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DESCRIPCIÓN

Método para determinar el riesgo de desarrollar toxicidad inducida por radiación tras una exposición a radiación

Campo de la invención 

La invención se encuentra dentro de la técnica de tratamientos médicos, en particular el tratamiento de tumores con 
radiación ionizante. Proporciona medios y métodos para predecir si es probable que un sujeto desarrolle toxicidad 5
inducida por radiación al exponerlo a la radiación. La invención permite el tratamiento optimizado de un sujeto que 
necesite tratamiento de radiación.

Antecedentes de la invención

La toxicidad inducida por radiación y/o inducida químicamente en tejidos no malignos puede dar como resultado 
efectos secundarios debilitantes (por ejemplo, toxicidad por radiación intestinal, neumonía, fibrosis, disnea, necrosis, 10
telangiectasia, alteración funcional, cáncer secundario y mocositis). La exposición a radiación terapéutica, por 
ejemplo utilizada en transplante de médula ósea y más de la mitad de todos los pacientes con cáncer, desempeña 
un papel crítico en aproximadamente el 25% de curas del cáncer. A pesar de los avances en la capacidad para 
suministrar radiación localizada para el tratamiento de cáncer, la toxicidad por radiación en tejido no maligno sigue 
siendo el factor limitante de la dosis más importante en toxicidad por radiación clínica. Además, los pacientes que 15
sufren toxicidad inducida por radiación o efectos secundarios a largo plazo de la radiación tienen un pronóstico 
pobre a largo plazo, incluso si se curan de la neoplasia para la cual recibieron tratamiento de radiación.

La expresión toxicidad inducida por radiación se usa habitualmente para incluir una cualquiera de las siguientes 
afecciones: anemia, neutropenia febril, hemolisis, leucocitosis, tiempo de tromboplastina parcial activada prolongado, 
intervalo corregido QT prolongado del electrocardiograma, INR incrementada, acidosis, alcalosis, hipercalcemia, 20
hiperglucemia, hipercalemia, hipermagnesemia, hipernatremia, hipertrigliceridemia, hiperuricemia, hipoalbuminemia,
hipocalcemia, hipoglucemia, hipocalemia, hipomagnesemia, hiponatremia, hipofosfatemia, lesión aguda del riñón, 
enfermedad renal crónica, hemoglobinuria, alanina aminotransferasa incrementada, fosfatasa alcalina incrementada, 
aspartato aminotransferasa incrementada, bilirrubina sanguínea incrementada, troponina I cardíaca incrementada, 
troponina T cardíaca incrementada, linfocitos CD4 disminuidos, colesterol elevado, CPK incrementada, creatinina 25
incrementada, fibrinógeno disminuido, GGT incrementada, haptoglobina disminuida, hemoglobina incrementada, 
lipasa incrementada, recuento linfocítico disminuido, recuento linfocítico incrementado, recuento de neutrófilos 
disminuido, recuento de plaquetas disminuido, amilasa sérica incrementada, glóbulos blancos disminuidos, y 
proteinuria.

Los criterios terminológicos comunes para sucesos adversos (CTCAE) se pueden encontrar en línea en 30
http://evs.nci.nih.gov/ftp1/CTCAE/About.html.

Aunque mayores dosis de radiación están asociadas con un control local mejorado y una supervivencia global, la 
práctica actual de radiación se basa en reducir el riesgo de desarrollar una complicación secundaria durante o 
después de la terapia de radiación hasta aproximadamente 5-15%. Sin embargo, en la práctica solamente un 
número pequeño (15%) de pacientes son hipersensibles a la radiación. De este modo, la identificación de los 35
pacientes que son hipersensibles a la radiación permite la mejora del plan de radioterapia, eventualmente la 
selección de la terapia protónica u otras modalidades de radiación, y la hacen más óptima para el resto de los 
pacientes.

Desde hace mucho se ha reconocido la relevancia de la predisposición genética para diferencias individuales en la 
toxicidad de la radioterapia (RT) o la toxicidad inducida por radiación (Barnett, G.C., et al. Normal tissue reactions to 40
radiotherapy: towards tailoring treatment dose by genotype. Nat Rev Cancer 9, 134-142 (2009)). Estudios que usan 
enfoques de genes candidatos han buscado asociaciones entre polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en 
múltiples genes y la radiotoxicidad, dando como resultado hallazgos discrepantes (Quarmby, S., et al. Association of 
transforming growth factor beta-1 single nucleotide polymorphisms with radiation-induced damage to normal tissues 
in breast cancer patients. Int J Radiat Biol 79, 137-143 (2003), Andreassen, C.N., Alsner, J., Overgaard, M. y45
Overgaard, J. Prediction of normal tissue radiosensitivity from polymorphisms in candidate genes. Radiother Oncol 
69, 127-135 (2003), Azria, D., et al. Single nucleotide polymorphisms, apoptosis, and the development of severe late 
adverse effects after radiotherapy. Clin Cancer Res 14, 6284-6288 (2008), Barnett, G.C., et al. Independent 
validation of genes and polymorphisms reported to be associated with radiation toxicity: a prospective analysis study. 
Lancet Oncol 13, 65-77 (2012), Voets, A.M., et al. No association between TGF-beta1 polymorphisms and radiation-50
induced lung toxicity in a European cohort of lung cancer patients. Radiotherapy and oncology: Journal of the 
European Society for Therapeutic Radiology and Oncology 105, 296-298 (2012)).

Quan Wen et al., (2011) Radiation Oncology Biomed Central LTD, LO, 6: 133, describen que el ADN mitocondrial 
(ADNmt), y una supresión, denominada como “supresión común”, de la misma, pueden ser considerados como un 
factor predictivo para toxicidad por radiación.55

Xu-Wei Cai et al., (2010) Int. J. Radiation: Oncology Biology Physiscs, Pergamon Press USA; 77; 867-876, se 
refieren a marcadores de sensibilidad a la radiación en base a los análisis de proteínas en plasma.
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Alsbeih Ghazi et al., (2009) Clinical Cancer research: An official Journal of the American Association for Cancer 
Research: 15: 7352-7360, describen variantes no sinónimas de genes mitocondriales como un indicador de la 
sensibilidad a la radiación a radioterapia.

Existe todavía la necesidad en la técnica de marcadores más fiables que predigan el riesgo de desarrollar toxicidad 
inducida por radiación o daño por radiación, en particular en el tratamiento de enfermedades curables por radiación 5
tales como cánceres torácicos, tal como, por ejemplo, cáncer de pulmón y cáncer de mama. Tales marcadores 
serían útiles para guiar al médico hacia una predicción de la dosis de radiación que se puede aplicar a cierto sujeto 
sin inducir daño al cuerpo.

Sumario de la invención

Se estudió aquí un conjunto de 321 pacientes con cáncer de pulmón, así como un grupo de 21 pacientes con cáncer 10
de mama. Ambos grupos recibieron terapia de radiación. La toxicidad inducida por radiación se determinó en todos
los pacientes. En el grupo de cáncer de pulmón se puntuó la aparición de disnea, o insuficiencia respiratoria, según 
los criterios de CTCAEv3.0, mientras que en el grupo de cáncer de mama, se puntuó la fibrosis según los criterios 
LENT-SOMA (Int J Radiat Oncol Biol Phys. 1995 Mar 30; 31(5):1049-91).

Se encontró que un mayor número de variaciones no sinónimas en los genes mitocondriales que codifican proteínas 15
que aparecieron en posiciones que estaban menos de 90% conservadas se correlacionaban con un mayor riesgo de 
toxicidad inducida por radiación.

Se concluyó que la variación del ADN mitocondrial puede predecir con éxito si un sujeto desarrollará toxicidad 
inducida por radiación tras radioterapia ionizante. En particular, parece que las variaciones no sinónimas 
(variaciones nucleotídicas que dan como resultado un cambio de un aminoácido en una proteína codificada por un 20
gen mitocondrial) tienen un poder predictivo para el desarrollo de toxicidad inducida por radiación tras la terapia de 
radiación, en particular cuando estas mutaciones ocurrieron en una posición que estaba menos de 90% conservada.

Por tanto, la invención se refiere a un método para predecir el riesgo de desarrollar toxicidad inducida por radiación, 
que comprende las etapas de: obtener ADN mitocondrial de una muestra de un sujeto y determinar el número de 
variaciones no sinónimas presentes en al menos un gen que codifica una proteína mitocondrial, en el que dichas 25
variaciones no sinónimas ocurren en posiciones que están menos de 90% conservadas, en el que un mayor número 
de variaciones no sinónimas corresponde a un mayor riesgo de desarrollar toxicidad inducida por radiación, como se 
define en las reivindicaciones. Cuando los datos obtenidos en nuestra población de pacientes con cáncer de pulmón 
se expresaron en una curva ROC, esto dio como resultado un AUC de 0,770 para un conjunto y 0,725 para el otro 
conjunto. Cuando los datos obtenidos en nuestra población de pacientes con cáncer de mama se expresaron en una 30
curva ROC, esto dio como resultado un AUC de 0,714 (figura 7).

Esto muestra que el método como se describe aquí proporciona una herramienta valiosa y fiable para la predicción 
de toxicidad inducida por radiación. El método según la invención tiene un poder predictivo significativamente mejor 
que el estándar de oro actual para pacientes sometidos a terapia de radiación (dosis pulmonar media, AUC 0,457 en 
nuestro conjunto de datos). La incorporación de la información del ADNmt en la planificación personalizada de la 35
terapia de radiación puede permitir eventualmente aumentar de escala las dosis en pacientes a los que se les 
predice que están en riesgo bajo de toxicidad inducida por radiación, mejorando sus oportunidades de sobrevivir 
libres de la enfermedad.

Descripción detallada de la invención

La invención se describirá aquí en primer lugar para un grupo de 321 pacientes con cáncer de pulmón que fueron 40
tratados con terapia de radiación en dos hospitales diferentes.

Los pacientes con cáncer de pulmón sometidos a terapia de radiación ionizante tienen una mayor posibilidad de 
desarrollar toxicidad inducida por radiación en sus pulmones, denominada toxicidad pulmonar inducida por radiación 
(RILT). El término RILT se define aquí como el desarrollo de disnea tras irradiación. En los ejemplos como se
proporcionan aquí, el término RILT se usa para indicar un grado de disnea 2 (CTCAEv3.0) en los 6 meses después 45
del tratamiento con radiación.

Como se usan aquí, las frases “toxicidad de radiación” o “toxicidad inducida por radiación” se refieren a lesión
inducida por radiación a una célula o tejido que surge de la exposición a la radiación. La radiación induce 
principalmente daño al ADN y daño oxidativo, directo o indirecto. La inflamación, cicatrización (deposición de 
colágeno), etc., son debidas principalmente a mecanismos secundarios de reparación (eliminación de células 50
dañadas, cierre de espacios, etc. Fenotípicamente, la lesión inducida por radiación incluye uno o más de los 
siguientes: lesión estructural por radiación a una célula o tejido, aumento de la infiltración de neutrófilos, aumento de 
la deposición de colágeno tipo III, y aumento de la proliferación de células del músculo liso con respecto a lo
observado en una célula o tejido no expuesto a radiación. Más en particular, la expresión toxicidad inducida por 
radiación se usa habitualmente para incluir una cualquiera de las siguientes afecciones: anemia, neutropenia febril, 55
hemolisis, leucocitosis, tiempo de tromboplastina parcial activada prolongado, intervalo corregido QT prolongado del 
electrocardiograma, INR incrementada, acidosis, alcalosis, hipercalcemia, hiperglucemia, hipercalemia, 
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hipermagnesemia, hipernatremia, hipertrigliceridemia, hiperuricemia, hipoalbuminemia, hipocalcemia, hipoglucemia, 
hipocalemia, hipomagnesemia, hiponatremia, hipofosfatemia, lesión aguda del riñón, enfermedad renal crónica, 
hemoglobinuria, alanina aminotransferasa incrementada, fosfatasa alcalina incrementada, aspartato 
aminotransferasa incrementada, bilirrubina sanguínea incrementada, troponina I cardíaca incrementada, troponina T 
cardíaca incrementada, linfocitos CD4 disminuidos, colesterol elevado, CPK incrementada, creatinina incrementada, 5
fibrinógeno disminuido, GGT incrementada, haptoglobina disminuida, hemoglobina incrementada, lipasa 
incrementada, recuento linfocítico disminuido, recuento linfocítico incrementado, recuento de neutrófilos disminuido, 
recuento de plaquetas disminuido, amilasa sérica incrementada, glóbulos blancos disminuidos, y proteinuria.

Los criterios terminológicos comunes para sucesos adversos (CTCAE) se pueden encontrar en línea en 
http://evs.nci.nih.gov/ftp1/CTCAE/About.html.10

Aunque dosis mayores de radiación a un tumor, tal como un tumor pulmonar, están asociadas con un control local 
mejorado y una supervivencia global, la práctica actual de radiación se basa en reducir el riesgo de desarrollar 
complicaciones secundarias en los pulmones (tal como disnea) durante o después de la terapia de radiación hasta 
aproximadamente 5-15%. Sin embargo, en la práctica, solamente un número pequeño de pacientes son 
hipersensibles a la radiación. De este modo, la identificación de los pacientes que son hipersensibles a la radiación 15
permitiría un tratamiento mejorado de los sujetos no hipersensibles, en los que se les puede administrar una mayor 
dosis a los pacientes que no están en riesgo de desarrollar toxicidad inducida por radiación, tal como RILT, 
incrementando de ese modo sus posibilidades de una cura completa.

Se encontró que la variación del ADN mitocondrial puede predecir con éxito si los pacientes con cáncer de pulmón 
desarrollarán toxicidad inducida por radiación, tal como toxicidad pulmonar (RILT), tras radioterapia ionizante. Se 20
usó la definición de RILT según el sistema de puntuación CTCAEv3.0. En esencia, RILT se define como un 
incremento en la puntuación de disnea (insuficiencia respiratoria). Aproximadamente 15% de todos los pacientes con 
cáncer de pulmón desarrollarán RILT tras la terapia de radiación.

Incluso de manera más importante, el riesgo de toxicidad inducida por radiación, tal como RILT, se puede usar para 
determinar la dosis total a aplicar en la terapia de un paciente dado. Puesto que el éxito de la terapia depende de la 25
dosis proporcionada, el médico que la está usando está siempre buscando la dosis más elevada posible a 
administrar.

Cuanto más exacta sea una predicción de la toxicidad inducida por radiación, mayor puede ser la dosis, mejorando 
de ese modo la tasa de éxito del tratamiento.

Presentamos aquí un modelo predictivo basado en datos de ADN mitocondrial (ADNmt), que logra una exactitud de 30
77%, superando la exactitud de modelos existentes, que logran una exactitud de alrededor de 50-60%, que es 
apenas mejor que impredecible.

El ADN mitocondrial es el ADN situado en los orgánulos denominados mitocondrias, estructuras en las células 
eucariotas que convierten la energía química del alimento en una forma que las células pueden usar, trifosfato de 
adenosina (ATP). La mayoría del resto del ADN presente en células eucariotas se puede encontrar en el núcleo 35
celular.

En seres humanos, el ADN mitocondrial se puede considerar como el cromosoma más pequeño que codifica 
solamente 37 genes y que contiene solo alrededor de 16.600 pares de bases. El ADN mitocondrial humano fue la 
primera parte significativa del genoma humano a secuenciar. En la mayoría de las especies, incluyendo seres 
humanos, el ADNmt se hereda solamente de la madre.40

La secuencia del ADN de ADNmt se ha determinado a partir de un gran número de organismos e individuos 
(incluyendo algunos organismos que están extintos), y la comparación de esas secuencias de ADN representa un 
pilar de la filogenética, por cuanto permite a los biólogos elucidar las relaciones evolutivas entre especies. También 
permite un examen del parentesco de las poblaciones, y de este modo se ha convertido en importante en 
antropología y biología de campo.45

Para ADN mitocondrial humano, habitualmente están presentes 100-10.000 copias distintas de ADNmt por célula. 
En mamíferos, cada molécula de ADNmt circular bicatenario consiste en 15.000-17.000 pares de bases. Las dos 
hebras de ADNmt se diferencian por su contenido nucleotídico, denominándose a la hebra rica en guanina como la 
hebra pesada o hebra H, y denominándose a la hebra rica en citosina como la hebra ligera o hebra L. La hebra 
pesada consiste en 28 genes, y la hebra ligera consiste en 9 genes, para un total de 37 genes. De los 37 genes, 13 50
son para proteínas (polipéptidos), y 22 son para ARN de transferencia (ARNt), y dos son para las subunidades 
pequeña y grande de ARN ribosómico (ARNr).

Aquí se usa la Secuencia de Referencia de Cambridge revisada (rCRS) del ADN mitocondrial humano según se 
publica con el número NCBI NC_012920 (base de datos RefSeq de Genbank). Es la Secuencia de Referencia de 
Cambridge como se proporciona por Anderson et al., Nature (1981) 290; 457-465, revisada por Andrews et al., 55
Nature Genetics (1999) 2; 147. La rCRS se denomina aquí como la secuencia de referencia, y la secuencia 
nucleotídica de su hebra L se proporciona aquí como SEQ ID NO: 1.
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La variación en la secuencia de ADNmt es común, y cada individuo porta entre 10 y 60 variantes. Encontramos 
ahora que ciertos tipos de variantes de ADNmt están asociadas con toxicidad inducida por radiación, tal como 
toxicidad pulmonar (RILT). También encontramos que ciertos tipos de variaciones de ADNmt eran indicativas del 
riesgo de desarrollar toxicidad inducida por radiación.

Las expresiones “predecir el riesgo”, “indicativo del riesgo”, o “factor de riesgo”, o equivalente, como se usan aquí, 5
se refieren a evaluar la probabilidad según la cual el sujeto al que se hace referencia aquí experimentará toxicidad 
inducida por radiación, tal como RILT. Más preferiblemente, se predice el riesgo/probabilidad de desarrollar toxicidad 
inducida por radiación dentro de una cierta ventana de tiempo. En una realización preferida de la presente invención, 
la ventana predictiva, preferiblemente, es un intervalo de al menos 3 meses, tal como al menos 6 meses, al menos 9 
meses, al menos 1 año, al menos 2 años, al menos 3 años, al menos 4 años, al menos 5 años, al menos 10 años, al 10
menos 15 años, o cualquier intervalo de tiempo que se interrumpa. En una realización particularmente preferida de 
la presente invención, la ventana predictiva, preferiblemente, es un intervalo de al menos 6 meses. Preferiblemente, 
dicha ventana predictiva se calcula desde el punto de tiempo en el que se inició la radioterapia.

El ADN mitocondrial, extraído de linfocitos de la sangre de pacientes antes de que se sometieran a radioterapia, se 
secuenció usando el Affymetrix Mitochondrial ADN resequencing chip 2.0 (Mitochip) comercialmente disponible. La 15
secuencia obtenida se comparó con la secuencia de referencia (SEQ ID NO:1), y las variantes se puntuaron y se 
validaron.

Se encontró que en particular las variantes no sinónimas en cualquiera de los genes que codifican proteínas en el 
genoma mitocondrial se correlacionaron con el desarrollo de toxicidad inducida por radiación, tal como RILT, con la 
radiación.20

El ADNmt se puede obtener de todos los tipos de muestras usando técnicas estándar, comercialmente disponibles 
en la técnica. Se prefiere el uso de muestras que contienen células nucleadas, preferiblemente células de la sangre, 
más preferiblemente glóbulos blancos. También se prefiere el uso de una muestra obtenida antes del comienzo de la
irradiación.

La secuencia del ADNmt se puede determinar mediante métodos habituales que están comercialmente disponibles 25
en la técnica. Las secuencias de ADNmt obtenidas se pueden comparar entonces con una secuencia de referencia, 
tal como SEQ ID NO:1, y se pueden determinar las variaciones.

Debido a la degeneración del código genético, no cualquier variación de la secuencia nucleotídica conducirá 
automáticamente a una alteración o variante en la secuencia proteica. Las variaciones en la secuencia nucleotídica 
que conducen a alteraciones (variantes) de las proteínas codificadas se denominan aquí variaciones “no sinónimas”. 30
Las variaciones silenciosas que no dan como resultado la alteración de la secuencia proteica primaria se denominan 
variantes o variaciones “sinónimas”.

Los 13 genes de ADNmt que codifican proteínas se denominan ND1, ND2, CO1, CO2, ATP8, ATP6, CO3, ND3, 
ND4L, ND4, ND5, ND6, y CytB. En las tablas 1-13 se proporcionan sus secuencias de aminoácidos (SEQ ID NO: 2-
14). En la tabla 14 se muestra la posición en el genoma de ADNmt de estos 13 genes.35

Una persona experta en la técnica será capaz de determinar si cierta variación en el ADNmt encontrada en un sujeto 
particular está dentro de la secuencia codificante de un gen mitocondrial que codifican una proteína. Para ese fin, 
puede alinear la secuencia obtenida del sujeto con la secuencia de referencia, y determinar si la variante está en el 
intervalo entre la primera y la última secuencia codificante de cualquiera de los genes enumerados en la tabla 14. 

Un nucleótido variante se define aquí como un nucleótido que es diferente de su nucleótido homólogo en la misma 40
posición en una secuencia de referencia, tal como SEQ ID NO: 1. Así, un nucleótido G en la posición 3600 en la 
secuencia del ADNmt de un sujeto es un nucleótido variante puesto que la posición 3600 en la secuencia de 
referencia (SEQ ID NO:1) es una C.

Si el nucleótido variante está dentro de la secuencia codificante de cualquiera de los genes que codifican una 
proteína (genes proteicos), entonces se puede determinar el triplete que codifica el aminoácido correspondiente. La 45
persona experta sabrá cómo determinar la posición del aminoácido correspondiente. En detalle: en primer lugar 
puede determinar la posición de la variante (N) con respecto al codón de partida restando la posición de la primera 
posición nucleotídica codificante (FCNP) del número de posición de N. Por ejemplo, una variación en la posición N = 
3340 está dentro del gen ND1 (Tabla 14) en la posición relativa 3340-3308 = 32.

A continuación, puede determinar el número del codón triplete para esa posición dividiendo el valor absoluto del 50
número de posición relativo entre 3, añadiendo 1 al resultado, y redondeando a la baja el valor hacia cero. Por 
ejemplo, las posiciones relativas 30 a 32 están dentro del número del triplete 11 del gen ND1. El triplete 11 codifica 
el número de aminoácido 11 del gen ND1.

Una fórmula para ese cálculo en Microsoft Excel se leería: ROUNDDOWN(((ABS(N-FNP))/3+1);0). En la técnica se 
encuentran disponibles, y se prefieren, programas de ordenador más adecuados para convertir variaciones 55
nucleotídicas en variaciones de aminoácidos.
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Una vez que se ha determinado el número del codón del triplete, se puede determinar si la variación nucleotídica 
dará como resultado una variación de aminoácido comparando el aminoácido codificado con la secuencia de 
referencia (SEQ ID NO: 1) y la secuencia en las tablas 1-13. En este proceso se ha de tener cuidado para usar el 
código genético para ADN mitocondrial, que es ligeramente diferente del código para ADN nuclear. La tabla del uso 
de codones para ADN mitocondrial es conocida, y se proporciona aquí en la figura 1. Si la variación nucleotídica no 5
altera el aminoácido codificado, la variación se denomina como variación sinónima, de otro modo se considera una 
variación no sinónima.

Encontramos que hay una correlación positiva entre el número de variaciones no sinónimas y el riesgo de desarrollar 
toxicidad inducida por radiación, tal como RILT, tras la radiación. En la Tabla 16 más abajo se muestran los datos 
brutos obtenidos con la población más grande de 321 pacientes con cáncer de pulmón. Los resultados obtenidos 10
con la población más pequeña de 66 pacientes con cáncer de pulmón fueron comparables, si no idénticos. En la 
tabla 16 se muestra que el número de variaciones no sinónimas en estos pacientes oscila de 0 a 14. Cuando los 
pacientes se agruparon según su número de variaciones no sinónimas, y se dejaron grupos con menos de 3 
miembros, se puede observar que el riesgo en RILT aumenta al aumentar el número de variaciones no sinónimas 
(tabla 17 y figura 2).15

Tabla 17. El riesgo en RILT aumenta al aumentar el número de variaciones no sinónimas.

Nº de variaciones no sinónimas % de pacientes que desarrollan RILT

2 16%

3 17%

4 22%

5 17%

6 37%

7 32%

8 37%

9 20%

10 36%

11 20%

En la curva ROC producida con nuestros datos como se describe aquí, el uso de este “marcador” en un método 
según la invención dio como resultado una exactitud de 60%, que es una mejora con respecto a los métodos de la 
técnica anterior.20

Por tanto, la invención se refiere a un método para predecir el riesgo de desarrollar toxicidad inducida por radiación 
(tal como RILT), que comprende las etapas de obtener ADN mitocondrial de una muestra de un sujeto y determinar 
el número de variaciones no sinónimas presentes en al menos un gen que codifica una proteína mitocondrial, en el 
que un número más elevado de variaciones no sinónimas corresponde a un mayor riesgo de desarrollar toxicidad 
inducida por radiación, tal como toxicidad pulmonar. 25

Cuando este método se combina con los métodos que emplean otros factores de riesgo o factores de riesgo 
adicionales, esto se puede hacer ventajosamente en un denominado nomograma. En él, se atribuye un valor a un 
cierto factor de riesgo (tal como el número de variaciones no sinónimas en el ADN mitocondrial), que se convierte 
entonces en un factor de riesgo, en el que un valor más elevado indica un mayor riesgo.

Por lo tanto, la invención también se refiere a un método para predecir el riesgo de desarrollar toxicidad inducida por 30
radiación, que comprende las etapas de obtener ADN mitocondrial de una muestra de un sujeto, determinar el 
número de variaciones no sinónimas presentes en al menos un gen que codifica una proteína mitocondrial y atribuir 
un valor al número de variaciones no sinónimas, en el que un valor más elevado corresponde a un mayor riesgo de 
desarrollar toxicidad inducida por radiación, tal como toxicidad pulmonar, como se define en las reivindicaciones. 
Encontramos además que el método se podría mejorar puntuando solamente aquellas variaciones no sinónimas que 35
ocurren en el genoma del ADNmt en las posiciones que estaban menos conservadas en la evolución. Para la 
determinación de la conservación evolutiva de las posiciones individuales en el genoma del ADNmt, usamos una 
base de datos proporcionada en línea en http://mtsnp.tmig.or.jp/mtsnp/search_mtSAP_evaluation_e.html. En ella, se 
puede encontrar el genoma completo del ADNmt de 61 especies de mamíferos. Usamos esos datos para determinar 
la conservación evolutiva de cada aminoácido codificado por la secuencia de referencia del ADNmt (SEQ ID NO:1).40
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Los resultados se muestran en las tablas 1-13 en la columna Porcentaje de Conservación (%cons).

Se obtuvieron así resultados particularmente buenos cuando se excluyeron del análisis las variantes no sinónimas 
que estaban bien conservadas en la secuencia de referencia. Se encontró que las variantes de aminoácidos en las 
posiciones que estaban evolutivamente menos conservadas en la secuencia de referencia fueron mejores 
pronosticadores para la toxicidad inducida por radiación, tal como RILT, que las variantes en las posiciones bien 5
conservadas.

Por ejemplo, el número 11 de aminoácido en el gen ATP6 (Tabla 1) está 13,1% conservado, y por lo tanto tendría un 
mejor valor pronosticador que el número 1 de aminoácido, que está 98,4% conservado.

Por lo tanto, la invención se refiere a un método como se describe anteriormente en el que dichas variaciones no 
sinónimas se seleccionan del grupo de variantes que están conservadas menos del 100%.10

Menos del 100%, en el presente contexto, significa 99% o menos, tal como 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 
91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 80%, o menos conservado, tal como 79%, 78%, 
77%, 76%, 75%, 74%, 73%, 72%, 71%, 70%, 69%, 68%, 67%, 66%, 65%, 64%, 63%, 62%, 61%, 60%, 59%, 58%, 
57%, 56%, 55%, 54%, 53%, 52%, 51%, 50%, o menos, incluyendo cualquier número entre 49 y 10.

Se encontró que hay un número óptimo de conservación a usar en la presente invención. Si el porcentaje de 15
conservación disminuye, el número de variaciones de aminoácidos no sinónimas que se pueden usar en el análisis 
también disminuye, haciendo la predicción cada vez menos fiable. Por otro lado, el valor pronosticador de la variante 
individual aumenta al disminuir el porcentaje de conservación. Ese mecanismo da como resultado un porcentaje 
óptimo de conservación que produce el valor predictivo óptimo. En nuestra población de ensayo, se encontró que 
ese valor óptimo estaba entre menos de 85-95%, tal como menor o igual a 90% (<=90%).20

Puesto que nuestra población de ensayo es suficientemente grande, se espera que este porcentaje de conservación 
sea un valor de corte adecuado para llevar a cabo el método en cualquier otra población.

En una realización preferida, la invención se refiere por lo tanto a un método como se describe anteriormente, en el 
que dichas variaciones no sinónimas se producen en posiciones que están como máximo 90% conservadas (<=90% 
conservadas).25

Esto se ilustra mediante los datos presentados en la Tabla 18 y figura 3.

Tabla 18: El riesgo en RILT aumenta al aumentar el número de variaciones no sinónimas en posiciones <=90% 
conservadas.

Nº de variaciones no sinónimas en posiciones <=90% conservadas % de pacientes que desarrollan RILT

2 15%

3 16%

4 33%

5 32%

6 23%

7 43%

8 36%

9 22%

10 38%

11 33%

Se encontró que el método es particularmente útil en una población de pacientes que sufre cáncer de pulmón. Por lo 30
tanto, en una realización preferida, la invención se refiere a un método como se describe anteriormente en el que al 
sujeto se le diagnostica cáncer de pulmón.

El valor predictivo del método como se describe anteriormente se podría incluso mejorar adicionalmente cuando el 
valor atribuido al número de variaciones no sinónimas se añadió a un valor obtenido a partir de parámetros clínicos. 
A este respecto, el parámetro clínico más útil fue la puntuación de disnea de referencia.35
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La expresión puntuación de disnea de referencia, en este contexto, significa la insuficiencia respiratoria antes del 
comienzo de la terapia de radiación, puntuada cualitativamente en una escala 0-5 según el Common Toxicity Criteria 
versión 3.0 (CTCAEv3.0). Por supuesto, también se pueden usar diferentes versiones de CTC, así como diferentes 
enfoques para puntuar la disnea, tal como una puntuación según otros esquemas (ejemplo: RTOG), o usando 
medidas cuantitativas para puntuar la disnea (tal como midiendo el movimiento de los pacientes a lo largo del 5
tiempo, usando por ejemplo un dispositivo podómetro).

Por lo tanto, la invención se refiere a un método como se describe anteriormente, que comprende adicionalmente la 
etapa de atribuir un valor a la puntuación de disnea de referencia del sujeto, y añadir ese valor al valor obtenido a 
partir del número de variaciones no sinónimas para obtener un valor agregado, en el que un valor agregado más 
elevado corresponde a un mayor riesgo de desarrollar toxicidad inducida por radiación, tal como toxicidad pulmonar. 10

Los valores atribuidos al número de variaciones no sinónimas y el valor atribuido a la puntuación de disnea de 
referencia del sujeto se pueden representar ventajosamente en un nomograma. Tal nomograma se muestra en la 
figura 5.

Un nomograma es una herramienta para estimar la probabilidad del resultado asignando puntos (escala superior) a 
cada valor pronosticador. La suma de estas puntuaciones corresponde a una probabilidad del suceso (dos escalas 15
en la parte inferior).

También encontramos que un método como se describe anteriormente se podría incluso mejorar adicionalmente 
cuando también se tenían en cuenta variaciones en los genes que codifican los ARNt, en particular aquellas 
variaciones que ocurren en los bucles de los ARNt.

La Tabla 15 muestra las posiciones nucleotídicas de los bucles de los ARNt. Hay tres bucles; el bucle D, el bucle T y 20
el bucle anti-CD. El bucle D en ARNt contiene el nucleótido modificado dihidrouridina. Esta compuesto de 7 a 11 
bases, y está cerrado por un par de bases de Watson Crick. El bucle TC (generalmente denominado el bucle T) 
contiene timina, una base encontrada habitualmente en ADN y pseudouracilo (). El bucle D y el bucle T forman una 
interacción terciaria en ARNt. El bucle anticodón consiste en 7 nucleótidos que engloban los tres nucleótidos que 
corresponden a las tres bases del codón del ARNm.25

En la tabla 19 y figura 4 se muestra la correlación entre el número de variantes en los bucles de los genes de ARNt.

Tabla 19: El riesgo en RILT aumenta al aumentar el número de variaciones en posiciones que codifican los bucles 
de los ARNt.

Nº de variaciones en posiciones que codifican bucles de ARNt % de pacientes que desarrollan RILT

0 20%

1 33%

2 36%

En una realización preferida, la invención se refiere por lo tanto a un método como se describe anteriormente, en el 30
que se cuenta el número de nucleótidos variantes en cualquiera de los tres bucles, y se atribuye un valor al número 
de variantes. Cuanto mayor sea el número de variantes, mayor es el valor atribuido. El valor así obtenido se puede 
añadir entonces al valor agregado obtenido de las variantes no sinónimas y la puntuación de disnea de referencia.

En una realización particularmente preferida, la invención se refiere por lo tanto a un método como se describe 
anteriormente, que comprende adicionalmente la etapa de determinar el número de variaciones en posiciones de 35
bucle de ARNt, atribuir un valor al número de variaciones en las posiciones de bucle de ARNt, y añadir ese valor al 
valor obtenido del número de variaciones no sinónimas o al valor agregado.

En una realización incluso más preferida, también se tiene en cuenta el estado de tratamiento del sujeto. Los 
pacientes tratados con quimioterapia tuvieron un mayor riesgo de toxicidad inducida por radiación, tal como RILT, 
tras el tratamiento de radiación. Este riesgo aumentó con la dosis de quimioterapia. Por lo tanto, el tratamiento 40
también se puede integrar con éxito en un método según la invención. Para ese fin, se atribuye un valor al estado de 
tratamiento, proporcional a la dosis de quimioterapia, y ese valor se añade al valor obtenido del número de 
variaciones no sinónimas o al valor agregado.

Como se detalla anteriormente, el genoma mitocondrial consiste en 13 genes que codifican 13 proteínas diferentes. 
El método se puede llevar a cabo considerando solamente las variaciones no sinónimas en uno de estos genes, en 45
cada posición o en algunas posiciones seleccionadas, tales como las posiciones menos conservadas. Sin embargo, 
la exactitud y fiabilidad del método mejoran cuando se incluye más de un gen en el análisis, tal como 2 genes o más 
de 2 genes, tal como 3 o 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, o todos los genes que codifican proteínas.
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La figura 6 muestra una curva ROC obtenida cuando se aplicó un método preferido según la invención a la población 
del presente estudio. En un cierto punto en la curva ROC, se predijo que 64 pacientes no tienen RILT tras el 
tratamiento de radiación, mientras que sí lo tienen 5 pacientes.

Por lo tanto, cuando se usa este punto para predecir si un paciente podría recibir dosis más elevadas de radiación, 
estos pacientes tienen un riesgo relativo de 8% de desarrollar RILT. Esto es una mejora significativa (p = 0,012, 5
prueba de la igualdad de proporciones de Chi cuadrado) desde el 24% de pacientes que desarrollan RILT en todo el 
conjunto de datos del entrenamiento. Además, en otro punto en la curva ROC, se predijo que 23 pacientes 
desarrollarían RILT y se podrían seleccionar para el tratamiento con radioprotectores caros, tal como amifostina, o 
terapia protónica. Aunque en ese punto, 5 (22%) pacientes fueron erróneamente predichos como radiosensibles, 
esta proporción es significativamente menor (p < 0,001, prueba de la Chi cuadrado) que el 76% de pacientes que no 10
desarrollan RILT en todo el conjunto de datos del entrenamiento. Los gastos de (sobre)tratar tal proporción pequeña 
de pacientes son sustancialmente más pequeños que cuando se incluyesen todos los pacientes (beneficio relativo 
incrementado).

El modelo como se describió anteriormente no trabaja solamente para pacientes con cáncer de pulmón o toxicidad 
pulmonar inducida por radiación. Cuando aplicamos el mismo modelo a pacientes diagnosticados con cáncer de 15
mama, encontramos que el modelo predijo la aparición de toxicidad inducida por radiación con gran precisión y 
exactitud.

En una población de 21 pacientes con cáncer de mama, se obtuvo ADN mitocondrial de fibroblastos de cada 
paciente antes del comienzo de la radioterapia, y se determinó el número de variaciones no sinónimas presentes en 
al menos un gen que codifica una proteína mitocondrial, en el que dichas variaciones no sinónimas aparecen en 20
posiciones que están menos de 90% conservadas. Correlacionamos estos hallazgos con los datos de toxicidad 
inducida por radiación procedentes de estos pacientes, en este caso medidos como fibrosis inducida por 
fibroblastos, puntuada cuantitativamente según los criterios LENT/SOMA (Herskind et al., Radiother. Oncol. 1998; 
47: 263-269, Pavy JJ, Int J Radiat Oncol Biol Phys. 1995 Mar 30;31 (5):1049-91.). El criterio de valoración fue un 
grado de fibrosis de al menos 2 (>=2).25

Encontramos una excelente correlación entre la predicción del modelo y la fibrosis real observada en el grupo de 
pacientes (Tabla 20).

Tabla 20: Correlación entre la predicción del método según la invención y la toxicidad inducida por radiación 
observada en el grupo de pacientes.

Método de la invención

Fibrosis Riesgo alto Riesgo bajo Total

>=2 8 2 10

<2 2 9 11

Total 10 11 21

30

A partir de los datos proporcionados en la tabla 20, se puede concluir que la exactitud del método según la invención 
es 17/21 u 81%. El valor predictivo positivo es 8/10 u 80%, mientras que el valor predictivo negativo es 9/11 u 82%. 
La especificidad del método en este grupo fue 9/11 u 82%, y la sensibilidad fue 8/10 u 80%.

La posibilidad de predecir si los pacientes serán hipersensibles a la radioterapia, o no, permitirá un suministro más 
óptimo y finalmente el uso de mayores dosis de radiación (y de este modo un mejor control del tumor y resultado) en 35
pacientes que no son hipersensibles. Esta invención será útil predominantemente en centros y clínicas de 
radioterapia que tratan pacientes con cáncer, tales como pacientes con cáncer de pulmón y pacientes con cáncer de 
mama. La invención también será útil en el área de la protección frente a la radiación, tal como el cribado de sujetos 
para trabajar o vivir en un área con mayor radiación, tal como para el cribado de pilotos, astronautas o trabajadores 
en un área contaminada por radiación o en una planta nuclear.40

Leyenda a las figuras

Figura 1. Tabla de codones para ADN mitocondrial.

Figura 2. Gráfica de dispersión con línea de tendencia. La figura muestra los datos presentados en la tabla 
17. Se puede observar que el riesgo en RILT aumenta al aumentar el número de variaciones no sinónimas.

Figura 3. Gráfica de dispersión con línea de tendencia. La figura muestra los datos presentados en la tabla 45
18. Se puede observar que el riesgo en RILT aumenta al aumentar el número de variaciones no sinónimas en 
las posiciones que están 90% o menos conservadas.
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Figura 4. Gráfica de dispersión con línea de tendencia. La figura muestra los datos presentados en la tabla 
19. Se puede observar que el riesgo en RILT aumenta al aumentar el número de variaciones en los genes 
que codifican los ARNt en la posición que codifica los bucles de ARNt.

Figura 5. El nomograma es un modelo que visualiza un diagrama para determinar la probabilidad de RILT. La 
figura muestra un modelo para determinar la probabilidad de disnea >= 2. La línea horizontal más arriba 5
indica el número de puntos a atribuir a cierto parámetro. Por ejemplo: si se encuentran 0 variaciones en el 
bucle de ARNt de un individuo, entonces se puntúa con 0 puntos. Cuando se encuentran 15 variaciones no 
sinónimas en posiciones menos de 90% conservadas, esto da cuenta de 42 puntos adicionales. Una 
puntuación de disnea de referencia de 1 da cuenta de 27 puntos. Los puntos totales para este individuo 
serían entonces 42 más 14 más 0, es 56 puntos totales. Este individuo puntuaría entonces una probabilidad 10
de alrededor de 60% de RILT, calculado en base a la línea horizontal de puntos totales y el valor respectivo 
de la línea de disnea max. >=2.

Figura 6. CURVA ROC obtenida de la población de pacientes con cáncer de pulmón ensayados aquí.

Figura 7: CURVA ROC obtenida de la población de pacientes con cáncer de mama ensayados aquí.

15
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Tabla 1: gen ATP6.
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Tabla 2: gen ATP 8

AA# AA %cons.

1 M 100,0

2 P 98,4

3 Q 98,4
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4 L 98,4

5 N 16,4

6 T 96,7

7 T 11,5

8 V 8,2

9 W 100,0

10 P 11,5

11 T 29,5

12 M 14,8

13 I 95,1

14 T 14,8

15 P 9,8

16 M 85,2

17 L 29,5

18 L 57,4

19 T 70,5

20 L 95,1

21 F 86,9

22 L 16,4

23 I 31,1

24 T 13,1

25 Q 95,1

26 L 86,9

27 K 96,7

28 M 19,7

29 L 21,3

30 N 27,9

31 T 6,6

32 N 16,4

33 Y 62,3

34 H 18,0

35 L 16,4

36 P 16,4

37 P 82,0

38 S 16,4
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39 P 42,6

40 K 67,2

41 P 16,4

42 M 18,0

43 K 55,7

44 M 13,1

45 K 14,8

46 N 9,8

47 Y 6,6

48 N 26,2

49 K 11,5

50 P 91,8

51 W 100,0

52 E 77,0

53 P 11,5

54 K 93,4

55 W 100,0

56 T 98,4

57 K 100,0

58 I 77,0

59 C 6,6

60 S 41,0

61 L 9,8

62 H 32,8

63 S 82,0

64 L 78,6

65 P 83,9

66 P 21,4

67 Q 68,6

68 S 68,4
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Tabla 3: gen CO1
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Tabla 4: gen CO2
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Tabla 5: gen CO3
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Tabla 6: gen CytB
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Tabla 7: gen ND1
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Tabla 8: gen ND2
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Tabla 9: gen ND3
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Tabla 10: gen ND4
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Tabla 11: gen ND4L
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Tabla 12: gen ND5
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Tabla 13: gen ND6
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Tabla 14: Determinación de las posiciones de aminoácidos en un gen mitocondrial.

Nombre del 
gen

Primera Posición Nucleotídica 
Codificante (FCNP)

Última Posición Nucleotídica 
Codificante 

Aminoácidos SEQ ID NO:

ND1 3307 4260 1 - 318 2

ND2 4470 5510 1 - 347 3

CO1 5904 7442 1 - 513 4

CO2 7586 8266 1 - 227 5

ATP8 8366 8569 1 - 68 6

ATP6 8527 9204 1 - 226 7

CO3 9207 9989 1 - 261 8

ND3 10059 10403 1 - 115 9

ND4L 10470 10763 1 - 98 10

ND4 10760 12136 1 - 459 11

ND5 12337 14145 1 - 603 12

ND6 14673 14152 1 - 174 13

CytB 14747 15886 1 - 380 14
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Tabla 15. Posiciones nucleotídicas de bucles de ARNt

ARNt Bucle D Bucle anti-CD Bucle T

Phe 590-598 609-615 628-636

Val 1615-1620 1631-1637 1652-1657

Ile 4275-4280 4290-4296 4312-4318

Met 4415-4419 4430-4436 4451-4456

Trp 5525-5531 5542-5548 5561-5568

Asp 7531-7535 7546-7552 7567-7572

Lys 8307-8311 8321-8327 8343-8351

Gly 10004-10008 10019-10025 10039-10046

Arg 10418-10422 10433-10439 10453-10457

His 12151-12155 12166-12172 12187-12193

Ser (AGY) 12214-12217 12224-12230 12245-12252

Thr 15900-15907 15917-15932 15937-15941

Pro 16010-16005 15994-15998 15974-15968

Glu 14729-14725 14714-14708 14693-14687

Tyr 5879-5874 5864-5858 5843-5839

Cys 5814-5810 5800-5794 5780-5773

Asn 5717-5708 5698-5692 5676-5670

Ala 5642-5638 5627-5621 5606-5600

Leu (UUR) 3243-3252 32633269 3285-3291

Leu (CUN) 12279-12285 12296-12302 12317-12323

Ser (UCN) 7502-7498 7486-7480 7465-7459

Gln 43874380 4369-4363 4384-4342
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Tabla 16: Datos brutos de 321 pacientes

Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

1 3 3 0 2 SÍ

2 3 2 0 0 NO

3 2 2 0 0 NO

4 0 0 0 3 SÍ

5 3 3 0 1 NO

6 8 7 0 1 SÍ

7 6 5 0 0 NO

8 3 2 0 1 NO

9 9 8 0 1 NO

10 2 2 0 1 SÍ

11 4 4 0 0 NO

12 2 2 0 3 SÍ

13 4 3 1 0 NO

14 8 5 1 3 SÍ

15 4 4 0 1 NO

16 8 7 0 0 NO

17 6 5 1 0 NO

18 3 3 0 0 NO

19 6 6 1 2 SÍ

20 2 2 0 2 NO

21 2 2 0 1 NO

22 10 9 1 0 NO

23 7 6 1 0 NO

24 3 2 0 0 NO

25 4 4 1 1 SÍ

26 5 5 1 1 NO

27 10 10 0 0 NO

28 7 7 1 1 SÍ

29 2 2 0 1 NO

30 9 8 1 0 NO

31 6 5 0 1 NO

32 2 2 0 0 NO

33 2 2 0 0 NO
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Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

34 2 2 0 1 NO

35 6 5 1 1 NO

36 2 2 0 1 NO

37 2 2 0 1 SÍ

38 4 4 0 0 NO

39 4 3 0 1 SÍ

40 10 9 1 2 SÍ

41 8 8 0 1 SÍ

42 7 7 0 1 NO

43 3 3 0 1 NO

44 2 2 0 1 NO

45 2 2 0 1 NO

46 6 6 2 0 NO

47 8 7 0 0 NO

48 2 2 0 0 NO

49 7 7 0 0 NO

50 9 8 1 0 NO

51 2 2 0 0 NO

52 8 8 0 2 SÍ

53 6 6 0 1 NO

54 3 3 0 1 NO

55 4 4 1 1 NO

56 9 9 0 0 NO

57 2 2 0 1 NO

58 7 6 0 1 NO

59 3 2 0 1 NO

60 3 3 0 0 NO

61 6 5 1 1 NO

62 7 6 1 0 NO

63 11 11 0 1 NO

64 4 4 1 0 NO

65 10 10 1 1 SÍ

66 3 3 0 0 NO

67 5 5 1 2 SÍ
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Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

68 6 5 0 1 SÍ

69 3 2 0 1 SÍ

70 2 2 1 0 NO

71 3 3 0 1 NO

72 9 9 0 1 NO

73 2 2 0 0 NO

74 3 2 0 0 SÍ

75 6 5 1 0 NO

76 6 5 1 1 SÍ

77 2 2 0 0 NO

78 7 6 0 1 NO

79 3 3 0 0 NO

80 3 2 0 0 NO

81 11 10 0 0 SÍ

82 3 3 0 1 NO

83 6 5 0 0 NO

84 3 3 0 0 NO

85 6 6 0 1 NO

86 2 2 0 1 NO

87 10 10 0 1 NO

88 7 7 1 2 SÍ

89 10 11 0 3 SÍ

90 2 2 0 1 NO

91 6 6 0 3 SÍ

92 6 5 0 1 SÍ

93 3 4 1 0 NO

94 2 2 0 0 NO

95 2 2 0 1 NO

96 14 13 0 0 SÍ

97 3 3 0 1 NO

98 3 3 0 0 NO

99 4 3 0 0 NO

100 8 8 1 0 NO

101 9 9 1 1 NO
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Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

102 4 3 0 0 NO

103 2 2 0 0 NO

104 3 3 0 0 NO

105 7 6 2 0 NO

106 2 2 0 2 NO

107 2 2 0 0 NO

108 3 2 0 0 NO

109 2 2 1 1 SÍ

110 3 3 0 1 NO

111 10 9 1 0 NO

112 6 6 0 0 NO

113 3 4 0 0 SÍ

114 8 7 0 0 NO

115 2 2 0 2 SÍ

116 2 2 0 1 NO

117 6 5 0 0 NO

118 2 2 0 1 SÍ

119 2 2 1 1 SÍ

120 6 5 1 1 NO

121 6 5 1 1 SÍ

122 6 5 1 2 NO

123 2 2 0 1 SÍ

124 4 3 0 1 NO

125 4 4 0 1 NO

126 3 3 1 1 SÍ

127 7 6 1 0 NO

128 3 2 0 1 NO

129 9 6 1 NA NO

130 2 2 0 0 NO

131 10 10 0 0 NO

132 3 3 0 0 NO

133 5 4 2 0 NO

134 2 2 0 0 NO

135 2 2 0 0 NO
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Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

136 3 3 0 0 NO

137 3 3 0 1 NO

138 7 6 1 0 NO

139 3 2 0 0 NO

140 8 7 0 1 NO

141 6 5 0 2 SÍ

142 2 2 1 0 NO

143 6 5 1 3 NO

144 5 3 2 2 NO

145 8 7 0 0 NO

146 3 3 0 1 NO

147 4 4 1 0 NO

148 2 2 0 NA NO

149 6 5 0 0 NO

150 2 2 0 0 NO

151 8 8 0 0 NO

152 3 2 0 2 NO

153 2 2 0 1 NO

154 2 2 0 1 NO

155 5 5 1 1 NO

156 14 13 0 1 NO

157 7 6 1 0 NO

158 9 7 1 1 NO

159 3 3 0 0 NO

160 3 2 0 0 NO

161 2 2 0 0 NO

162 2 2 1 1 NO

163 3 2 0 0 NO

164 6 5 0 0 SÍ

165 6 5 1 1 NO

166 3 3 0 1 NO

167 6 5 0 1 NO

168 6 5 0 0 NO

169 6 5 1 1 NO
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Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

170 3 2 0 1 NO

171 7 6 0 0 NO

172 2 2 0 1 NO

173 7 7 0 2 SÍ

174 2 2 0 1 NO

175 8 7 1 0 NO

176 3 3 0 1 NO

177 9 8 1 2 SÍ

178 6 5 1 1 SÍ

179 3 2 0 1 NO

180 7 6 2 1 SÍ

181 2 2 0 2 SÍ

182 2 2 0 1 NO

183 3 3 0 0 NO

184 2 2 0 1 NO

185 2 2 1 1 NO

186 8 8 0 1 NO

187 2 2 0 0 NO

188 3 3 1 0 SÍ

189 6 5 0 2 NO

190 6 5 0 0 NO

191 2 2 0 1 NO

192 2 2 0 4 SÍ

193 2 2 0 1 SÍ

194 8 7 1 1 SÍ

195 2 2 0 0 NO

196 2 2 0 3 NO

197 3 2 0 1 SÍ

198 3 2 0 1 NO

199 4 4 1 3 SÍ

200 8 7 0 0 SÍ

201 11 8 0 0 NO

202 3 3 0 1 NO

203 7 6 1 0 NO
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Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

204 2 2 0 NA NO

205 9 8 1 1 SÍ

206 4 4 1 0 NO

207 3 3 1 1 SÍ

208 9 8 1 NA NO

209 6 5 1 1 NO

210 6 5 2 2 SÍ

211 10 10 0 1 SÍ

212 3 2 0 0 NO

213 2 2 0 1 NO

214 2 2 0 1 NO

215 2 2 0 0 NO

216 4 4 1 2 SÍ

217 4 4 1 0 NO

218 6 5 0 2 NO

219 3 2 0 1 NO

220 2 2 0 2 NO

221 5 4 1 2 SÍ

222 7 7 0 1 SÍ

223 8 5 1 1 NO

224 2 2 0 0 NO

225 3 3 0 NA NO

226 9 9 0 1 NO

227 2 2 0 0 NO

228 2 2 1 0 NO

229 2 2 1 0 NO

230 7 7 1 3 SÍ

231 4 4 0 0 NO

232 6 5 1 1 SÍ

233 2 2 0 1 NO

234 2 2 0 1 NO

235 7 6 2 2 SÍ

236 2 2 0 0 NO

237 7 7 1 0 SÍ
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Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

238 7 6 0 1 NO

239 2 2 0 0 NO

240 3 3 0 0 NO

241 7 5 3 1 NO

242 2 2 0 0 NO

243 9 9 0 0 NO

244 3 2 0 1 NO

245 6 6 1 1 SÍ

246 2 2 0 1 NO

247 3 2 0 1 NO

248 3 3 0 0 NO

249 4 3 0 1 NO

250 6 4 1 1 SÍ

251 6 5 1 1 SÍ

252 6 5 0 2 NO

253 2 2 0 1 NO

254 9 9 0 3 SÍ

255 2 2 0 1 NO

256 0 0 0 1 SÍ

257 6 6 2 4 SÍ

258 11 8 0 1 NO

259 3 3 1 1 NO

260 4 3 1 1 NO

261 11 11 0 1 NO

262 6 5 0 0 SÍ

263 2 2 0 1 SÍ

264 5 4 2 1 NO

265 2 2 0 0 NO

266 7 7 1 0 NO

267 3 3 0 1 NO

268 7 6 2 2 NO

269 6 6 2 1 NO

270 6 6 2 1 NO

271 2 2 0 1 SÍ
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Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

272 2 2 0 1 NO

273 6 5 0 1 SÍ

274 2 2 0 0 NO

275 2 2 1 2 NO

276 2 2 0 1 NO

277 2 2 0 0 NO

278 5 4 1 1 NO

279 2 2 0 3 SÍ

280 2 2 1 1 NO

281 7 6 2 1 NO

282 3 3 0 1 NO

283 3 2 0 0 NO

284 2 2 0 0 NO

285 5 5 1 1 NO

286 5 5 1 1 NO

287 2 2 0 1 NO

288 7 6 1 1 NO

289 7 6 1 2 SÍ

290 8 7 1 0 NO

291 3 3 0 3 SÍ

292 2 2 0 1 NO

293 6 5 2 1 SÍ

294 6 5 1 2 NO

295 5 5 0 1 NO

296 3 3 0 0 NO

297 6 6 0 1 NO

298 3 3 0 0 SÍ

299 10 10 0 1 NO

300 6 6 0 1 NO

301 4 3 0 0 NO

302 3 3 0 0 SÍ

303 2 2 0 0 NO

304 8 8 0 2 SÍ

305 3 3 0 0 NO
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Paciente 
nº

Nº de variantes 
no sinónimas 

Nº de variantes no sinónimas 
en genes <=90% conservados

Nº de genes de 
ARNt variantes

Puntuación de 
disnea de referencia 

RILT

306 2 2 0 0 NO

307 2 2 0 1 NO

308 10 10 0 0 NO

309 9 7 1 0 NO

310 7 5 1 0 NO

311 3 2 0 0 NO

312 8 6 1 0 NO

313 3 3 0 0 NO

314 2 2 0 1 NO

315 4 4 0 2 SÍ

316 5 5 1 0 NO

317 3 3 0 0 NO

318 6 5 1 1 NO

319 3 3 0 1 NO

320 4 3 1 0 NO

321 2 2 0 0 NO

Ejemplos

Ejemplo 1: Población de pacientes y aislamiento del ADN

Los pacientes se reclutaron de la clínica MAASTRO (n = 321) y del Hospital Universitario de Gante (n = 66). La 
toxicidad pulmonar se puntuó usando los Criterios Terminológicos Comunes para Sucesos Adversos versión 3.0 5
para disnea antes (referencia) y hasta seis meses después (máximo) de la radioterapia (RT). El estudio fue 
aprobado por el comité de ética de ambos centros, y todos los participantes en el estudio dieron su autorización 
escrita.

El ADN celular total (nuclear y mitocondrial) se aisló de sangre de pacientes recogida antes de la radioterapia según 
procedimientos estándar.10

Las muestras de pacientes con cáncer de mama se obtuvieron del Centro Médico Universitario de Mannheim. Las 
biopsias de piel se tomaron de pacientes tratados en Mannheim como parte del ensayo clínico de fase 3 TARGIT A 
[Vaidya et al., Lancet 382: 1 -11 (2013)].

El ensayo TARGIT A se llevó a cabo entre 02/2002 y 12/2008, se trataron 305 pacientes en TARGIT A (Brazo A: n = 
34 IORT, n = 20 IORT + WBRT para factores de riesgo; Brazo B WBRT: n = 55) o recibieron IORT como un refuerzo 15
planeado (grupo de control: n = 196). La toxicidad se evaluó según las escalas LENT SOMA.

Los pacientes se trataron con terapia de radiación intraoperativa (rayos X 20 Gy/50 kV; INTRABEAM [Carl Zeiss 
Surgical, Oberkochen, Alemania]) para el lecho tumoral durante la cirugía de conservación de la mama como un 
refuerzo, seguido de radioterapia de mama completa (WBRT, 46 Gy). Se les sometió a un seguimiento prospectivo, 
predefinido (mediana, 25 meses; intervalo 18-44 meses), que incluye el examen clínico y ultrasonidos de la mama a 20
intervalos de 6 meses y mamografías a intervalos de 1 año. Las toxicidades se documentaron usando los criterios de 
toxicidad comunes (CTC)/European Organization for Research and Treatment of Cancer y la puntuación LENT-
SOMA. La cosmesis se evaluó con una puntuación de 1 a 4.

Ejemplo 2: Determinación de las secuencias.

Para determinar la secuencia de ADNmt de las muestras de ADN, se usaron GeneChip® Mitochondria 25
Resequencing 2.0 Arrays (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) según el protocolo del fabricante.

ES 2 644 325 T3

 



72

Tras la generación de los archivos de intensidad celular (CEL) por GeneChip® Operating Software 1.4 (GCOS 1.4), 
el dato de secuencias bruto se analizó mediante el Sequence Pilot - module SeqC (JSI medical systems) con los 
parámetros estándar. Las secuencias de ADNmt eventuales se compararon con la secuencia de referencia de 
Cambridge revisada (SEQ ID NO: 1) para enumerar todas las variantes homoplásmicas. Los haplogrupos se 
determinaron como se describió previamente (Voets, A.M., et al. Large scale mtDNA sequencing reveals sequence 5
and functional conservation as major determinants of homoplasmic mtDNA variant distribution. Mitochondrion 11, 
964-972 (2011)).

Ejemplo 3: Análisis estadístico

Se construyeron modelos de análisis de regresión logística multivariado con  = 0,05. El comportamiento del modelo 
para predecir el resultado se evaluó calculando el área bajo la curva de la curva característica de operación del 10
receptor usando un procedimiento de validación cruzada de 10 veces (fuera de muestra). El valor máximo del AUC 
es 1,0, que indica una discriminación perfecta, mientras que 0,5 indica una posibilidad aleatoria para discriminar 
correctamente el resultado con el modelo. Los valores de p para las AUC que son diferentes de 0,5 se calcularon 
usando 500 muestreos con reemplazamiento y una prueba de la t de Student de 1 lado. El resultado del modelo final 
se representó mediante un nomograma (Lasonos, A., Schrag, D., Raj, G.V. y Panageas, K.S. How to build and 15
interpret a nomogram for cancer prognosis. J Clin Oncol 26, 1364-1370 (2008)).

El criterio de valoración para el modelo fue la aparición de disnea 2 en los seis meses después de RT.

Ejemplo 4: Pacientes con cáncer de mama

Tabla 21

Paciente nº Probabilidad de toxicidad inducida por radiación 

11 0,167

13 0,167

14 0,167

2 0,167

3 0,167

6 0,167

8 0,167

9 0,167

10 0,184

1 0,184

4 0,224

12 0,248

5 0,271

15 0,296

18 0,296

20 0,296

22 0,296

19 0,322

21 0,322

17 0,378

7 0,41

20
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Universiteit Maastricht, Academisch Ziekenhuis Maastricht and Stichting Maastricht Radiation Oncology 
“Maastro-Clinic”

<120> Método para determinar el riesgo de desarrollar toxicidad inducida por radiación tras una exposición a 
radiación5

<130> 229 WO

<160> 14

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 1656910

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> b

<222> (3107)..(3107)15

<223> b es un espacio a fin de mantener esta secuencia alineada con secuencias de referencia previas.

<400> 1 
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<210> 2

<211> 318

<212> PRT

<213> Homo sapiens5
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<210> 3

<211> 347

<212> PRT

<213> Homo sapiens5

<400> 3 
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<210> 4

<211> 513
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<210> 5

<211> 227

<212> PRT

<213> Homo sapiens5

<400> 5 
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<210> 6

<211> 68

<212> PRT

<213> Homo sapiens5

<400> 6 

<210> 7

<211> 226

<212> PRT10

<213> Homo sapiens

<400> 7 
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<210> 8

<211> 261

<212> PRT

<213> Homo sapiens5
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<210> 9

<211> 1155

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 9 

<210> 10

<211> 985

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10 

10

<210> 11

<211> 459
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<210> 12

<211> 603

<212> PRT

<213> Homo sapiens5
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<210> 13

<211> 174

<212> PRT

<213> Homo sapiens5
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<210> 14

<211> 380

<212> PRT

<213> Homo sapiens5

<400> 14 
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para predecir el riesgo de desarrollar toxicidad inducida por radiación, que comprende las etapas 
de:

a. obtener ADN mitocondrial de una muestra de un sujeto,

b. determinar el número de variaciones no sinónimas presentes en al menos un gen que codifica una proteína 5
mitocondrial, 

c. determinar si las variaciones no sinónimas se producen en posiciones que están menos de 90% 
conservadas,

d. atribuir un valor al número de variaciones no sinónimas que se producen en posiciones que están menos 
de 90% conservadas,10

en el que un valor más elevado corresponde a un mayor riesgo para desarrollar toxicidad inducida por radiación.

2. Método in vitro según la reivindicación 1, en el que al sujeto se le diagnostica cáncer de pulmón.

3. Método in vitro según la reivindicación 1, en el que al sujeto se le diagnostica cáncer de mama.

4. Método in vitro según la reivindicación 2, que comprende adicionalmente una etapa de atribuir un valor a la 
puntuación de disnea de referencia al sujeto y añadir ese valor al valor obtenido del número de variaciones no 15
sinónimas para obtener un valor agregado, en el que un valor agregado más elevado corresponde a un mayor riesgo 
de desarrollar toxicidad inducida por radiación, tal como toxicidad pulmonar.

5. Método in vitro según una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende adicionalmente una etapa de 
determinar el número de variaciones en las posiciones de bucle de ARNt, atribuir un valor al número de variaciones 
en las posiciones de bucle de ARNt, y añadir ese valor al valor obtenido del número de variaciones no sinónimas o al 20
valor agregado.

6. Método in vitro según una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que se atribuye un valor a la dosis de 
quimioterapia que está recibiendo el sujeto, en el que el valor es proporcional a la dosis de quimioterapia, y añadir 
ese valor al valor obtenido del número de variaciones no sinónimas o al valor agregado.

7. Método in vitro según una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que dicho al menos un gen que codifica 25
una proteína mitocondrial es 2 genes o más de 2 genes, tal como 3 o 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, o todos los genes 
que codifican una proteína mitocondrial.

8. Método in vitro según una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la muestra comprende células 
nucleadas.

9. Método in vitro según la reivindicación 8, en el que la muestra es una muestra de sangre o una muestra de tejido.30

10. Método in vitro según una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la muestra se toma del sujeto antes 
del comienzo de la terapia de radiación.
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