT
(0,301),
205948 _at

La siguiente tabla (Tab. 9) enumera las secuencias de cebadores y sondas de qRT-PCR utilizadas para la tabla
anterior.

Tabla 9
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gen
ABAT
ADRA2A
APOD
ASPH
AURKA
BIRCS
CCND1
CELSR2
CHPT1
CxcL12.
CYBRD1
DCN

DHCR? -
 CAGGATACCTAATCCCTCTCACGCAG |

E2F8
EGFR

EPHXZ .

ESR1
Gl

HsPA2
iesT
JINPP4B T

sonda
TCGCCCTAAGAGGCT_'CTTCCTC
TTGTCCTTTCCCCCCTCCGTGL
CATCAGCTCTCAACTCCTGGTTTAACA

_ TGGGAGGAAGGCAAGGTGCTCATC

CCGTCAGCCTGTGCTAGGCAT

_ AGCCAGATGACGACCCCATAGAGGAACA

ACTGACTTTCCTTCTGGAGCAGGTGGC

 CCACAGCAGGGTTTCAGGTTCC
‘AGGGCATCGCCATCATCGTC
 TCTTTTCAGCAACCCGETCCA

TGAGCGCCCACCCTCTCGA

TGAAGCGGGAGGACTTTTTGTAAA
_ ATGCCCTTTTGCCGATGCA
| TGCACAGCCTTTTGATTTCCCCGAT

CAAGTCAGCAAACACGCAAAA

. {CAAGCTCCACCTTCCAAAGGACCT

TCCGAGCGLTGGATTGCATGAG

ES 2 587 591 T3

cebador directo

GGCAAC!T GAGGTCTGACTTTT G
CCCCAAGAG CTG]TAGGTATCAA
ACTCACTAATGGAAAACGGAAAGATC
TGTGCCAACGAGACCAAGAC
AATCTGGAGGCAAGGTTCGA
CCCAGTGTITCWCTGCTTCAAG

TCCAAGCATGTATTCCAGACTTGT

CGCTCGTGCTCATCTCCTACT

GCCACTACCLCCTCCTGAA
GTCACCGGCTTCGTCTTCA

__AAGGCTTCTTATTCGGGTGIGA
GGGCTCTGCTTCCCGATT .
) AAATGTCTCCGCAACCTTGTI'C o

 CGATGAGAGTGTTTTATCCATGCA

 GCCAAATTGTGTTTGATGGATTAA
_ CGGGAAGCACCATCTCTAACTC
CATGCACGAACTAATCAAAAATGC

CCCTGAATCCATAAAGGCATACC

-GCACCAGTTACACAAGGACTTCTTT

cebador inverso

GGTCAGCTCACAAGTGGTGTGA
TCAATGACATGATCTCAACCAGAA
TCACCTTCGATTTGATTCACAGTT
TCGTGCTCAAAGGAGTCATCA
TCTGGATTTGCCTCCTGTGAA

. CAACCGGACGAATGCTTTTT

TGCCCACAGCCTCTTTTTCT

CCCAGTGCACATAARAGGTATGTC |

_ TCACCTTGCCAACAGTTCTGAT

CAGGTCCACGGCAGTCTGT
TGGATGGCTGTATCTCCCAGTA
AGTCATAGGGCAAGCAGAAAATTC |

LTGCCCCCAGGGATGAG

 GCTGAGGCTGGGCTCTTCT

GACAAAACCGAGTCACATCAGTAATAG

_ TTCATGTCCAGCAGCTAGTTTTTT

ACATTATTCGAGGTTTCTCTTTAATGC
CAGCTTCGTTITTCCCTACTTTTT

TCTCTATGCGGCATCCTTCTC

MAPT  AGACTATTTGCACACTGCCGCCT GTGGCTCAAAGGATAATATCARACAC . CTTGCTCAGGTCAACTGGTT
MGP ) CCTT CATATCCCCT CAGCAGAGATGG CCTTi CATI’AACAGGAGAAATGCAA ;ATTGAGC.T CGTGGACAGGCTTA

NEK2  TCCTGAACAAATGAATCGCATGTCCTACAA ATTTGTTGGCACACCTTATTACATGT  :AAGCAGCCCAATGACCAGATa
PCNA | AAATACTAAAATGCGCCGGCAATGA  GGGCGTGAACCTCACCAGTA  CTTCGGCCCTTAGTGTAATGATATC
PGR . TTIGATAGAMACGCTGTGAGCTCGA AGCTCATCAAGGCAATTGGTIT  ACAAGATCATGCAAGTTATCAAGAAGTT
PIP _ TGCATGGTGGTTAAAACTTACCTCA ‘TGCTTGCAGTTCAAACAGAATTG CACCTTGTAGAGGGATGCTGCTA v
PLAT  CAGAAAGTGGCCATGCCACCCTG TGGGAAGACATGAATGCACACTA  GGAGGTTGGGCTITAGCTGAA
PRSS16  CACTGCCGGTCACCCACACCA . [CTGAGGAGCACAGAACCTCAACT  CGAACTCGGTACATGTCTGATACAA
PTGER3  TCGGTCTGCTGGTCICCGCTCC ‘CTGATTGAAGATCATTTTCAACATCA  GACGGCCATTCAGCTTATGG
"PTPRT ~ TTGGCTTCTGGACACCCT CACA fGAGTTGTGGCCI' CTACCATTGC GAGCGGGAACCTTH GGGATAG . ;
‘RACGAP1 £ ATCTCCACCCGGCGCA | TCGCCAACTGGATAAMTTGGA GAATGTGCGGAATCTGTITGAG
RBBP8 A TCCGCTACATTCCACCCAAC  AGAMTTGGCTTCCTGCTCAAG AAAACCAACTICCCAAABATTCTCT
SCUBE2  CTAGAGGGTTCCAGGTCCCATACGTGACATA TGTGGATTCAGTTCAAGTCCAATG CCATCTCGAACTATGTCTTCAATGAGT
SEC14L2 TGGGAGGCATGCAACGCGTG AGGTCTTACTAAGCAGTCCCATCT CT CGACCGGCACCT GAACI' C :
SQLE TATGCGTCTCCCAAAAGAAGAACACCTCG  'GCAAGCTTCCTTCCTCCTTCA ... CCTTTAGCAGTTITCTCCATAGTTTTATATC
STC2  TCTCACCTIGACCCTCAGCCAAG  'ACATTTGACAAATITCCCTTAGGATT .. CCAGGACGCAGCTTTACCAA
TFAP2B  CAACACCACCACTAACAGGCACACGTC  GGCATGGACAAGATGTTCTTGA CCTCCTTGTCGCCAGTTITACT

TOP2A CAGATCAGGACCAAGATGGTI'CCCACAT VZCATTGAAGACGC'ITCGTFATGG ] ) CCAGTTGTGATGGATAAAATTAATCAG
TRIM29  TGCTGTCTCACTACCGGCCATICTACG TGGAMATCTGGCAAGCAGACT  CAATCCCGTTGCCTTIGITG
UBE2C . TGAACACACATGCTGCCGAGCTCTG  (CTTCTAGGAGAACCCAACATTGATA! TGCAGGTACTTCTTAAAAGCT
WNT5A TATTCACATCCCCTCAGTTGCAGTGAATTG  CTGTGGCTCTTAATITATTGCATAATG STGCTTTTTGCTITCAAGATCTT

Una segunda alternativa para la seleccion sin supervision de posibles candidatos para el remplazo de genes se basa
en los datos de Affymetrix solamente. Esto tiene la ventaja de que se puede realizar basandose solo en datos ya
publicados (p. €j. de www.ncbi.nim.nih.gov/geo/). La siguiente tabla (Tab. 10) enumera los candidatos de remplazo
del grupo de sondas HG-U133a para los grupos de sondas utilizados en los algoritmos T1 - T5. Esto se basa en
datos de entrenamiento de estos algoritmos. El encabezamiento de la columna contiene el nombre del gen y el ID
del conjunto de sondas en negrita. A continuacion, se enumeran los 10 conjuntos de sondas mejor correlacionados,
donde cada celda de la tabla contiene el ID del conjunto de sondas, el coeficiente de correlacion entre corchetes y el
nombre del gen.
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Tabla 10

UBE2C

202954_at

210052_s_at
(0,82) TPX2

202095_s_at
(0,82) BIRC5

218009_s_at
(0,82) PRC1

203554_x_at
(0,82) PTTG1

208079_s_at
(0,81) STK6

202705 _at
(0,81) CCNB2

218039 _at
(0,81) NUSAP1

202870_s_at
(0,80) CDC20

204092_s_at
(0,80) STK6

209408_at
(0,80) KIF2C

AZGP1

209309_at

217014_s_at
(0,92) AZGP1

206509 _at
(0,52) PIP

204541 _at
(0,46)
SEC14L2

200670_at
(0,45) XBP1

209368_at
(0,45) EPHX2

218627_at (-
0,43) FU11259

202286_s_at
(0,43)
TACSTD2

213832_at

BIRC5
202095_s_at

202954 _at
(0,82) UBE2C

218039 _at
(0,81) NUSAP1

218009_s_at
(0,79) PRC1

202705_at
(0,78) CCNB2

204962_s_at
(0,78) CENPA

203554_x_at
(0,78)PTTG1

208079_s_at
(0,78) STK6

210052_s_at
(0,77) TPX2

202580_x_at
(0,77) FOXM1

204092_s_at
(0,77) STK6

RBBP8
203344_s_at

36499 _at
(0,49)CELSR2

204029_at (0,45)
CELSR2

208305_at (0,45)
PGR

205380_at (0,43)
PDZK1

203303_at (0,41)
TCTE1L

205280_at (0,38)
GLRB

205279_s_at
(0,38) GLRB

203685_at (0,38)

DHCR7

201791_s_at

201790_s_at
(0,66) DHCR?

202218_s_at
(0,48) FADS2

202580_x_at
(0,47) FOXM1

208944 _at (-
0,46) TGFBR2

202954 _at
(0,46) UBE2C

209541 _at (-
0,45) IGF1

201059_at
(0,45) CTTN

200795_at (-
0,45) SPARCL1

218009_s_at
(0,45) PRC1

218542_at
(0,45) C100rf3

IL6ST

212196_at

212195_at
(0,85) IL6ST

204864_s_at
(0,75) IL6ST

211000_s_at
(0,68) IL6ST

214077_x_at
(0,61) MEIS4

204863_s_at
(0,58) IL6ST

202089_s_at
(0,57) SLC39A6

210735_s_at
(0,56) CAT2

200648_s_at
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RACGAP1

222077_s_at

218039_at (0,79)
NUSAP1

214710_s_at
(0,78) CCNB1

203764 _at (0,77)
DLG7

204026_s_at
(0,77) ZWINT

218009_s_at
(0,76) PRC1

204641_at (0,76)
NEK2

204444 _at (0,75)
KIF11

202705_at
(0,75)CCNB2

203362_5_at
(0,75) MAD2L1

202954_at (0,75)
UBE2C

MGP

202291_s_at

201288 _at (0,46)
ARHGDIB

219768 _at (0,42)
VTCNA1

202849 _x_at (-
0,41) GRK6

205382_s_at
(0,40) DF

200099_s_at
(0,39)RPS3A

221591 _s_at (-
0,37) FAMB4A

214629_x_at
(0,37) RTN4

200748_s_at

AURKA

204092_s_at

208079_s_at
(0,89) STK6

202954_at (0,80)
UBE2C

210052_s_at
(0,77) TPX2

202095_s_at
(0,77) BIRC5

203554_x_at
(0,76) PTTG1

218009_s_at
(0,75) PRC1

201292_at (0,73)
TOP2A

214710_s_at
(0,73) CCNB1

204962_s_at
(0,73) CENPA

218039_at (0,73)
NUSAP1

PTGER3

213933_at

210375_at (0,74)
PTGER3

210831_s_at
(074) PTGER3

210374_x_at
(0,73) PTGER3

210832_x_at
(0,73) PTGER3

210834_s_at
(0,55) PTGER3

210833_at (0,55)
PTGER3

203438_at (0,49)
STC2

203439_s_at

29

PVALB

205336_at

208683_at (-
0,33) CAPN2

219682_s_at
(0,30) TBX3

218704_at (0,30)
FU20315

CXCL12

209687_at

204955_at (0,81)
SRPX

209335_at (0,81)
DCN

211896_s_at
(0,81) DCN

201893 _x_at
(0,81) DCN

203666_at (0,80)
CXCL12

211813_x_at
(0,80) DCN

208747_s_at
(0,79) C1S

NMU

206023_at

205347_s_at
(0,45) TMSL8

203764_at (0,45)
DLG7

203554_x_at
(0,44) PTTG1

204962_s_at
(0,44) CENPA

204825_at (0,43)
MELK

209714_s_at
(0,41) CDKN3

219918_s_at
(0,41) ASPM

207828_s_at
(0,41) CENPF

202705_at (0,41)
CCNB2

219787_s_at
(0,40) ECT2

ABAT

209460_at

209459_s_at
(0,92) ABAT

206527_at (0,63)
ABAT

213392_at (0,54)
MGC35048

221666_s_at
(0,49) PYCARD

218016_s_at
(0,48) POLR3E

214440_at (0,46)
NAT1

204981_at (0,45)
SLC22A18

STC2
203438_at

203439_s_at
(0,88) STC2

212496_s_at
(0,52) JMJD2B

219440_at
(0,52) RAI2

215867_x_at
(0,51) CAT2

214164_x_at
(0,50) CAT2

204541 _at
(0,50) SEC14L2

203963_at
(0,50) CA12

212495 _at
(0,50) JMJD2B

208614_s_at
(0,49) FLNB

213933_at
(0,49) PTGER3

CDH1
201131_s_at

201130_s_at
(0,57) CDH1

221597_s_at
(0,40) HSPC171

203350_at
(0,38) AP1G1

209163_at
(0,36) CYB561

210239 _at
(0,35) IRX5

200942_s_at
(0,34) HSBP1

209157 _at
(0,34) DNAJA2

203131_at (0,78) |212195_at (0,45) | 210715_s_at



10

15

20

25

30

35

ES 2 587 591 T3

UBE2C BIRC5 DHCR7 RACGAP1 AURKA PVALB NMU STC2
(0,42) — BCL2 (0,52) GLUL (0,37) FTH1 (0,46) STC2 PDGFRA IL6ST (0,33) SPINT2
204288 s at 203304 at (- |214552_s at  |209408 at (- 212195 at(0,41) |202994 s_at 204497 _at (0,45) |203219_s_at
(0,41) SORBS2 |0,38) BAMBI (0,52) RABEP1 | 0,37) KIF2C IL6ST (0,78) FBLN1 ADCY9 (0,33) APRT
202376_at 205862_at (0,36) (219197 s at  |218726_at (- |217764_s_at 208944 _at (0,78) |215867_x_at 218074 _at
(0,41) GREB1 (0,51) SCUBE2 | 0,36) (0,40) RAB31 TGFBR2 (0,45) CA12 (0,33) FAM96B
SERPINA3 DKFZp762E1312

Después de la seleccién de un gen o un conjunto de sondas hay que definir un mapeo matematico entre los valores
del gen que se va a remplazar y los del nuevo gen. Existen diversas alternativas que se comentan aqui basadas en
el ejemplo "remplazar los valores de delta-Ct de BIRC5 por RACGAP1". En los datos de entrenamiento la
distribucion conjunta de expresiones tiene el aspecto de la Figura 3.

El coeficiente de correlacion de Pearson es 0,73.

Un enfoque consiste en crear una funcién de mapeo a partir d¢ RACGAP1 a BIRC5 por regresion. La regresion
lineal es la primera eleccion y proporciona en este ejemplo

BIRC5 = 1,22 * RACGAP1 - 2,85.

Utilizando esta ecuacion se puede remplazar facilmente la variable BIRC5 p. ej. en el algoritmo T5 por el lado
derecho. En otros ejemplos se pueden adecuar la regresion robusta, la regresion polinomial o pre-transformaciones
no lineales univariantes.

El método de regresiéon da por sentado ruido en la medicién sobre BIRCS5, pero no ruido sobre RACGAP1. Por lo
tanto el mapeo no es simétrico con respecto a la intercambiabilidad de las dos variables. Un enfoque de mapeo
asimétrico se basaria en dos transformadas z univariantes

z = (BIRC5 - (BIRC5) media) / (BIRC5) std

y

z = (RACGAP1 - (RAGCAP1) media) / (RACGAP1) std
z= (BRIC5 - 8,09) / 1,29 = (RACGAP1 - 8,95) / 0,77
BRC5 = 1,67 * RACGAP1 + -6,89

De nuevo, en otros ejemplos, pueden ser adecuadas otras transformaciones: normalizacion por medio de mediana
y/o mad (desviacion absoluta con respecto a la mediana), mapeos no lineales, u otros.

La invencion se resume de acuerdo con los siguientes apartados:

1. Un método para predecir el resultado del cancer de mama en un tumor positivo para receptores de estrogeno y
negativo para HER2 de un paciente con cancer de mama, comprendiendo dicho método:

(a) determinar en una muestra tumoral de dicho paciente los niveles de expresion de ARN de al menos 2 de los
siguientes 9 genes: UBE2C, BIRC5, RACGAP1, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP

(b) combinar matematicamente los valores de los niveles de expresion para los genes de dicho conjunto cuyos
valores se determinaron en la muestra tumoral para proporcionar una puntuacion combinada, en donde dicha
puntuacion combinada es indicativa de una prognosis de dicho paciente.

2. El método del apartado 1, que comprende:

determinar en una muestra tumoral de dicho paciente los niveles de expresién de ARN de al menos 2, 3,4, 506 de
los siguientes 9 genes: UBE2C, BIRC5, RACGAP1, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP

3. El método del apartado 1 o 2, que comprende:

(a) determinar en una muestra tumoral de dicho paciente los niveles de expresion de ARN de los siguientes 9 genes:
UBE2C, BIRC5, RACGAP1, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP

30



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 587 591 T3

(b) combinar matematicamente los valores de los niveles de expresion para los genes de dicho conjunto cuyos
valores se determinaron en la muestra tumoral para proporcionar una puntuacion combinada, en donde dicha
puntuacién combinada es indicativa de una prognosis de dicho paciente.

4. El método del apartado 1 o 2, que comprende:

(a) determinar en una muestra tumoral de dicho paciente los niveles de expresion de ARN de los siguientes 8 genes:
UBE2C, BIRC5, RACGAP1, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP

(b) combinar matematicamente los valores de los niveles de expresion para los genes de dicho conjunto cuyos
valores se determinaron en la muestra tumoral para proporcionar una puntuacion combinada, en donde dicha
puntuacién combinada es indicativa de una prognosis de dicho paciente.

5. El método de acuerdo con el apartado 4, en donde

BIRC5 puede ser remplazado por UBE2C o TOP2A o RACGAP1 o AURKA o NEK2 o E2F8 o PCNA o CYBRD1 o
DCN o ADRA2A o SQLE o CXCL12 o EPHX2 o ASPH o PRSS16 o EGFR o CCND1 o TRIM29 o DHCR7 o PIP o
TFAP2B o WNT5A o APOD o PTPRT con la condicién de que después de un remplazo se seleccionan 8 genes
diferentes; y

UBE2C puede ser remplazado por BIRC5 o RACGAP1 o TOP2A o AURKA o NEK2 o E2F8 o PCNA o CYBRD1 o
ADRA2A o DCN o SQLE o CCND1 o0 ASPH o0 CXCL12 o PIP 0 PRSS16 o0 EGFR o DHCR7 o EPHX2 o TRIM29 con
la condicion de que después de un remplazo se seleccionan 8 genes diferentes; y

DHCRY7 puede ser remplazado por AURKA, BIRC5, UBE2C o por cualquier otro gen que pueda remplazar a BIRC5 o
UBE2C con la condicion de que después de un remplazo se seleccionan 8 genes diferentes; y

mientras STC2 puede ser remplazado por INPP4B o IL6ST o SEC14L2 o MAPT o CHPT1 o ABAT o SCUBE2 o
ESR1 o RBBP8 o PGR o PTPRT o HSPA2 o PTGERS3 con la condicién de que después de un remplazo se
seleccionan 8 genes diferentes; y

AZGP1 puede ser remplazado por PIP o EPHX2 o PLAT o SEC14L2 o SCUBE2 o PGR con la condiciéon de que
después de un remplazo se seleccionan 8 genes diferentes; y

RBBP8 puede ser remplazado por CELSR2 o0 PGR o STC2 o ABAT o IL6ST con la condicién de que después de un
remplazo se seleccionan 8 genes diferentes; y

IL6ST puede ser remplazado por INPP4B o STC2 o MAPT o SCUBE2 o ABAT o0 PGR 0 SEC14L2 0 ESR1 0 GJA1 o
MGP o EPHX2 o RBBP8 o PTPRT o PLAT con la condicién de que después de un remplazo se seleccionan 8 genes
diferentes; y

MGP puede ser remplazado por APOD o IL6ST o EGFR con la condicion de que después de un remplazo se
seleccionan 8 genes diferentes.

6. El método de acuerdo con el apartado 1 a 5, en donde dicho paciente ha recibido terapia endocrina o se
contempla que reciba terapia endocrina.

7. El método del apartado 6, en donde dicha terapia endocrina comprende tamoxifeno o inhibidor de aromatasa.

8. El método de acuerdo con cualquiera de los apartados 1 a 7, en donde se predice el riesgo de desarrollar
recurrencia del cancer de mama o muerte relacionada con el cancer de mama.

9. El método de acuerdo con cualquiera de los apartados 1 a 8, en donde dicho nivel de expresion se determina en
forma de nivel de expresion de ARN Mensajero.

10. El método de acuerdo con el apartado 8, en donde dicho nivel de expresién se determina mediante al menos uno
de

un método basado en PCR,
un método basado en micromatriz, y
un método basado en hibridacion.

11. El método de uno cualquiera de los apartados anteriores, en donde dicha determinacién de los niveles de
expresion es en una muestra tumoral fijada con formalina incluida en parafina o en una muestra tumoral recién
congelada.

12. El método de cualquiera de los apartados anteriores, en donde se determina el nivel de expresién de al menos
un gen marcador en forma de un patrén de expresion relativo a al menos un gen de referencia o a un valor de
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expresion medio computado.

13. El método de uno cualquiera de los apartados anteriores, en donde dicha etapa de combinacién matematica
comprende una etapa de aplicacion de un algoritmo a valores representativos de los niveles de expresion de genes
dados

14. El método del apartado 13, en donde dicho algoritmo es una combinacion lineal de dicho valores representativos
de los niveles de expresion de genes dados.

15. El método del apartado 14, en donde un valor para un valor representativo de un nivel de expresion de un gen
dado se multiplica por un coeficiente.

16. El método de uno cualquiera de los apartados anteriores, en donde uno, dos o mas umbrales se determinan para
dicha puntuacion combinada, que discriminan en riesgo elevado y bajo, riesgo elevado, intermedio y bajo, o mas
grupos de riesgo aplicando el umbral sobre la puntuacion combinada

17. El método de cualquiera de los apartados 1 a 16, en donde una puntuaciéon combinada elevada es indicativa de
los beneficios de la quimioterapia citotoxica.

18. El método de uno cualquiera de los apartados anteriores, en donde la informacién referente al estado ganglionar
del paciente se procesa en la etapa de combinaciéon matematica de los valores de los niveles de expresién para los
genes para proporcionar una puntuacion combinada.

19. El método de los apartados 17 y 18, en donde dicha informacién referente al estado ganglionar es un valor
numérico si dicho estado ganglionar es negativo y dicha informacion es un valor numérico diferente si dicho estado
ganglionar es positivo y un numero diferente o idéntico si dicho estado ganglionar es desconocido.

20. Un kit para llevar a cabo un método de cualquiera de los apartados 1 a 19, comprendiendo dicho kit un conjunto
de oligonucledtidos capaz de unirse especificamente a secuencias o a secuencias de fragmentos de los genes en
una combinacién de genes, en donde dicha combinacién comprende al menos dos de los 9 genes UBE2C, BIRCS,
RACGAP1, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP

21. Un producto de un programa informatico capaz de procesar valores representativos de los niveles de expresion
de un conjunto de genes, combinar matematicamente dichos valores para proporcionar una puntuacion combinada,
en donde dicha puntuacién combinada es indicativa de la eficacia de la terapia endocrina de un paciente, de acuerdo
con los métodos de cualquiera de los apartados 1 a 17.
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