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DESCRIPCION
Ensayo de prondstico multigénico para el cancer de pulmén
Referencia a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud de Patente Provisoria de Estados Unidos
n.° de serie 61/504.063, presentada el 1 de julio de 2011, y la Solicitud de Patente Provisoria de Estados Unidos
n.° de serie 61/504.193, presentada el 2 de julio de 2011.

Antecedentes de lainvencion

La probabilidad de una supervivencia a largo plazo para los pacientes con cancer del pulmoén esta poco definida por
la fase clinica y los hallazgos histopatologicos. Se ha publicado la identificacion por micromatriz de genes
identificados como pronésticos para el cancer de pulmén, aunque existe una necesidad de un ensayo de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativo multigénico preciso que pueda predecir el riesgo de mortalidad entre los
pacientes con cancer de pulmon.

Breve sumario de la invencién

En un aspecto, se proporciona un método para proporcionar un pronéstico para el cancer de pulmén en un sujeto,
comprendiendo el método las etapas de: (a) poner en contacto una muestra biolégica del sujeto con reactivos que se
unen de forma especifica a un panel de biomarcadores que comprenden BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3,
FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNTS3, y (b) determinar si los marcadores se expresan de forma diferencial en
la muestra o no; proporcionando de este modo un pronéstico para el cancer de pulmon.

En una realizacién, el reactivo es un acido nucleico. En otra realizacion, el reactivo es un oligonucleétido. En otra
realizacion, el reactivo es un conjunto de cebadores de PCR. En otra realizacion, el reactivo es un anticuerpo.

En una realizacién, el cancer de pulmén es cancer de pulmén no escamoso. En otra realizacion, el cancer de
pulmén no escamoso esta en estadio |. En otra realizacion, el cancer de pulmén no escamoso esta en estadio Il. En
otra realizacién, el cancer de pulmén no escamoso esta en estadio Ill. En otra realizacion, el cancer de pulmén no
escamoso esta en estadio IV.

En una realizacion, la muestra es de tejido pulmonar o una biopsia de tumor pulmonar.

En una realizacién, el prondstico proporciona una evaluacion del riesgo. En algunas realizaciones, la evaluacion del
riesgo esta basada en la mortalidad a 5 afios. En algunas realizaciones, la evaluacion del riesgo es una evaluacion
de riesgo alto, intermedio o bajo para la mortalidad a 5 afios.

En un aspecto, se proporciona un kit, comprendiendo el kit reactivos que se unen de forma especifica a un panel de
biomarcadores que comprenden BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y
WNT3. En una realizacién, el reactivo es un conjunto de transcriptasa inversa.

En adn otro aspecto, se proporciona un método de determinacion del prondstico de un sujeto que tiene un cancer de
pulmén mediante la medicion en una muestra biologica de los niveles de metilacién de un panel de biomarcadores
que comprende BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNTS3; en el que
dicha muestra biolégica se obtiene de dicho sujeto y dichos niveles de metilacion son indicativos de dicho
prondstico.

En otro aspecto, se proporciona un informe, comprendiendo el informe un prondstico de un sujeto que tiene un
cancer de pulmoén, habiéndose determinado dicho prondstico cuantificando en una muestra biolégica del sujeto los
niveles de expresion de un panel de biomarcadores que comprenden BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBBS,
FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3; en el que dichos niveles de expresion son indicativos de dicho
pronéstico.

En otro aspecto, se proporciona un método para determinar un plan de tratamiento, comprendiendo el método las
etapas de: (a) poner en contacto una muestra biolégica del sujeto con reactivos que se unen cada uno de forma
especifica a un miembro de un panel de biomarcadores que comprenden BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3,
FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNTS3, (b) determinar si los marcadores se expresan de forma diferencial en la
muestra o no, (c) proporcionar un prondstico para el cancer de pulmén, (d) determinar una evaluacion del riesgo
para la mortalidad a 5 afios basada en el prondstico para el cancer de pulmén y (c) idear un plan de tratamiento
basado en la evaluacion del riesgo.

En otro aspecto, se proporciona un método para proporcionar un prondstico para el cancer de pulmén en un sujeto,
comprendiendo el método las etapas de: (a) poner en contacto una muestra biolégica del sujeto con reactivos que se
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unen cada uno de forma especifica a un miembro de un panel de biomarcadores que consiste en BAG1, BRCAL,
CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A, y (b) determinar si los biomarcadores se
expresan de forma diferencial en la muestra o no; proporcionando de este modo un prondstico para el cancer de
pulmén. En algunas realizaciones, la determinacién de si los biomarcadores se expresan de forma diferencial en la
muestra o no comprende adicionalmente normalizar los niveles de expresion de los biomarcadores con respecto a
genes constitutivos seleccionados del grupo que consiste en ESD, TBP, YAP1 y cualquiera de las combinaciones de
los mismos. En determinadas realizaciones, los niveles de expresion de los biomarcadores se normalizan frente al
valor Ct (del inglés cycle threshold: ciclo umbral) promedio de los genes constitutivos. En una realizacién, BAG1,
BRCAL, CDC6, CDK2AP1, FUT3, IL11 y RND3 indican en el sujeto una probabilidad aumentada de mortalidad y en
los que ERBB3, LCK, SH3BGR y WNT3A indican en el sujeto una probabilidad disminuida de mortalidad.

En una realizacion, los reactivos son acidos nucleicos. En otra realizacion, los reactivos son oligonucleétidos. En otra
realizacion, los reactivos son conjuntos de cebadores de PCR. En otra realizacion, los reactivos son anticuerpos.

En una realizacién, el cancer de pulmén es cancer de pulmén no escamoso. En otra realizacion, el cancer de
pulmén no escamoso esta en estadio |. En otra realizacion, el cancer de pulmén no escamoso esta en estadio Il. En
otra realizacién, el cancer de pulmén no escamoso esta en estadio Ill. En otra realizacion, el cancer de pulmén no
escamoso esta en estadio IV.

En una realizacion, la muestra es de un tumor extirpado de forma quirdrgica. En otra realizacion, la muestra procede
de tejido pulmonar o de una biopsia de tumor pulmonar.

En una realizacién, el prondstico proporciona una evaluacion del riesgo. En algunas realizaciones, la evaluacion del
riesgo esta basada en la mortalidad a 5 afios. En algunas realizaciones, la evaluacion del riesgo es una evaluacion
de riesgo alto, intermedio o bajo para la mortalidad a 5 afios.

En otro aspecto, se proporciona un kit que comprende reactivos que se unen cada uno de forma especifica a un
miembro de un panel de biomarcadores que consiste en BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11,
LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A. En determinadas realizaciones, los reactivos son conjuntos de transcriptasa
inversa. En algunas realizaciones, el kit comprende adicionalmente genes constitutivos seleccionados del grupo que
consiste en ESD, TBP, YAP1 y cualquier combinacién de los mismos.

En otro aspecto, se proporciona un método para proporcionar un prondstico de un sujeto que tiene cancer de
pulmén, comprendiendo dicho método medir en una muestra biolégica los niveles de metilacion de un panel de
biomarcadores que consisten en BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y
WNT3A; en el que dicha muestra bioldgica se obtiene de dicho sujeto y dichos niveles de metilacion son indicativos
de dicho prondstico.

En aun otro aspecto, se proporciona un informe que comprende un pronéstico de un sujeto que tiene un cancer de
pulmén, habiéndose determinado dicho prondstico cuantificando en una muestra bioldgica del sujeto los niveles de
expresion de un panel de biomarcadores que consisten en BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11,
LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A; en el que dichos niveles de expresion son indicativos de dicho prondstico. En
algunas realizaciones, la cuantificacion del sujeto de los niveles de expresion de un panel de biomarcadores en la
muestra biolégica comprende adicionalmente normalizar los niveles de expresion de los biomarcadores con respecto
a genes constitutivos seleccionados del grupo que consiste en ESD, TBP, YAP1 y cualquiera de las combinaciones
de los mismos. En determinadas realizaciones, los niveles de expresién de los biomarcadores se normalizan frente
al valor Ct promedio de los genes constitutivos.

En aln otro aspecto, se proporciona un método para determinar un plan de tratamiento, comprendiendo el método
las etapas de: (a) poner en contacto una muestra biolégica del sujeto con reactivos que se unen cada uno de forma
especifica a un miembro de un panel de biomarcadores que consiste en BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3,
FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A, (b) determinar si los marcadores se expresan de forma diferencial en
la muestra o no, (c) proporcionar un pronéstico para el cancer de pulmén, (d) determinar una evaluacion del riesgo
para la mortalidad a 5 afios basada en el pronéstico para el cancer de pulmdn, y (e) idear un plan de tratamiento
basado en la evaluacion del riesgo. En algunas realizaciones, la determinacion de si los biomarcadores se expresan
en la muestra de forma diferencial o no comprende adicionalmente normalizar los niveles de expresion de los
biomarcadores con respecto a genes constitutivos seleccionados del grupo que consiste en ESD, TBP, YAP1 y
cualquiera de las combinaciones de los mismos. En determinadas realizaciones, los niveles de expresion de los
biomarcadores se normalizan frente al valor C+ promedio de los genes constitutivos.

En aln otro aspecto, se proporciona un método para proporcionar un prondéstico para el cancer de pulmén en un
sujeto, comprendiendo el método las etapas de: (a) poner en contacto una muestra biolégica del sujeto con reactivos
gue se unen cada uno de forma especifica a un miembro de un panel de biomarcadores que consiste en BAG 1,
BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A,; (b) determinar una puntuacién de
riesgo del sujeto basada en los niveles de expresion de los biomarcadores en la muestra; y (c) proporcionar un
pronostico para el cancer de pulmén basado en la puntuacién de riesgo del sujeto. En algunas realizaciones, la
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determinacién de una puntuacién de riesgo del sujeto basada en los niveles de expresion de los biomarcadores en la
muestra comprende adicionalmente normalizar los niveles de expresion de los biomarcadores con respecto a genes
constitutivos seleccionados del grupo que consiste en ESD, TBP, YAP1 y cualquiera de las combinaciones de los
mismos. En determinadas realizaciones, los niveles de expresion de los biomarcadores se normalizan frente al valor
Ct promedio de los genes constitutivos.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra que el cancer de pulmén es la causa mas comin de muerte por cancer y muestra que para
los canceres en estadio 1 el pronéstico para la supervivencia a 5 afios es aproximadamente del 60 %.

La Figura 2 muestra modelos genémicos de pronéstico.

La Figura 3 es un ejemplo de un analisis de supervivencia de Kaplan-Meier de pacientes de riesgo bajo,
intermedio y alto, agrupados por la puntuacion de riesgo utilizando el algoritmo del Ejemplo 1.

La Figura 4 es un cuadro que resume los genes de algoritmo utilizados en el algoritmo del Ejemplo 2.

La Figura 5A es un grafico que ilustra la probabilidad de mortalidad a 5 afios por la puntuaciéon de riesgo, en
donde las lineas discontinuas son intervalos de confianza (los IC) del 95 % y las lineas cortas perpendiculares al
eje X son puntuaciones de riesgo individuales para cada paciente. La Figura 5B es un grafico que ilustra el
aumento de la razén de riesgos instantaneos (RRI) de la mortalidad global a 5 afios por subgrupo para cada
aumento gradual en la categoria de riesgo (por ejemplo, bajo a intermedio e intermedio a alto), en donde los
tamafos de los cuadrados son proporcionales al tamafio del grupo y AJCC se refiere a American Joint
Committee on Cancer.

La Figura 6A es un gréfico que ilustra la supervivencia global para toda la cohorte. La Figura 6B es un grafico
gue ilustra la supervivencia especifica para el cancer de pulmon para toda la cohorte, en el que las muertes por
cancer que no es de pulmén estan censuradas. La Figura 6C es un grafico que ilustra la supervivencia global
para 330 pacientes con enfermedad en estadio IA y IB de la American Joint Commission on Cancer,
considerados como de riesgo bajo segin los criterios patoldégicos convencionales (National Comprehensive
Cancer Network).

La Figura 7 muestra graficos que representan (A) la supervivencia global para toda la cohorte y la supervivencia
en pacientes con enfermedad en (B) estadio I, (C) en estadio Il y (D) en estadio Ill.

La Figura 8 es un diagrama de bloques que ilustra un sistema de ordenador ejemplar, en conformidad con
diversas realizaciones.

La Figura 9 es un diagrama de flujo que ilustra aspectos de un método de acuerdo con una realizacién de la
divulgacion.

Descripcion detallada de la invencién
Introduccién

La invencion presenta la identificacion de perfiles de expresién de determinados grupos de genes que permiten el
pronéstico preciso de la mortalidad en el cancer de pulmon en fase precoz. De forma ideal, una herramienta de
pronostico deberia proporcionar una estratificacion del riesgo precisa, deberia ser factible desde el punto de vista
clinico de emplear en la practica cotidiana y deberia ser econdmica. Tal ensayo seria de beneficio particular para los
pacientes con CPNM no escamoso en estadio | o Il extirpado de forma quirtrgica. El tratamiento habitual actual para
la mayoria del CPNM no escamoso en estadio | es la lobulectomia y linfadenectomia de ganglios mediastinicos, sin
guimioterapia adyuvante. Una mejor identificacion de subconjuntos de pacientes con buen pronéstico podria permitir
emplear procedimientos quirlrgicos menores con un potencial de supervivencia equivalente. A la inversa, los
subconjuntos de estadio | con un mal pronéstico podrian seleccionarse para el tratamiento con una quimioterapia
adyuvante para reducir el riesgo de metastasis a distancia utilizando los agentes de tratamiento habituales actuales.
Ademas, los pacientes identificados con un mal prondstico también podrian considerarse para la inclusién en
ensayos clinicos que prueban estrategias novedosas y nuevos agentes terapéuticos. Teniendo en cuenta las
actuales limitaciones de la quimioterapia en la enfermedad en estadio I, seria especialmente beneficioso un
bioensayo que sea prondstico y predictivo del beneficio de la quimioterapia. Por Ultimo, es probable que el CPNM no
escamoso en estadio | sea de creciente importancia en el futuro. Aunque aproximadamente el 20-30 % de los
pacientes actualmente diagnosticados con CPNM no escamoso son de estadio |, esta proporcién probablemente
crecera debido al reciente advenimiento del crivado del cancer del pulmén mediante tomografia computarizada.

Actualmente, a los pacientes con CPNM en estadio Il se les recomienda someterse a quimioterapia adyuvante tras
un intento de extirpacioén curativa. Sin embargo, el beneficio documentado de la quimioterapia para estos pacientes
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en términos de mejora absoluta de la supervivencia a 5 afios es pequefio. Como resultado, muchos pacientes
renuncian a la quimioterapia, en particular a medida que se recuperan de su intento cirugia curativa. Un bioensayo
que pueda asignar mejor el riesgo de recurrencia para los pacientes en estadio Il puede, por lo tanto, mejorar el
cumplimiento de las recomendaciones habituales actuales para la terapia adyuvante en pacientes que se encuentran
en mayor riesgo de recurrencia. En un contexto experimental controlado, la terapia puede incluso suspenderse en
pacientes que se encuentran en el riesgo mas bajo de recurrencia incluso en el estadio Il.

En una realizacion descrita en el presente documento, se desarrollé un ensayo basado en los patrones de expresion
de 426 pacientes que se habian sometido a la extraccién de un cancer de pulmén escamoso (CPNM) de estadio I-IV
en la Universidad de California, San Francisco. Se extrajo ARN de muestras de tejidos FFIP (fijados en formalina e
incluidos en parafina) y se evaluaron los niveles de expresiéon para 11 genes diana relacionados con el pronéstico
del paciente. Se buscé un ensayo que tendiese a asignar una puntuacion de riesgo mas alta en promedio a los
pacientes que hubiesen fallecido que a los que habian sobrevivido a un periodo de seguimiento de 5 afios. Los
pacientes cuyas muestras recibieron las puntuaciones de riesgo mas altas se considerarian en mayor riesgo de
fallecer dentro de un periodo de 5 afios después de la operacion, mientras que los pacientes cuyas muestras
recibieron una puntuacion baja tendrian mas probabilidades de haber sobrevivido durante este intervalo de tiempo
después de sus operaciones.

El ensayo pronéstico se desarroll6 correlacionando los patrones de expresion de BAG1, BRCAL1, CDC6, CDK2AP1,
ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR, WNT3A, que estan relacionados con el prondstico del paciente (en
particular porque el prondstico se relaciona con los resultados de supervivencia global a 5 afios) utilizando el modelo
de riesgos instantaneos proporcionales de Cox. El ensayo prondstico proporciona un prondstico para el cancer de
pulmén en un sujeto determinando en una muestra la expresion de BAG1, BRCAl, CDC6, CDK2AP1, ERBBS3,
FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A. La seleccion de cada uno de un panel de biomarcadores que incluye
BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A, ofrece una gran mejora
con respecto a la técnica anterior. EI documento W02008/151072 (The Regents of the University of California)
describe métodos para el pronéstico de pacientes de cancer de pulmén que estan basados en el andlisis de
expresion de un conjunto de biomarcadores.

Después, se obtiene para cada paciente una puntuacion del riesgo insertando los niveles de expresion de cada uno
de los 11 genes prondsticos en un algoritmo de puntuacion de riesgo. Los grupos de riesgo también se describen en
el presente documento a base de estas puntuaciones de riesgo, colocando a los pacientes en distintas categorias de
riesgo de acuerdo con su puntuacion de riesgo. Por ejemplo, “Riesgo Bajo”, “Riesgo Intermedio” o “Riesgo Alto”.

Adicionalmente, se describe en el presente documento un kit de diagnoéstico multigénico, compuesto de los
marcadores descritos en el presente documento, que pueden utilizarse para proporcionar un prondstico para
pacientes de cancer de pulmoén, y de un informe que comprende un pronéstico de un sujeto que tiene cancer de
pulmén mediante la cuantificacion de los niveles de expresion de los marcadores descritos en el presente
documento.

Definiciones

“Cancer de pulmon” se refiere en general a dos tipos principales de cancer de pulmoén categorizados por el tamafio y
el aspecto de las células malignas: cancer de pulmoén no microcitico (aproximadamente el 80 % de los casos) y
microcitico (aproximadamente el 20 % de los casos). “Cancer de pulmoén no microcitico” (CPNM) incluye al
carcinoma escamoso. El adenocarcinoma de pulmén es el subtipo mas comin de CPNM y otros subtipos de cancer
de pulmon incluyen al carcinoma bronquioalveolar, el carcinoma de células grandes, el tumor carcinoide, el
carcinoma adenoide quistico, el cilindroma y el carcinoma mucoepidermoide. En una realizacién, los canceres de
pulmén se estadifican de acuerdo con los estadios I-IV, siendo el | un estadio temprano y siendo el IV el mas
avanzado.

“Prondstico” se refiere, por ejemplo, a la supervivencia global, la mortalidad a largo plazo y la supervivencia sin
enfermedad. En una realizacion, mortalidad a largo plazo se refiere al fallecimiento dentro de los 5 afios después del
diagndstico del cancer de pulmén.

“Evaluacion de riesgo” se refiere al riesgo relativo que afronta un individuo con respecto a la mortalidad. Por ejemplo,
un prondéstico que proporciona una evaluacion de alto riesgo para la mortalidad a 5 afos, tiene una mayor
probabilidad de mortalidad dentro de los 5 afios que un individuo que tiene una evaluacion de bajo riesgo para la
mortalidad a 5 afios. En una realizacién, el pronéstico para la mortalidad a largo plazo es “riesgo alto”, por ejemplo,
riesgo alto de mortalidad, “riesgo intermedio”, por ejemplo, riesgo intermedio de mortalidad o “riesgo bajo”, por
ejemplo, riesgo bajo de mortalidad. El estadio del cancer y el pronostico pueden utilizarse para ajustar una terapia
para el paciente que proporcione un mejor resultado, por ejemplo, terapia sistémica y cirugia, solo cirugia o terapia
sistémica sola. La evaluacion del riesgo puede dividirse como se desee, por ejemplo, en la mediana, en grupos
terciarios, grupos cuaternarios, etc.
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Otras formas de cancer incluyen carcinomas, sarcomas, adenocarcinomas, linfomas, leucemias, etc., incluyendo los
canceres solidos y linfociticos, el cancer de cabeza y cuello, por ejemplo, el cancer de cavidad oral, faringeo o de
lengua, el cancer de rifién, mama, rifién, vejiga, colon, ovario, préstata, pancreas, estdmago, cerebro, cabeza y
cuello, piel, uterino, de testiculo, de eséfago y de higado, incluyendo hepatocarcinoma, linfoma, incluyendo linfomas
no Hodgkin (por ejemplo, linfomas de Burkitt, microcitico y células grandes) y el linfoma de Hodgkin, leucemia y
mieloma mdltiple.

El término “marcador” se refiere a una molécula (normalmente una proteina, acido nucleico, hidrato de carbono o
lipido) que se expresa en la célula, expresada en la superficie de una célula cancerosa o secretada por una célula
cancerosa, en comparacion con una célula no cancerosa, y que es Util para el diagnéstico del cancer, para
proporcionar un prondstico y para direccionar de forma preferencial un agente farmacolégico hacia la célula
cancerosa. A menudo, tales marcadores son moléculas que se sobreexpresan en un cancer de pulmoén u otras
células cancerosas, en comparacion con una célula no cancerosa, por ejemplo, una sobreexpresion de 1 vez, una
sobreexpresion de 2 veces, una sobreexpresion de 3 veces 0 mas, en comparacion con una célula normal.
Adicionalmente, un marcador puede ser una molécula que se sintetiza de forma inapropiada en la célula cancerosa,
por ejemplo, una molécula que contenga deleciones, adiciones o mutaciones, en comparacion con la molécula
expresada en una célula normal. Como alternativa, tales biomarcadores son moléculas que se subexpresan en una
célula cancerosa, en comparacion con una célula no cancerosa, por ejemplo, una subexpresién de 1 vez, una
subexpresion de 2 veces, una subexpresién de 3 veces o mas. Adicionalmente, un marcador puede ser una
molécula que se sintetiza de forma inapropiada en un cancer, por ejemplo, una molécula que contiene deleciones,
adiciones o mutaciones, en comparacion con la molécula expresada en una célula normal.

El experto en la materia entendera que los marcadores pueden utilizarse en combinacién con otros marcadores o
pruebas para cualquiera de los usos, por ejemplo, la prediccién, el diagnéstico o el prondstico del cancer, divulgados
en el presente documento.

“Muestra bhiolégica” incluye cortes de tejidos tales como muestras de biopsia y autopsia, y cortes congelados
tomados con fines histoldgicos. Tales muestras incluyen sangre y fracciones o productos hematolégicos (por
ejemplo, suero, plaquetas, glébulos rojos y similares), esputo, lavado broncoalveolar, células cultivadas, por ejemplo,
cultivos primarios, explantes y células transformadas, heces, orina, etc. Una muestra biolégica se obtiene
normalmente de un organismo eucariota, mas preferentemente un mamifero tal como un primate, por ejemplo, un
chimpancé o ser humano; vaca; perro; gato; un roedor, por ejemplo, cobaya, rata, ratén; conejo o un ave; reptil o
pez.

Una “biopsia” se refiere al procedimiento de extraer una muestra de tejido para la evaluacién diagnéstica o
prondstica, y a la propia muestra de tejido de ensayo. Para los métodos de diagnéstico y prondstico de la presente
invencion puede aplicarse en la técnica cualquier técnica de biopsia conocida. La técnica de biopsia aplicada
dependera del tipo de tejido a evaluar (por ejemplo, pulmén, etc.), el tamafio y tipo del tumor, entre otros factores.
Las técnicas de biopsia representativas incluyen, pero sin limitacién, biopsia por escision, biopsia por incision,
biopsia por puncion, biopsia quirlrgica y biopsia de médula ésea. Una “biopsia por escision” se refiere a la
extraccién de toda la masa tumoral con un pequefio margen de tejido normal que la rodee. Una “biopsia por incision”
se refiere a la extraccion de tejido en cufia de dentro del tumor. Un diagnéstico o pronéstico hecho mediante la
orientacion por endoscopia o radiogréafica requiere “biopsia biopsia por puncién con aguja gruesa” o una “puncién
biopsica con aguja fina”, que en general obtiene una suspension de células de dentro de un tejido diana. Las
técnicas de biopsia se discuten, por ejemplo, en Harrison's Principles of Internal Medicine, Kasper, et al., eds., 162
ed., 2005, Capitulo 70 y en toda la Parte V.

Los términos “sobreexpresar”, “sobreexpresion” o “sobreexpresado” se refieren de forma indistinta a una proteina o
acido nucleico (ARN) que se traduce o transcribe a un nivel detectablemente mayor, habitualmente en una célula
cancerosa, en comparacién con una célula normal. Los términos incluyen la sobreexpresion debida a la
transcripcion, el procesamiento postranscripcional, la traduccion, el procesamiento postraduccional, la localizacion
celular (por ejemplo, organulo, citoplasma, nucleo, superficie celular) y la estabilidad del ARN vy las proteinas, en
comparacién con una célula normal. La sobreexpresién puede detectarse utilizando técnicas convencionales para la
deteccion de ARNm (es decir, RT-PCR, PCR, hibridacién) o proteinas (es decir, ELISA, técnicas
inmunohistoquimicas). La sobreexpresion puede ser del 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o
mas en comparacion con una célula normal. En determinados casos, la sobreexpresion es de 1 vez, 2 veces, 3
veces, 4 veces 0 mas niveles de transcripcion o traduccion mayor, en comparacion con una célula normal.

Los términos “subexpresar”, “subexpresion” o “subexpresado”, o ‘regulado de forma negativa’ se refieren
indistintamente a una proteina o acido nucleico que se traduce o transcribe en una célula cancerosa a un nivel
detectablemente inferior, en comparacién con una célula normal. El término incluye la subexpresion debida a la
transcripcion, el procesamiento postranscripcional, la traduccién, el procesamiento postraduccional, la localizacion
celular (por ejemplo, organulo, citoplasma, nucleo, superficie celular) y la estabilidad del ARN y las proteinas, en
comparacién con un control. La subexpresiéon puede detectarse utilizando técnicas convencionales para la deteccién
de ARNm (es decir, RT-PCR, PCR, hibridacién) o proteinas (es decir, ELISA, técnicas inmunohistoquimicas). La
subexpresion puede ser del 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o0 menos, en comparacién con
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un control. En determinados casos, la subexpresion es 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 mas niveles de
transcripcién o traduccién mas baja, en comparacion con un control.

La expresion “expresado de forma diferencial” o “regulado de forma diferencial” se refiere en general a una proteina
0 acido nucleico que se sobreexpresa (se regula de forma positiva) o se subexpresa (se regula de forma negativa)
en una muestra, en comparacion con al menos una otra muestra, en general un paciente de cancer, comparado con
una muestra de tejido no canceroso en el contexto de la presente invencion.

“Tratamiento terapéutico” y “terapias para el cancer” se refieren a la quimioterapia, terapia hormonal, radioterapia,
inmunoterapia y terapia biolégica (dirigida).

Por “cantidad o dosis terapéuticamente eficaz” o “cantidad o dosis suficiente” se entiende una dosis que produce los
efectos para los cuales se administra. La dosis exacta dependera del fin del tratamiento y la determinara un experto
en la materia utilizando técnicas conocidas (véase, por ejemplo, Lieberman, Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1-
3, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding (1999); Pickar, Dosage
Calculations (1999) y Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 Edicién, 2003, Gennaro, Ed.,
Lippincott, Williams & Wilkins).

“Acido nucleico” se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, y polimeros de los mismos, en forma mono o
bicatenaria y a sus complementarios. El término abarca acidos nucleicos que contienen analogos de nucleétido
conocidos, o restos o uniones del esqueleto modificados, que son sintéticos, de origen natural o de origen no
natural, que tienen propiedades de unién similares al acido nucleico de referencia y que se metabolizan de forma
similar a los nucleétidos de referencia. Los ejemplos de tales andlogos incluyen, sin limitacion, fosforotioatos,
fosforamidatos, metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, 2-O-metil ribonucle6tidos, acidos nucleicos peptidicos (los
ANP).

A menos que se indique otra cosa, una secuencia de acido nucleico particular también abarca de forma implicita
variantes modificadas de forma conservativa de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y las
secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada de forma explicita. En concreto, las sustituciones de
codones degenerados puede conseguirse generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas
codones seleccionados (o todos) se sustituye con restos de bases mixtas y/o de desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic
Acid Res. 19: 5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260: 2605 - 2608 (1985), Rossolini et al., Mol. Cell. Probes
8: 91-98 (1994)). La expresion acido nucleico se utiliza indistintamente con un gen, ADNc, ARNm, oligonucleétido y
polinucledtido.

Una secuencia de acido nucleico particular también abarca de forma implicita “variantes de corte y empalme” y
secuencias de acido nucleico que codifican formas truncadas de una proteina. De forma similar, una proteina
particular codificada por un acido nucleico abarca de forma implicita cualquier proteina codificada por una variante
de corte y empalme, o una forma truncada de un acido nucleico. “Variantes de corte y empalme”, como sugiere el
nombre, son productos del corte y empalme alternativo de un gen. Después de la transcripcion, un transcrito de
acido nucleico inicial puede cortarse y empalmarse de forma que los productos de corte y empalme distintos (o
alternos) del acido nucleico codifican distintos polipéptidos. Los mecanismos para la produccion de variantes de
corte y empalme varian, pero incluyen el corte y empalme alterno de los exones. Los polipéptidos alternos obtenidos
del mismo acido nucleico por transcripcion mas alla del codén finalizador también estan abarcados en esta
definicion. Cualquiera de los productos de una reaccion de corte y empalme, incluyendo las formas recombinantes
de los productos de corte y empalme, estan incluidos en esta definicion. Los acidos nucleicos pueden estar
truncados en el extremo 5’ 0 en el extremo 3'. Los polipéptidos pueden estar truncados en el extremo N terminal o el
extremo C terminal. Las versiones truncadas de secuencias de acido nucleico o polipéptido pueden ser de origen
natural o crearse de forma recombinante.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se utilizan indistintamente en el presente documento para referirse
a un polimero de restos de aminoacido. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno 0 mas
restos de aminoacido son un mimético quimico artificial de un correspondiente aminoacido de origen natural, asi
como a polimeros de aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos que no son de origen natural.

El término “aminoéacido” se refiere a aminoacidos de origen natural o sintéticos, asi como a analogos de aminoacido
0 miméticos de aminoacido que actian de una manera similar a los aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos
de origen natural son los que codifica el cédigo genético, asi como los aminoacidos que se maodifican
posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Analogos de aminoacido se refiere a
compuestos que tienen la misma estructura quimica béasica que el aminoacido de origen natural, es decir, un
carbono que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo, homoserina,
norleucina, sulféxido de metionina, metil sulfonio de metionina. Tales analogos tienen grupos R modificados (por
ejemplo, norleucina) o los esqueletos peptidicos modificados, pero conservan la misma estructura quimica basica
gue un aminodcido de origen natural. Miméticos de aminoacido se refiere a compuestos quimicos que tienen una
estructura que es distinta de la estructura quimica general de un aminoéacido, pero que actda de una manera similar
a un aminoacido de origen natural.
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Los aminoacidos pueden denominarse en el presente documento por sus simbolos de tres letras comUnmente
conocidos o por los simbolos de una letra recomendados por la Comisiéon de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB.
Asimismo, los nucleétidos pueden denominarse por sus codigos de letra nica cominmente aceptados.

“Variantes modificadas de forma conservativa” se aplica a las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos.
Con respecto a las secuencias de acidos nucleico particulares, variantes modificadas de forma conservativa se
refiere a los acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente idénticas o,
cuando el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, para secuencias esencialmente idénticas.
Debido a la degeneracion del cddigo genético, un gran namero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos
codifican una dada proteina. Por ejemplo, todos los codones GCA, GCC, GCG y GCU cadifican el aminoacido
alanina. Por lo tanto, en cada posicion en donde una alanina esta especificada por un codén, el codén puede
modificarse a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Tales
variaciones de acido nucleico son “variaciones silenciosas”, que son una especie de variaciones modificadas de
forma conservativa. En el presente documento, cada secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
también describe cada posible variacién silenciosa del acido nucleico. Un experto en la materia reconocera que cada
codoén en un acido nucleico (excepto AUG, que habitualmente es el Unico cod6n para la metionina, y TGG, que
habitualmente es el Unico coddn para el triptéfano) puede modificarse para producir una molécula funcionalmente
idéntica. Por consiguiente, cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta implicita
en cada secuencia descrita, con respecto al producto de expresidn pero no con respecto a las secuencias de sondas
reales.

Como para las secuencias de aminoacidos, un experto en la materia reconocera que las sustituciones, deleciones o
adiciones individuales en una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina, que modifique, afiada o
delecione un aminoacido individual o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada, es una
“variante modificada de forma conservativa’” en donde la modificacion da como resultado la sustitucion de un
aminoacido con un aminoacido similar desde el punto de vista quimica. Son bien conocidas en la técnica las tablas
de sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos similares desde el punto de vista funcional. Tales
variantes modificadas de forma conservativa se suman a, y no excluyen, variantes polimérficas, homoélogos
interespecie y alelos de la invencién.

Los siguientes ocho grupos contienen cada uno aminoacidos que son sustituciones conservativas el uno para el
otro: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E); 3) Asparragina (N), Glutamina (Q); 4)
Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y),
Triptéfano (W); 7) Serina (S), Treonina (T) y 8) Cisteina (C), Metionina (M). Véase, por ejemplo, Creighton, Proteins
(1984).

Un “marcador” o una “fraccion detectable” es una composicion detectable por medios espectroscopicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, quimicos u otros medios fisicos. Por ejemplo, los marcadores Utiles
incluyen ¥p  colorantes fluorescentes, reactivos electrodensos, enzimas (por ejemplo, como se utiliza habitualmente
en un ELISA), biotina, digoxigenina o haptenos, y proteinas que pueden fabricarse para que sean detectables, por
ejemplo, incorporando un radiomarcador en el péptido, o utilizarse para detectar anticuerpos reactivos de forma
especifica con el péptido.

El término “recombinante” cuando se utiliza en referencia, por ejemplo, a una célula o a un acido nucleico, proteina o
vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector, se ha modificado mediante la introduccién de un acido
nucleico heterélogo o proteina, o por la alteracion de un acido nucleico o proteina nativo, o que la célula se obtiene
de una célula asi modificada. Por lo tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se
encuentran dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que, de otro modo, se
expresan de forma anémala, se subexpresan o0 no se expresan en absoluto.

La frase “condiciones rigurosas de hibridacién” se refiere a condiciones en las que una sonda hibridara con su
subsecuencia diana, normalmente en una mezcla compleja de acidos nucleicos, pero no con otras secuencias. Las
condiciones rigurosas son dependientes de secuencia y seran distintas en circunstancias distintas. Las secuencias
mas largas hibridan de forma especifica a temperaturas mas altas. Una guia extensa para la hibridaciéon de acidos
nucleicos se encuentra en Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic
Probes, “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays” (1993). En general, las
condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5-10 °C menores que el punto de fusién
térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza ionica definida pH. La T, es la temperatura (en una fuerza
i6nica definida, pH y concentracién de acidos nucleicos) a la que el 50 % de las sondas complementarias con la
diana hibridan con la secuencia diana en el equilibrio (dado que las secuencias diana estan presentes en exceso, a
la T, en el equilibrio el 50 % de las sondas estan ocupadas). Las condiciones rigurosas también pueden lograrse
con la adicion de agentes desestabilizantes tales como formamida. Para la hibridacion selectiva o especifica, una
sefial positiva es al menos dos veces el fondo, preferentemente 10 veces la hibridacion de fondo. Las condiciones
de hibridacion rigurosa ejemplares pueden ser las siguientes: formamida al 50 %, SSC 5x y SDS al 1 %, incubando a
42 °C, 0 SSC 5x, SDS al 1 %, incubando a 65 °C, con un lavado en SSC 0,2x y SDS al 0,1 % a 65 °C.
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Los acidos nucleicos que no hibridan entre si en condiciones rigurosas son todavia sustancialmente idénticos si los
polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto se produce, por ejemplo, cuando se crea una copia
de un acido nucleico utilizando la degeneracion de codén maxima permitida por el codigo genético. En tales casos,
los acidos nucleicos normalmente hibridan en condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas. Las
“condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas” ejemplares incluyen una hibridacién en un tampoén de
formamida al 40 %, NaCl 1 M, SDS al 1 % a 37 °C y un lavado en SSC 1X a 45 °C. Una hibridacién positiva es al
menos dos veces el fondo. Los expertos en la materia reconoceran facilmente que pueden utilizarse condiciones de
hibridacion y lavado alternativas para proporcionar condiciones de rigurosidad similar. Las directrices adicionales
para determinar los parametros de hibridacion se proporcionan en numerosas referencias, por ejemplo, en Current
Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel, et al., citado anteriormente.

Para la PCR, una temperatura de aproximadamente 36 °C es tipica para la amplificacion con baja rigurosidad,
aunque las temperaturas de apareamiento pueden variar entre aproximadamente 32 °C y 48 °C, dependiendo de la
longitud del cebador. Para una amplificacion por PCR de rigurosidad alta, es tipica una temperatura de
aproximadamente 62 °C, aunque las temperaturas de apareamiento de alta rigurosidad pueden variar de
aproximadamente 50 °C a aproximadamente 65 °C, dependiendo de la longitud y especificidad del cebador. Las
condiciones tipicas de ciclo, tanto para las amplificaciones de alta como baja rigurosidad, incluyen una fase de
desnaturalizacion de 90 °C-95 °C durante 30 s - 2 min, una fase de apareamiento que dura 30 s - 2 min y una fase
de extension de aproximadamente 72 °C durante 1 - 2 min. Los protocolos y directrices para las reacciones de
amplificacién de rigurosidad baja y alta se proporcionan, por ejemplo, en Innis et al. (1990) PCR Protocols, A Guide
to Methods and Applications, Academic Press, Inc. N. Y.

“Anticuerpo” se refiere a un polipéptido que comprende una regién marco conservada procedente de un gen de
inmunoglobulina o fragmentos del mismo, que se une de forma especifica y reconoce a un antigeno. Los genes de
inmunoglobulina identificados incluyen los genes de la region constante kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilony
mu, asi como la gran cantidad de genes de la region variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican
ya sea como kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su
vez definen las clases de inmunoglobulina, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Normalmente, la region de
uniéon al antigeno de un anticuerpo sera la mas critica en la especificidad y afinidad de unién. Los anticuerpos
pueden ser policlonales o monoclonales, obtenerse de suero, un hibridoma o pueden clonarse de forma
recombinante, y también pueden ser quiméricos, primatizados o humanizados.

Una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) ejemplar comprende un tetramero. Cada tetrdmero esta
compuesto de dos parejas idénticas de cadenas polipeptidicas, teniendo cada pareja una cadena “ligera”
(aproximadamente 25 kDa) y una “pesada” (aproximadamente 50-70 kDa). El extremo N de cada cadena define una
region variable de aproximadamente 100 a 110, o mas, aminoacidos responsables principalmente del
reconocimiento del antigeno. Las expresiones cadena ligera variable (V) y cadena pesada variable (Vi) se refieren
a estas cadenas ligera y pesada respectivamente.

Los anticuerpos existen, por ejemplo, como inmunoglobulinas intactas o0 como una serie de fragmentos bien
caracterizados producidos mediante digestién con diversas peptidasas. Por lo tanto, por ejemplo, la pepsina digiere
un anticuerpo por debajo de las uniones disulfuro en la regién bisagra para producir F(ab)'2, un dimero de Fab que
es él mismo una cadena ligera unida a Vy-Cn1 por un enlace disulfuro. El F(ab)'> puede reducirse en condiciones
suaves hasta romper el enlace disulfuro en la region bisagra, convirtiendo de este modo el dimero F(ab)'2 en un
monomero Fab’. El monémero Fab’ es esencialmente el Fab con parte de la region bisagra (véase Fundamental
Immunology (Paul Ed., 32 ed., 1993). Aunque se definen varios fragmentos de anticuerpo en términos de la digestion
de un anticuerpo intacto, un experto en la materia apreciara que tales fragmentos pueden sintetizarse de novo ya
sea de forma quimica o utilizando la metodologia de ADN recombinante. Por lo tanto, el término anticuerpo, como se
usa en el presente documento, incluye también a los fragmentos de anticuerpo producidos por la modificacion de
anticuerpos completos o los sintetizados de novo utilizando las metodologias de ADN recombinante (por ejemplo, Fv
monocatenario) o los identificados utilizando bibliotecas de presentacion en fagos (véase, por ejemplo, McCafferty et
al., Nature 348: 552-554 (1990)).

En una realizacion, el anticuerpo se conjuga a una fraccion “efectora”. La fraccion efectora puede ser un nimero
variado de moléculas, incluyendo fracciones de marcaje tales como marcadores radiactivos o marcadores
fluorescentes, o puede ser una fraccién terapéutica. En un aspecto, el anticuerpo modula la actividad de la proteina.

Los acidos nucleicos de los genes expresados de forma diferencial de la presente invencion o los polipéptidos que
codifican, se refiere a todas las formas de acidos nucleicos (por ejemplo, pre-ARNm, ARNm) o proteinas, sus
variantes polimorficas, alelos, mutantes y homdélogos interespecie que (segun corresponda a acido nucleico o
proteina): (1) tengan una secuencia de aminoacidos que tenga mas de aproximadamente el 60 % de identidad de
secuencia de aminoéacidos, el 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, preferentemente el 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % o mas identidad de secuencia de aminoacidos, preferentemente a lo largo de una
region de al menos aproximadamente 25, 50, 100, 200, 500, 1000 o mas aminoacidos, con un polipéptido codificado
por un acido nucleico al que se hace referencia 0 con una secuencia de aminoacidos descrita en el presente
documento; (2) se unan de forma especifica a anticuerpos, por ejemplo anticuerpos policlonales, generados frente a
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un inmunégeno que comprende una secuencia de aminoacidos a la que se hace referencia, a fragmentos
inmunogénicos de la misma y variantes modificadas de forma conservativa de la misma; (3) hibridan de forma
especifica en condiciones rigurosas de hibridacion con un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos
a la que se hace referencia y con las variantes modificadas de forma conservativa del mismo; (4) tienen una
secuencia de acido nucleico que tiene mas de aproximadamente el 959%, preferentemente mas de
aproximadamente el 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia de nucledétidos, preferentemente a lo
largo de una regién de al menos aproximadamente 25, 50, 100, 200, 500, 1000 o mas nucleétidos, con una
secuencia de acido nucleico a la que se hace referencia. Una secuencia de polinucleétido o polipéptido procede
normalmente de un mamifero, incluyendo, pero sin limitacion, un primate, por ejemplo, un ser humano; roedor, por
ejemplo, rata, raton, hamster; vaca, cerdo, caballo, oveja o cualquier mamifero. Los acidos nucleicos y proteinas de
la invencién incluyen moléculas tanto de origen natural como recombinantes. Las formas truncadas y cortadas y
empalmadas de forma alternativa de estos antigenos estan incluidas en la definicién.

La frase “que se une de forma especifica (o de forma selectiva)”, cuando se hace referencia a una proteina, acido
nucleico, anticuerpo o compuesto de molécula pequefia, se refiere a una reaccion de unién que es determinativa de
la presencia de la proteina o acido nucleico, tal como los genes expresados de forma diferencial de la presente
invencién, a menudo en una poblacién heterogénea de proteinas o acidos nucleicos, u otros productos biolégicos.
En el caso de los anticuerpos, en las condiciones de inmunoensayo designadas, un anticuerpo especificado puede
unirse a una proteina particular al menos dos veces el fondo y, de forma mas tipica, mas de 10 a 100 veces el fondo.
La union especifica a un anticuerpo en tales condiciones requiere un anticuerpo que se selecciona por su
especificidad por una proteina particular. Por ejemplo, los anticuerpos policlonales pueden seleccionarse para
obtener solo los anticuerpos policlonales que sean inmunorreactivos de forma especifica con el antigeno
seleccionado y no con otras proteinas. Esta seleccion puede lograrse sustrayendo los anticuerpos que reaccionan
de forma cruzada con otras moléculas. Puede utilizarse una diversidad de formatos de inmunoensayo para
seleccionar anticuerpos inmunorreactivos de forma especifica con una proteina particular. Por ejemplo, los
inmunoensayos de ELISA en fase sélida se utilizan de forma rutinaria para seleccionar anticuerpos inmunorreactivos
de forma especifica con una proteina (véase, por ejemplo, Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (1988)
para una descripcién de los formatos de inmunoensayo y condiciones que pueden utilizarse para determinar la
inmunorreactividad especifica).

La frase “efectos funcionales”, en el contexto de los ensayos para analizar compuestos que modulan una proteina
marcadora, incluye la determinacion de un parametro que esta de forma indirecta o directa bajo la influencia de un
biomarcador de la invencién, por ejemplo, uno quimico o fenotipico. Por lo tanto, un efecto funcional incluye la
actividad de unién a ligando, la activacién o represién transcripcional, la capacidad de proliferar de las células, la
capacidad de migrar, entre otros. “Efectos funcionales” incluye actividades in vitro, in vivo y ex vivo.

Por “determinar los efectos funcionales” se entiende ensayar un compuesto que aumenta o disminuye un parametro
gue esta de forma indirecta o directa bajo la influencia de un biomarcador de la invencién, por ejemplo, medir los
efectos fisicos y quimicos o fenotipicos. Tales efectos funcionales pueden medirse por cualquier medio conocido
para los expertos en la materia, por ejemplo, cambios en caracteristicas espectroscopicas (por ejemplo,
fluorescencia, absorbancia, indice de refraccién); propiedades hidrodinamicas (por ejemplo, forma), cromatograficas
0 de solubilidad de la proteina; ensayos de unién a ligando, por ejemplo, unién a anticuerpos; medicion de
marcadores inducibles o de la activacion transcripcional del marcador; medicién de los cambios de la actividad
enzimatica; la capacidad de aumentar o disminuir la proliferacion celular, la apoptosis, la detencién del ciclo celular,
medicién de cambios en los marcadores de superficie celular. Los efectos funcionales pueden evaluarse mediante
muchos medios conocidos para los expertos en la materia, por ejemplo, microscopia para medidas cuantitativas y
cualitativas de modificaciones en las caracteristicas morfologicas, medicion de cambios en los niveles de ARN o
proteina para otros genes expresados en tejido placentario, medicion de la estabilidad del ARN, identificacion de la
expresion de un gen aguas abajo o indicador (CAT, luciferasa, p-gal, GFP y similares), por ejemplo, a través de
quimioluminiscencia, fluorescencia, reacciones colorimétricas, unién a anticuerpos, marcadores inducibles, etc.

“Inhibidores”, “activadores” y “moduladores” de los marcadores se utilizan para referirse a moléculas activadoras,
inhibidoras o moduladoras identificadas utilizando ensayos in vitro e in vivo de biomarcadores para el cancer. Los
inhibidores son compuestos que, por ejemplo, se unen, bloquean la actividad de forma parcial o total, disminuyen,
impiden, retrasan la activacion, inactivan, desensibilizan o regulan de forma negativa la actividad o expresién de
biomarcadores para el cancer. “Activadores” son compuestos que aumentan, abren, activan, facilitan, potencian la
activacion, sensibilizan, agonizan o regulan de forma positiva la actividad de biomarcadores para el cancer, por
ejemplo, los agonistas. Los inhibidores, activadores o moduladores también incluyen versiones genéticamente
modificadas de biomarcadores para el cancer, por ejemplo, versiones con actividad modificada, asi como ligandos
de origen natural y sintético, antagonistas, agonistas, anticuerpos, péptidos, péptidos ciclicos, acidos nucleicos,
moléculas antisentido, ribozimas, moléculas de iARN y ARNip, moléculas organicas pequefias y similares. Tales
ensayos para inhibidores y activadores incluyen, por ejemplo, la expresion de biomarcadores para el cancer in vitro,
en células o extractos celulares, la aplicaciéon de supuestos compuestos moduladores y, después, la determinacién
de los efectos funcionales sobre la actividad, como se describe anteriormente.
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Las muestras o ensayos que comprenden biomarcadores para el cancer que se tratan con un posible activador,
inhibidor o modulador se comparan con muestras de control sin el inhibidor, activador o modulador para examinar el
grado de inhibicion. A las muestras de control (no tratadas con inhibidores) se les asigna un valor relativo de
actividad de proteina del 100 %. La inhibicién de los biomarcadores para el cancer se logra cuando el valor de
actividad con respecto al control es aproximadamente del 80 %, preferentemente del 50 %, mas preferentemente del
25-0 %. La activacion de los biomarcadores para el cancer se logra cuando el valor de actividad con respecto control
(no tratado con activadores) es del 110 %, mas preferentemente del 150 %, mas preferentemente del 200-500 % (es
decir, dos a cinco veces mayor con respecto al control), mas preferentemente del 1000-3000 % mayor.

La expresién “compuesto de prueba” o “candidato farmacolégico”, o “modulador”, o equivalentes gramaticales como
se utiliza en el presente documento, describe cualquier molécula, ya sea de origen natural o sintética, por ejemplo,
una proteina, oligopéptido (por ejemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 aminoacidos de longitud,
preferentemente de aproximadamente 10 a 20 o 12 a 18 aminoacidos de longitud, preferentemente de 12, 15 o 18
aminoacidos de longitud), molécula organica pequefia, polisacarido, péptido, péptido circular, lipido, acido graso,
ARNip, polinucleétido, oligonucleétido, etc., a probar por la capacidad de modular de forma directa o indirecta los
biomarcadores para el cancer. El compuesto de prueba puede estar en forma de una biblioteca de compuestos de
prueba, tal como una biblioteca combinatoria o aleatorizada que proporcione una variedad suficiente de diversidad.
Los compuestos de prueba se unen, de forma opcional, a un compafiero de fusion, por ejemplo, compuestos de
direccionamiento, compuestos de rescate, compuestos de dimerizacién, compuestos estabilizadores, compuestos
direccionables y otras fracciones funcionales. De forma convencional, se generan nuevas entidades quimicas con
propiedades (tiles identificando un compuesto de prueba (llamado “compuesto de partida”) con alguna propiedad o
actividad conveniente, por ejemplo, actividad inhibidora, creando variantes del compuesto de partida, y evaluando la
propiedad y actividad de los compuestos variantes. A menudo se emplean para tal analisis métodos de seleccion de
alto rendimiento (SAR).

Una “molécula organica pequefia” se refiere a una molécula organica, ya sea de origen natural o sintética, que tiene
un peso molecular de mas de aproximadamente 50 daltons y menos de aproximadamente 2.500 daltons,
preferentemente menos de aproximadamente 2.000 daltons, preferentemente entre aproximadamente 100 y
aproximadamente 1000 daltons, méas preferentemente entre aproximadamente 200 y aproximadamente 500 daltons.

Métodos de prondstico

La presente invencion proporciona métodos para predecir 0 proporcionar un pronéstico para el cancer de pulmon
detectando la expresion de un panel de marcadores expresados de forma diferencial en el cancer. El panel incluye
los genes que codifican BAG1, BRCAL, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A. La
prediccion y el prondéstico implican determinar el nivel de un panel de polinucleétidos biomarcadores para el cancer
de pulmén o los correspondientes polipéptidos en un paciente o muestra de paciente, y comparar después el nivel
con un valor de referencia o intervalo. Normalmente, el valor de referencia es representativo de los niveles del
polinucleétido o acido nucleico en una persona sana que no padece, o que esta destinada a desarrollar, cancer de
pulmén, medido utilizando una muestra biolégica tal como una biopsia de pulmén o una muestra de un fluido
corporal. La variacién de los niveles de un polinucle6tido o los polipéptidos correspondientes de la invencién con
respecto al intervalo de referencia (ya sea hacia arriba o hacia abajo), indica que el paciente tiene un riesgo
aumentado de mortalidad a largo plazo.

El algoritmo utilizado para calcular una puntuacién de evaluacion del riesgo en un método divulgado en el presente
documento puede agrupar los valores del nivel de expresion de genes, y la puntuacion del riesgo puede obtenerse
de cualquier algoritmo conocido en la técnica. Los ejemplos proporcionados en el presente documento emplean
algoritmos ejemplares que pueden utilizarse para desarrollar una evaluacion del riesgo. Los algoritmos son
conjuntos de reglas para describir la evaluacién del riesgo de cancer de pulmoén utilizando la expresion del panel de
genes descrito en el presente documento. El conjunto de reglas puede estar definido exclusivamente de forma
algebraica pero también puede incluir puntos de decision alternativos o multiples que requieran un conocimiento
especifico del campo, la interpretacion de expertos u otros indicadores clinicos. Se pueden desarrollar muchos
algoritmos que pueden proporcionar distintas evaluaciones del riesgo utilizando perfiles de expresion del panel de
genes descritos en el presente documento. Por ejemplo, las puntuaciones de riesgo de un individuo pueden
generarse utilizando el modelo de riesgos instantdneos proporcionales de Cox. También puede determinarse una
categorizacion de prondstico del individuo utilizando un modelo estadistico o un algoritmo de aprendizaje
automatico, que calcula la probabilidad de recurrencia basada en los perfiles de expresion génica del individuo.

A base de la determinacion de un riesgo, los individuos pueden distribuirse en grupos de riesgo (por ejemplo, terciles
o cuartiles) a base de en un valor seleccionado de la puntuacion de riesgo, en donde todos los individuos con
valores en un dado intervalo pueden clasificarse como que pertenecen a un grupo de riesgo particular. Por lo tanto,
los valores escogidos definiran grupos de riesgo de pacientes con, respectivamente, mayor o menor riesgo. Los
grupos de riesgo pueden clasificarse adicionalmente en distintos intervalos de mortalidad, por ejemplo, en una
mortalidad a 6 meses, a 1 afio, a 2 afios, a 3 afios, a 4 afos, a 5 afios, a 10 afios, a 25 afios. Los grupos de riesgo
pueden clasificarse adicionalmente en distintos intervalos de sucesos asociados con cancer de pulmoén, los que
pueden incluir, pero sin limitacion, probabilidad de metastasis, recurrencia, etc.
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En el presente documento se exponen diversas estrategias tecnoldgicas para la determinacion de los niveles de
expresion del panel de genes, incluyendo, pero sin limitacion, RT-PCR, micromatrices, secuenciacidon de alto
rendimiento, analisis en serie de la expresion génica (SAGE, acrénimo de serial analysis of gene expression) y
Expresion Génica Digital (DGE, forma siglada de digital gene expression). El nivel de expresién de cada gen puede
determinarse en relacion a diversas caracteristicas de los productos de expresion del gen, incluyendo exones,
intrones, epitopos de proteina y actividad de proteina.

En una realizacion preferente, se utiliza PCR en tiempo real o de transcripcion inversa cuantitativa (RTPCR) para
examinar la expresion de los once marcadores del panel, utilizando ARN procedente de una muestra biolégica, tal
como un tejido tumoral. No se necesita microdiseccion. La extraccion de ARN puede realizarse mediante cualquier
método conocido para los expertos en la materia, por ejemplo, métodos que implican la digestion de tejido con
proteinasa K y la precipitacion de acidos nucleicos basada en alcoholes, el tratamiento con ADNasa para digerir el
ADN contaminante, la purificacion de ARN utilizando la tecnologia de membrana de gel de silice, métodos que
utilizan kits disponibles en el mercado tal como Trizol y RNeasy, o cualquier combinacién de los mismos. La RT-PCR
en tiempo real puede realizarse por cualquier método conocido para los expertos en la materia, por ejemplo, PCR en
tiempo real Tagman utilizando los ensayos de Applied Biosystem. La expresion génica se calcula con respecto al
ARN de pulmén normal agrupado y la expresion se normaliza con respecto a genes constitutivos. Los expertos en la
materia seleccionan cebadores de oligonucleétido adecuados. En una realizacion, el ensayo se utiliza para canceres
en estadio |, estadio Il, estadio Ill o estadio IV. En una realizacién, la muestra de tejido procede de un tumor
extirpado de forma quirdrgica.

En una realizacion, los biomarcadores de ARN se examinan utilizando moléculas de unién de acido nucleico como
sondas, oligonucleétidos, matrices de oligonucleétidos y cebadores, que detectan la expresion diferencial de ARN en
muestras de pacientes. En una realizacion, se utiliza RT-PCR de acuerdo con métodos convencionales conocidos
en la técnica. En otra realizaciéon, para detectar acidos nucleicos y variantes de los mismos pueden utilizarse
ensayos de RT-PCR cuantitativos tales como los que utilizan los ensayos Tagman® disponibles de, por ejemplo,
Applied Biosystems. En otras realizaciones, para detectar acidos nucleicos pueden utilizarse micromatrices de
acidos nucleicos. También esta incluido en el ambito de la presente invencion el andlisis de los acidos nucleicos
puede conseguirse utilizando técnicas de rutina tales como andlisis de Northern o cualquier otro método basado en
hibridacién con una secuencia de acido nucleico que sea complementaria con una porcion de la secuencia
codificante del marcador (por ejemplo, hibridaciéon por transferencia por ranuras). Los reactivos que se unen a
biomarcadores de acido nucleico seleccionados pueden prepararse de acuerdo con métodos conocidos para el
experto en la materia o pueden adquirirse en el mercado.

Las técnicas de amplificacion por PCR aplicables se describen en, por ejemplo, Ausubel et al. e Innis et al., citado
anteriormente. Los métodos generales de hibridaciéon de acidos nucleicos se describen en Anderson, “Nucleic Acid
Hybridization”, BIOS Scientific Publishers, 1999. La amplificacion o hibridacion de una pluralidad de secuencias de
acidos nucleicos (por ejemplo, ADN genémico, ARNm o ADNc) puede también realizarse a partir de la secuencia de
ARNmM o ADNCc dispuesta en una micromatriz. Los métodos de micromatriz se describen en general en Hardiman,
“Microarrays Methods and Applications: Nuts & Bolts”, DNA Press, 2003; y Baldi et al., “DNA Microarrays and Gene
Expression: From Experiments to Data Analysis and Modeling,” Cambridge University Press, 2002.

El andlisis de los marcadores de acido nucleico puede realizarse utilizando técnicas conocidas en la técnica
incluyendo, pero sin limitacion, andlisis de secuencia y analisis electroforético. Los ejemplos no limitativos de analisis
de secuencia incluyen la secuenciacion de Maxam-Gilbert, la secuenciacion de Sanger, la secuenciacion de ADN
capilar, la secuenciacion por ciclo térmico (Sears et al., Biotechniques, 13: 626-633 (1992)), la secuenciacion en fase
sélida (Zimmerman et al., Methods Mol. Cell Biol., 3: 39-42 (1992)), la secuenciacion con espectrometria de masas
tal como la desorcion e ionizacién por laser asistida por matriz-tiempo de vuelo-espectrometria de masas (MALDI-
TOF/MS; Fu et al., Nat. Biotechnol., 16: 381-384 (1998)) y la secuenciacion por hibridacion. Chee et al., Science,
274: 610-614 (1996); Drmanac et al., Science, 260: 1649-1652 (1993); Drmanac et al., Nat. Biotechnol., 16: 54-58
(1998). Los ejemplos no limitativos de andlisis electroforético incluyen electroforesis en gel plano, tal como
electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, electroforesis capilar y electroforesis en gel en gradiente
desnaturalizante.

En otro aspecto, los reactivos de anticuerpos pueden utilizarse en ensayos para detectar los niveles de expresion de
los biomarcadores proteicos de la invencion en muestras de paciente, que utilizan cualquiera de una serie de
inmunoensayos conocidos para los expertos en la materia. Las técnicas y protocolos de inmunoensayos se
describen en general en Price y Newman, “Principles and Practice of Immunoassay”, 2% edicion, Grove's
Dictionaries, 1997; y Gosling, “Immunoassays: A Practical Approach”, Oxford University Press, 2000. Puede
utilizarse una diversidad de técnicas de inmunoensayo, incluyendo los inmunoensayos competitivos y no
competitivos. Véase, por ejemplo, Self et al., Curr. Opin. Biotechnol., 7: 60-65 (1996). El término inmunoensayo
abarca técnicas que incluyen, pero sin limitaciéon, inmunoensayos enzimaticos (EIA) tales como la técnica de
inmunoensayo multiplicado por enzimas (EMIT), el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), el ELISA de
captura con anticuerpo IgM (MAC ELISA) y el inmunoensayo enzimatico de microparticulas (MEIA); los
inmunoensayos con electroforesis capilar (CEIA); radioinmunoensayos (RIA); ensayos inmunorradiométricos (IRMA);
inmunoensayos de polarizacion fluorescente (FPIA) y ensayos de quimioluminiscencia (CL). Si se desea, tales
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inmunoensayos pueden estar automatizados. Los inmunoensayos también pueden utilizarse de forma conjunta con
inmunofluorescencia inducida por laser. Véase, por ejemplo, Schmalzing et al., Electrophoresis, 18: 2184-93 (1997);
Bao, J. Chromatogr. B. Biomed. Sci., 699: 463-80 (1997). Los inmunoensayos con liposomas, tales como los
inmunoensayos de inyeccion de flujo por liposomas y los inmunosensores de liposomas, también son adecuados
para su uso en la presente invencion. Véase, por ejemplo, Rongen et al., J. Immunol. Methods, 204: 105-133 (1997).
Ademas, son adecuados para su uso en los métodos de la presente invencion los ensayos de nefelometria, en los
que la formacion de los complejos de proteina/anticuerpo dan como resultado una dispersion de la luz aumentada
que se convierte en una sefial de frecuencia maxima como una funcién de la concentracion del marcador. Los
ensayos de nefelometria estan disponibles en el mercado de Beckman Coulter (Brea, CA; Kit n.° 449430) y pueden
realizarse utilizando un analizador nefeldémetro de Behring (Fink et al., J. Clin. Chem. Clin. Biochem., 27: 261-276
(1989).

Los niveles de expresion de los genes prondsticos y/o predictivos pueden medirse en un tejido tumoral. Por ejemplo,
el tejido tumoral se obtiene tras la extirpacion o extirpacion quirtrgica del tumor, o por biopsia del tumor. El nivel de
expresion de los genes prondsticos y/o predictivos también puede medirse en células tumorales recuperadas a partir
de un sitio distante del tumor, por ejemplo células tumorales en circulacion o un fluido corporal.

En los ensayos descritos en el presente documento puede utilizarse una fraccién detectable (deteccion directa o
indirecta). Puede utilizarse una amplia diversidad de fracciones detectables, dependiendo la eleccién del marcador
de la sensibilidad necesaria, la facilidad de conjugacién con el anticuerpo, los requisitos de estabilidad y las
disposiciones disponibles sobre instrumentacion y evacuacion. Las fracciones detectables adecuadas incluyen, pero
sin limitacion, radiondclidos, colorantes fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina
(FITC), Oregon Green™, rodamina, rojo Texas, isotiocianato de tetrarrodamina (TRITC), Cy3, Cy5, etc.), marcadores
fluorescentes (por ejemplo, proteina verde fluorescente (GFP), ficoeritrina, etc.), compuestos fluorescentes
autoinactivados que se activan mediante proteasas asociadas a tumor, enzimas (por ejemplo, luciferasa, peroxidasa
de rabano picante, fosfatasa alcalina, etc.), nanoparticulas, biotina, digoxigenina, metales y similares.

Es adecuado para la deteccién sensible, no radiactiva de los niveles de proteinas un ensayo quimioluminiscente que
utiliza un anticuerpo quimioluminiscente especifico para el acido nucleico. También es adecuado un anticuerpo
marcado con fluorocromo. Los ejemplos de fluorocromos incluyen, pero sin limitacién, DAPI, fluoresceina, Hoechst
33258, R-ficocianina, B-ficoeritrina, R-ficoeritrina, rodamina, Rojo Texas y lisamina. Los marcadores indirectos
incluyen diversas enzimas bien conocidas en la técnica, tales como peroxidasa de rabano picante (HRP), fosfatasa
alcalina (AP), B-galactosidasa, ureasa y similares. Puede utilizarse un sistema de deteccion por peroxidasa de
rabano picante, por ejemplo, con el sustrato cromogénico tetrametilbenzidina (TMB), que produce un producto
soluble en presencia de peréxido de hidrogeno que es detectable a 450 nm. Puede utilizarse un sistema de
deteccion de fosfatasa alcalina con el sustrato cromogénico p-nitrofenil fosfato, por ejemplo, que produce un
producto soluble facilmente detectable a 405 nm. De forma similar, puede utilizarse un sistema de deteccién de [3-
galactosidasa con el sustrato cromogénico o-nitrofenil-3-D-galactopiranésido (ONPG), que produce un producto
soluble detectable a 410 nm. Puede utilizarse un sistema de deteccion de ureasa con un sustrato tal como
urea-purpura de bromocresol (Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO).

Puede analizarse una sefial procedente de un marcador directo o indirecto, por ejemplo, utilizando un
espectrofotdmetro para detectar color de un sustrato cromogénico; un contador de radiacion para detectar radiacion
tal como un contador gamma para la deteccién de 121 6 un fluorémetro para detectar fluorescencia en presencia de
luz de una determinada longitud de onda. Para la detecciéon de anticuerpos ligados a enzimas puede hacerse un
andlisis cuantitativo utilizando un espectrofotometro tal como un lector de microplacas EMAX (Molecular Devices;
Menlo Park, CA) en conformidad con las instrucciones del fabricante. Si se desea, los ensayos de la presente
invencion pueden automatizarse o realizarse de forma robotica, y puede detectarse de forma simultanea la sefial
procedente de multiples muestras.

Los anticuerpos pueden inmovilizarse en una diversidad de soportes sélidos, tal como particulas de una matriz
magnética o cromatografica, la superficie de una placa de ensayo (por ejemplo, pocillos de microtitulacion), trozos de
un material o membrana de sustrato sélido (por ejemplo, plastico, nylon, papel) y similar. Puede prepararse una tira
de ensayo recubriendo el anticuerpo o una pluralidad de anticuerpos en una matriz sobre un soporte sélido. Esta tira
puede sumergirse después en la muestra de ensayo y procesarse rapidamente a través de etapas de lavado y
deteccion, para generar una sefial que se puede medir, tal como una mancha coloreada.

Los formatos fisicos utiles comprenden superficies que tienen una pluralidad de emplazamientos discretos y
evaluables para la deteccion de una pluralidad de distintos marcadores. Tales formatos incluyen micromatrices y
determinados dispositivos capilares. Véase, por ejemplo, Ng et al., J. Cell Mol. Med., 6: 329-340 (2002); la Patente
de Estados Unidos n.° 6.019.944. En estas realizaciones, cada emplazamiento discreto de la superficie puede
comprender anticuerpos para inmovilizar uno o mas marcadores para la deteccion en cada emplazamiento. Las
superficies pueden, de forma alternativa, comprender una o mas particulas discretas (por ejemplo, microparticulas o
nanoparticulas) inmovilizadas en emplazamientos discretos de una superficie, en donde las microparticulas
comprenden anticuerpos para inmovilizar uno 0 mas marcadores para la deteccion.
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El analisis puede llevarse a cabo en una diversidad de formatos fisicos. Por ejemplo, podria utilizarse el uso de
placas de microtitulacion o de automatizacion para facilitar el procesamiento de un gran nimero de muestras de
ensayo. Como alternativa, podrian desarrollarse formatos de muestra Unica para facilitar el diagndstico o el
pronéstico en el momento oportuno.

Como alternativa, los anticuerpos o las sondas de acido nucleico de la invencion pueden aplicarse a cortes de
biopsias de pacientes inmovilizados sobre portaobjetos de microscopio. La tincién por anticuerpo o el patron de
hibridaciéon in situ resultante puede visualizarse utilizando uno cualquiera de una diversidad de métodos
microscopicos fluorescentes conocidos en la técnica.

En otro formato, los diversos marcadores de la invencién también proporcionan reactivos para la formacién de
imagenes in vivo tales como, por ejemplo, la formacién de imagenes de reactivos marcados que detectan los acidos
nucleicos o proteinas codificadas de los biomarcadores de la invencion. Para los fines de formacion de imagenes in
vivo, los reactivos que detectan la presencia de proteinas codificadas por biomarcadores para el cancer, tales como
anticuerpos, pueden marcarse utilizando un marcador apropiado, tal como un marcador fluorescente.

El panel de 11 genes descrito en el presente documento (BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUTS3, IL11,
LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A) proporciona un ensayo pronéstico mas preciso para el cancer de pulmén que otras
combinaciones de genes conocidas actualmente en la técnica. El éxito de las distintas combinaciones de genes en
la asignacion de individuos a las categorias de riesgo alto o bajo puede compararse utilizando el area bajo la curva
del andlisis de la caracteristica operativa del receptor (AUROC, forma siglada de area under the receiver operating
characteristic). La AUROC es un estadistico sumatorio que captura la capacidad de distintos modelos de discriminar
de forma precisa entre grupos de riesgo (en este caso, el riesgo de muerte dentro de los 5 afios de la extirpacion
quirargica de un tumor de cancer de pulmén).

El analisis AUROC puede realizarse utilizando diversos programas informaticos conocidos en la técnica, incluyendo,
pero sin limitacién, el paquete de programas informaticos de computacion estadistica R y el paquete de programas
informaticos de computacion STATA. Un experto en la materia reconocera que distintos paquetes de programas
informaticos de computacion pueden producir distintos estadisticos c. Un estadistico c de AUROC mayor indica una
firma génica prondstica mas precisa.

Los valores de expresién génica contribuyen de forma positiva a un riesgo de mortalidad del paciente (representado
por una razén de riesgos instantdneos mayor de 1,0) o de forma negativa a un riesgo de mortalidad del paciente
(representado por una razén de riesgos instantdneos menor de 1,0). Por lo tanto, cada gen puede ya sea aumentar
el riesgo de mortalidad de un paciente o disminuir el riesgo de mortalidad de un paciente. Los genes de riesgo son
genes para los que el aumento de la expresion esta asociado con un riesgo mayor de muerte, mientras que los
genes protectores son genes para los que un aumento de la expresion estd asociado con un riesgo menor de
muerte. En algunas realizaciones, BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, FUT3, IL11 y RND3 del panel de once genes
son genes de riesgo que indican una probabilidad aumentada de la mortalidad del sujeto, mientras que ERBB3,
LCK, SH3BGR y WNT3A son genes protectores que indican una probabilidad disminuida de mortalidad del sujeto.

En la determinacion del estadistico ¢ de AUROC, a los genes de riesgo se les asigna un valor positivo en el
algoritmo de ensayo, de forma que sus valores de expresion conducen a un aumento de la puntuacién del riesgo, lo
que corresponde a riesgo mayor de muerte dentro de 5 afios. A los genes protectores se les asigna un valor
negativo en el algoritmo de ensayo, de forma que sus valores de expresion conducen a una disminucién de la
puntuacion del riesgo, lo que corresponde a un riesgo menor de muerte dentro de 5 afios. Adicionalmente, cada uno
de los valores de expresion génica puede ponderarse para representar la contribucién relativa de los genes al riesgo
de mortalidad del paciente. Debe entenderse que coeficientes grandes representan genes que son muy importantes
en la determinacién del resultado del paciente, mientras que coeficientes mas pequefios representan genes que
contribuyen menos a la determinacién del resultado del paciente. Los valores ponderados de la combinacién de
genes de riesgo y de proteccion en el panel de once genes descrito en el presente documento pueden utilizarse para
calcular el estadistico ¢ de AUROC.

Informes

En otro aspecto, la invencion presenta un informe que indica un pronéstico de un sujeto con cancer. El informe
puede, por ejemplo, estar en un formato electrénico o en papel. El informe puede incluir informacion basica del
paciente, incluyendo un identificador de paciente (por ejemplo, el nombre del sujeto, el nimero de seguridad social,
el nimero de seguro médico o un numero generado de forma aleatoria), caracteristicas fisicas del sujeto (por
ejemplo, edad, peso o sexo), el nombre del médico solicitante, la fecha en que se generé el pronéstico y la fecha de
recolecciéon de la muestra. El prondstico informado puede estar relacionado con la probabilidad de supervivencia
para un determinado periodo de tiempo, la probabilidad de respuesta a determinados tratamientos dentro de un
determinado periodo de tiempo (por ejemplo, tratamientos quimioterapéuticos o quirlrgicos) y/o la probabilidad de
recurrencia del cancer. El prondstico informado puede estar en forma de una probabilidad porcentual de
supervivencia para un determinado periodo de tiempo, una probabilidad porcentual de respuesta favorable al
tratamiento (la respuesta favorable puede definirse, por ejemplo, como contraccién del tumor o enlentecimiento del
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crecimiento tumoral) o la recurrencia durante un periodo de tiempo definido (por ejemplo, probabilidad del 20 % de
supervivencia durante un periodo de cinco afios). El pronéstico informado puede, como alternativa, estar en forma
de una puntuacion calculada. Una puntuacion mayor o menor, por ejemplo, puede ser indicativa de un prondstico
favorable. En otra realizacion, el pronostico informado puede ser una descripcion general de la probabilidad de
supervivencia, la respuesta al tratamiento o la recurrencia durante un periodo de tiempo (por ejemplo, muy probable,
probable o improbable de sobrevivir durante cinco afios). En otra realizacion, el pronéstico informado puede estar en
forma de un grafico. Ademas de los niveles de expresion génica, el prondstico informado también puede tener en
cuenta caracteristicas adicionales del sujeto (por ejemplo, edad, estadio del cancer, género, tratamiento anterior,
estado fisico, salud cardiovascular y salud mental).

Ademas de un pronéstico, el informe puede incluir de forma optativa datos sin procesar referentes al nivel de
expresion de BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A.

Composiciones, kits y sistemas integrados

En el presente documento se describen composiciones, kits y sistemas integrados para la practica de los ensayos
descritos en el presente documento, que utilizan anticuerpos especificos para los polipéptidos o acidos nucleicos
especificos para los polinucleétidos de la invencion.

Los kits para llevar a cabo los ensayos de diagnostico de la invencion normalmente incluyen una sonda que
comprende un anticuerpo o secuencia de acido nucleico que se une de forma especifica a los polipéptidos o
polinucleétidos de la invencion, y un marcador para detectar la presencia de la sonda. Este kit puede incluir varios
anticuerpos o secuencias de polinucleétido que codifican polipéptidos de la invencién, por ejemplo, un céctel de
anticuerpos que reconocen las proteinas codificadas por los biomarcadores de la invencién.

Planes de tratamiento

Después de un pronoéstico que proporciona una evaluacion de riesgo bajo, intermedio o alto de mortalidad a 5 afos,
puede idearse un método para determinar un plan de tratamiento. Por ejemplo, una vez que se ha determinado la
clase de evaluacién de riesgo, se puede desarrollar un plan de tratamiento especifico para el grupo de riesgo. Por
ejemplo, para un individuo que tiene un perfil de expresion de los 11 genes descritos en el presente documento
indicativo de una evaluacion de riesgo alto de mortalidad a 5 afios, un profesional sanitario puede utilizar un
tratamiento mas agresivo. Para un individuo que tiene un perfil de expresion de los 11 genes descritos en el
presente documento indicativo de una evaluacion de riesgo bajo de mortalidad, un profesional sanitario puede
utilizar un tratamiento menos agresivo. Para un individuo que tiene un perfil de expresion de los 11 genes descritos
en el presente documento indicativo de una evaluacion de riesgo intermedio de mortalidad, un profesional sanitario
puede utilizar un tratamiento que no sea tan agresivo como el caso de una evaluacion de riesgo alto, pero mas
agresivo que en el caso de una evaluacion de riesgo bajo de mortalidad a 5 afios.

Sistema implementado por ordenador

La Figura 8 es un diagrama de bloques que ilustra un sistema de ordenador 100, sobre el que pueden
implementarse las realizaciones de las presentes ensefianzas. En diversas realizaciones, el sistema de ordenador
100 puede incluir un bus 102 u otro mecanismo de comunicacion para comunicar informacion, y un procesador 104
acoplado con el bus 102 para procesar informacion. En diversas realizaciones, el sistema de ordenador 100 puede
incluir también una memoria 106, que puede ser una memoria de acceso directo (RAM) u otro dispositivo de
almacenamiento dinamico, acoplado al bus 102 para determinar los llamados de bases e instrucciones a ejecutar
por el procesador 104. La memoria 106 también puede utilizarse para almacenar variables temporales u otra
informacién intermedia durante la ejecucién de las instrucciones a ejecutar por el procesador 104. En diversas
realizaciones, el sistema de ordenador 100 puede incluir adicionalmente una memoria solo de lectura (ROM) 108 u
otro dispositivo de almacenamiento estatico acoplado al bus 102, para almacenar informacién estatica e
instrucciones para el procesador 104. Puede proporcionarse y acoplarse al bus 102 un dispositivo de
almacenamiento 110, tal como un disco magnético o un disco 6ptico, para almacenar informacion e instrucciones.

En diversas realizaciones, el sistema de ordenador 100 puede acoplarse a través del bus 102 a una pantalla 112, tal
como un tubo de rayos catddicos (CRT) o pantalla de cristal liquido (LCD), para presentar informacion al usuario del
ordenador. Puede acoplarse al bus 102 un dispositivo de entrada 114, que incluye claves alfanuméricas y otras, para
comunicar informacién y selecciones de comando al procesador 104. Otro tipo de dispositivo de entrada para el
usuario es un control de cursor 116, tal como un ratén, un ratén de bola o teclas para la direccion del cursor, para
comunicar informacion de direccién y seleccion de comandos al procesador 104 y para controlar el movimiento del
cursor en la pantalla 112. Este dispositivo de entrada normalmente tiene dos grados de libertad en dos ejes, un
primer eje (es decir, x) y un segundo eje (es decir, y), que permite al dispositivo especificar posiciones en un plano.

Un sistema de ordenador 100 puede realizar las presentes ensefianzas. De forma concordante con determinadas

implementaciones de las presentes ensefianzas, el sistema de ordenador 100 puede proporcionar resultados en
respuesta al procesador 104, que ejecuta una 0 mas secuencias de una 0 mas instrucciones contenidas en la
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memoria 106. Tales instrucciones pueden leerse en la memoria 106 de otro medio leible por ordenador, tal como un
dispositivo de almacenamiento 110. La ejecucién de las secuencias de instrucciones contenidas en la memoria 106
puede provocar que el procesador 104 realice los procedimientos descritos en el presente documento. De forma
alternativa, puede utilizarse una circuiteria cableada en lugar de, o en combinacién con, las instrucciones del
software para implementar las presentes ensefianzas. Por lo tanto, las implementaciones de las presentes
ensefianzas no se limitan a ninguna combinacién especifica de circuiteria de hardware y software.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar, la invencion reivindicada.

Ejemplo 1: Ensayo prondstico para determinar la puntuacién de riesgo en pacientes con cancer de pulmén
no microcitico (CPNM)

Se desarrollé un ensayo prondstico basado en los patrones de expresion de 426 pacientes que se habian sometido
a la extirpacion de un cancer de pulmén no microcitico (CPNM) en estadio I-IV en la Universidad de California, San
Francisco, para generar una puntuacion de riesgo util desde el punto de vista clinico. Se busc6é un ensayo que
tendiera a asignar una puntuacion de riesgo mayor en promedio para los pacientes que habian sucumbido a su
cancer que para los que habian sobrevivido el periodo de seguimiento. Los pacientes cuya muestra recibi6
puntuaciones de riesgo mas altas se considerarian en mayor riesgo de fallecimiento dentro de un periodo de 5 afios
después de la operacion, mientras que los pacientes cuyas muestras recibieron una puntuacion baja tendrian mas
probabilidades de haber sobrevivido durante este intervalo de tiempo después de sus operaciones.

Se extrajo ARN de las muestras de tejidos FFIP y se evaluaron los niveles de expresion para los genes diana
relacionados con el pronostico del paciente. Después, se desarroll6 un ensayo prondstico correlacionando los
patrones de expresion de los 11 genes diana relacionados con el pronéstico del paciente (BAG1, BRCA1, CDCS,
CDK2AP1, ERBB3, FUTS3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR, WNT3A) con los resultados de supervivencia global a 5
afos utilizando el modelo de riesgos instantaneos proporcionales de Cox. 337 pacientes tenian CPNM de células no
escamosas. Una combinacion de validacion cruzada mdultiple de 10 veces que maximiza el indice de concordancia
de supervivencia, asi como el modelo de riesgos instantaneos proporcionales de Cox penalizado con L2 produjeron
coeficientes para cada uno de los 11 genes diana. Estos coeficientes penalizados con L2 se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Coeficientes para cada uno de los predictores de supervivencia marcadores

Predictor Coeficiente

b_cotXbag -0,0023688
b_cotXbrc -0,1460735
b_cotXcdc -0,0833502
b_cotXcdk -0,1865318
b_cotXerb 0,0663762
b_cotXfut -0,0345802
b_cotXill -0,0138303
b_cotXIck 0,2098769
b_cotXrnd -0,0884906
b_cotXsh3 0,1982098
b_cotXwnt 0,1185592
b_cscXcdk -0,2019083
b_cscXerb 0,2257878
b_cscXfut 0,0264782
b_cscXlck 0,2306624

Utilizando este modelo, se obtuvo una puntuacion de riesgo para cada paciente insertando los niveles de expresion
de cada uno de los 11 genes prondsticos en el siguiente algoritmo de puntuacion de riesgo. Las puntuaciones de
riesgo se muestran en la Tabla 2. Esta puntuacion de riesgo es una puntuacién de riesgo continuo, con un intervalo
entre 1 y 100 en la cohorte de desarrollo del algoritmo de la UCSF. Una puntuacion de riesgo creciente se
correlaciona con cambios crecientes de la mortalidad dentro de los 5 afios desde la fecha de la extirpacion del
tumor. La razén de riesgos instantaneos de la puntuacion de riesgo continuo se muestra en la Tabla 3. La RRI de la
puntuacién de riesgo como una variable continua es 1,184, que corresponde a un aumento del 18 % en el riesgo de
muerte dentro de 5 afios desde la extirpacién quirargica para cada punto de aumento en la puntuacién de riesgo (IC
del 95 %: 1,123 a 1,248, p <0,0005).
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Tabla 2: Puntacion de riesgo

Puntuacion de riesgo = eA(

-0,0023688*cot*ddct BAG1-1 +

-0,1460735*cot*ddct BRCA1-1 +

-0,0833502*cot*ddct CDC6-3 +

-0,1865318*cot*ddct CDK2AP1-2
+

0,0663762*cot*ddct ERBB3-1 +

-0,0345802*cot*ddct FUT3-1 +

-0,0138303*cot*ddct IL11-1 +

0,2098769*cot*ddct LCK-3 +

-0,0884906*cot*ddct RND3-3 +

0,1982098*cot*ddct SH3BGR-6 +

0,1185592*cot*ddct WNT3A-1 +

-0,2019083*csc*ddct CDK2AP1-2
+

0,2257878*csc*ddct ERBB3-1 +

0,0264782*csc*ddct FUT3-1 +

0,2306624*csc*ddct LCK3)

Tabla 3: Razo6n de riesgos instantaneos de la puntuacién de riesgo continua

Regresion de Cox — método Breslow para empates
N.° de sujetos = 426 NUmero de obs. = 426
N.° de fallos = 187
Tiempo en riesgo = 17366,98426
LR chi2(1) = 28,10
Log de probabilidad = -1058,448 Prob > chi2 = 0,0000
t iF:]a;tzon de riesgos Err. Tip. z P>[z] [Intervalo de conf. del 95 %]
puntuacion 1,183853 ,0319197 6,26 0,000 1,122916 1,248097

Los grupos de riesgo también se desarrollaron a bases de estas puntuaciones de riesgo, colocando a los pacientes
en distintas categorias de riesgo de acuerdo con su puntuacién de riesgo. Por ejemplo, se obtuvieron los puntos de
corte por tercil colocando a pacientes en los grupos de “riesgo bajo”, “riesgo intermedio” o “riesgo alto” a base de sus
puntuaciones de riesgo. Para la cohorte del desarrollo del algoritmo de la UCSF de 426 pacientes, estos puntos de
corte de tercil en los 337 pacientes con CPNM no escamoso fueron de 2,7440550 para el punto de corte para riesgo

bajo y de 3,8221440 para el punto de corte para el riesgo alto.
Para evaluar la precision de estas asignaciones de grupo de riesgo, se generaron curvas de supervivencia de

Kaplan-Meier para los grupos de riesgo. Los resultados de la supervivencia de Kaplan-Meier de estos grupos de
riesgo se muestran en la Figura 3 y las Tablas 4-9.
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Tabla 4: Tendencia de la prueba de rango logaritmico para los pacientes de riesgo bajo, intermedio y alto agrupados
por puntacion de riesgo en toda la cohorte de desarrollo del algoritmo de la UCSF de 426.

Inic. Funcién Error
Tiempo Total Fallo de supervivencia Tip. [Int. de Conf. del 95 %]
tercil de riesgo=0
0 0 0 1,0000
12 138 5 0,9648 0,0155 0,9175 0,9852
24 125 13 0,8732 0,0279 0,8064 0,9182
36 111 4 0,8448 0,0304 0,7740 0,8950
48 87 10 0,7629 0,0369 0,6810 0,8264
60 72 3 0,7338 0,0391 0,6480 0,8019
tercil de riesgo=1
0 0 0 1,0000
12 140 5 0,9653 0,0153 0,9186 0,9854
24 116 23 0,8055 0,0330 0,7309 0,8614
36 101 9 0,7417 0,0366 0,6617 0,8056
48 70 13 0,6356 0,0417 0,5478 0,7108
60 50 7 0,5673 0,0445 0,4754 0,6490
tercil de riesgo=2
0 0 0 1,0000
12 104 37 0,7357 0,0373 0,6543 0,8008
24 73 31 0,5143 0,0422 0,4287 0,5933
36 52 16 0,3966 0,0416 0,3150 0,4769
48 44 3 0,3722 0,0414 0,2917 0,4526
60 28 8 0,2956 0,0409 0,2182 0,3769
Nota: La funcion de supervivencia se calcula sobre los datos completos y se evalGa en los momentos indicados;
no se calcula a partir de los agregados que se muestran a la izquierda.

Prueba de rango logaritmico para la igualdad de
funciones de supervivencia

Sucesos Sucesos
tercil de riesgo observados esperados

0 35 72,61
1 57 67,92
2 95 46,47
Total [187 187,00

chi2? = 7261
Pr>chi2 = 0,0000
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Prueba para la tendencia de las funciones de
supervivencia

chi2(l)= 64,88
Pr>chi2= _ 0,0000

Tabla 5: Tendencia de la prueba de rango logaritmico para pacientes de riesgo bajo, intermedio y alto agrupados
por puntuacién de riesgo en los 278 pacientes con adenocarcinoma en la cohorte de desarrollo de algoritmo de la

UCSF.
Inic. Funcion Error

Tiempo Total Fallo de supervivencia Tip. [Int. de Conf. del 95 %)

tercil de riesgo=0

0 0 0 1,0000

12 99 1 0,9899 0,0100 0,9305 0,9986

24 92 7 0,9192 0,0274 0,8449 0,9587

36 81 3 0,8884 0,0317 0,8075 0,9366

48 61 7 0,8042 0,0418 0,7063 0,8724

60 52 1 0,7890 0,0437 0,6877 0,8608

tercil de riesgo=1

0 0 0 1,0000

12 95 1 0,9895 0,0105 0,9276 0,9985

24 79 15 0,8314 0,0384 0,7397 0,8931

36 70 7 0,7562 0,0442 0,6563 0,8308

48 46 7 0,6649 0,0508 0,5549 0,7537

60 33 5 0,5841 0,0561 0,4662 0,6846

tercil de riesgo=2

0 0 0 1,0000

12 66 19 0,7738 0,0456 0,6686 0,8493

24 45 21 0,5238 0,0545 0,4122 0,6239

36 30 11 0,3867 0,0538 0,2820 0,4900

48 26 1 0,3728 0,0536 0,2691 0,4764

tercil de riesgo=2

60 15 4 0,3052 0,0537 0,2045 0,4117

Nota: La funcidn de supervivencia se calcula sobre los datos completos y se evalla en los momentos indicados;
no se calcula a partir de los agregados que se muestran a la izquierda.

Prueba de rango logaritmico para la igualdad
de funciones de supervivencia

Sucesos Sucesos
tercil de
. observados esperados
riesgo
0 19 45,88
1 35 39,78
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Prueba de rango logaritmico para la igualdad
de funciones de supervivencia

2 [56 24,34

Total [110 110,00
chi2(2) = 58,13
Pr>chi2 = 0,0000

Prueba para la tendencia de las funciones de
supervivencia

chi2l)= 52,45
Pr>chi2= __ 0,0000

Tabla 6: Tendencia de la prueba de rango logaritmico para pacientes de riesgo bajo, intermedio y alto agrupados
por puntuacién de riesgo en los 89 pacientes con carcinoma escamoso en la cohorte de desarrollo de algoritmo de la

UCSF

Inic. Funcion Error
Tiempo Total Fallo de supervivencia Tip. [Int. de Conf. del 95 %]
tercil de riesgo=0
0 0 0 1,0000
12 28 3 0,9000 0,0548 0,7212 0,9666
24 23 5 0,7333 0,0807 0,5369 0,8567
36 22 0 0,7333 0,0807 0,5369 0,8567
48 19 2 0,6600 0,0877 0,4593 0,8010
60 13 2 0,5844 0,0926 0,3838 0,7398
tercil de riesgo=1
0 0 0 1,0000
12 28 3 0,9000 0,0548 0,7212 0,9666
24 22 6 0,7000 0,0837 0,5026 0,8312
36 18 2 0,6296 0,0889 0,4311 0,7754
48 14 4 0,4815 0,0939 0,2914 0,6484
60 10 1 0,4444 0,0937 0,2593 0,6144
tercil de riesgo=2
0 0 0 1,0000
12 20 10 0,6552 0,0883 0,4541 0,7973
24 14 6 0,4483 0,0923 0,2652 0,6157
36 11 2 0,3793 0,0901 0,2087 0,5490
48 10 0 0,3793 0,0901 0,2087 0,5490
60 7 2 0,2950 0,0876 0,1400 0,4687
Nota: La funcion de supervivencia se calcula sobre los datos completos y se evalGa en los momentos indicados;
no se calcula a partir de los agregados que se muestran a la izquierda.
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Prueba de rango logaritmico para la igualdad
de funciones de supervivencia

Sucesos Sucesos
tercil de observados esperados
riesgo
0 12 18.64
1 16 17.14
2 20 12.22
Total 48 48,00

chi2@) = 7,46

Pr>chi2 = 0,0240

Prueba para la tendencia de las funciones de
supervivencia

chi2l)= 6,99

Pr>chi2 = 0,0082

Tabla 7: Tendencia de la prueba de rango logaritmico para pacientes de riesgo bajo, intermedio y alto agrupados
por puntuacion de riesgo en los 267 pacientes con CPNM en estadio | en la cohorte de desarrollo de algoritmo de la

UCSF.

Inic. Funcion Error
Tiempo Total Fallo de supervivencia Tip. [Int. de Conf. del 95 %]
tercil de riesgo=0
0 0 0 1.0000 .
12 98 5 0,9510 0,0214 0,8862 0,9793
24 90 8 0,8725 0,0330 0,7907 0,9239
36 81 1 0,8627 0,0341 0,7793 0,9163
48 66 6 0,7959 0,0409 0,7011 0,8635
60 54 1 0,7821 0,0425 0,6846 0,8527
tercil de riesgo=1 1
0 0 0 1,0000 . . .
12 94 4 0,9588 0,0202 0,8939 0,9843
24 78 15 0,8040 0,0403 0,7101 0,8702
36 70 5 0,7512 0,0441 0,6521 0,8258
48 50 8 0,6565 0,0497 0,5495 0,7440
60 32 7 0,5559 0,0548 0,4421 0,6554
tercil de riesgo-2
0 0 0 1,0000 . .
12 55 14 0,7941 0,0490 0,6773 0,8725
24 43 12 0,6176 0,0589 0,4915 0,7212
36 31 8 0,4924 0,0615 0,3676 0,6057
48 28 1 0,4760 0,0616 0,3518 0,5901
60 15 7 0,3367 0,0625 0,2185 0,4588
Nota: La funcién de supervivencia se calcula sobre los datos completos y se evalia en los momentos indicados;
no se calcula a partir de los agregados que se muestran a la izquierda.
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Prueba de rango logaritmico para la igualdad
de funciones de supervivencia

Sucesos Sucesos
tercil de observados esperados
riesgo
0 21 43,59
1 39 37,53
2 42 20,88
Total 102 102,00

chi2@2)= 33,33

Pr>chi2 = 0,0000

Prueba para la tendencia de las funciones de
supervivencia

chi(l)= 32,36

Pr>chi2 = 0,0000

Tabla 8: Tendencia de la prueba de rango logaritmico para pacientes de riesgo bajo, intermedio y alto agrupados
por puntuacion de riesgo en los 71 pacientes con CPNM en estadio Il en la cohorte de desarrollo de algoritmo de la

UCSF.

Inic. Funcién Error
Tiempo Total Fallo de supervivencia Tip. [Int. de Conf. del 95 %]
tercil de riesgo=0
0 0 0 1,0000
12 0 0 1,0000
24 13 2 0,8571 0,0935 0,5394 0,9622
36 13 0 0,8571 0,0935 0,5394 0,9622
48 9 1 0,7619 0,1224 0,4209 0,9181
60 8 0 0,7619 0,1224 0,4209 0,9181
tercil de riesgo=1
0 0 0 1,0000
12 0 0 1,0000 . . .
24 19 4 0,8182 0,0822 0,5853 0,9276
36 17 2 0,7273 0,0950 0,4910 0,8671
48 12 4 0,5455 0,1062 0,3207 0,7239
60 10 0 0,5455 0,1062 0,3207 0,7239
tercil de riesgo=2
0 0 0 1,0000 .
12 28 8 0,7714 0,0710 0,5946 0,8785
24 17 11 0,4571 0,0842 0,2890 0,6105
36 13 4 0,3429 0,0802 0,1934 0,4979
48 11 1 0,3117 0,0788 0,1682 0,4666
60 7 1 0,2771 0,0772 0,1402 0,4324
Nota: La funcién de supervivencia se calcula sobre los datos completos y se evalGa en los momentos
indicados; no se calcula a partir de los agregados que se muestran a la izquierda.
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Prueba de rango logaritmico para la igualdad de funciones de supervivencia

Sucesos Sucesos
TerC|I de observados esperados
riesgo
0 3 9,24
1 10 14,10
2 25 14,66
Total 38 38,00

chi2(2) = 12,89
Pr>chi2 = 0,0016

Prueba para la tendencia de las funciones de supervivencia

chi2(1) = 12,04
Pr>chi2 = 0,0005

Tabla 9: Tendencia de la prueba de rango logaritmico para pacientes de riesgo bajo, intermedio y alto agrupados
por puntuacioén de riesgo en los 69 pacientes con CPNM en estadio Il en la cohorte de desarrollo de algoritmo de la

UCSF.

Inic. Funcion Error
Tiempo Total Fallo de supervivencia Tip. [Int. de Conf. del 95 %]
tercil de riesgo=0
0 0 0 1,0000
12 0 0 1,0000 . .
24 19 2 0,9000 0,0671 0,6560 0,9740
36 15 2 0,8000 0,0894 0,5511 0,9198
48 12 1 0,7333 0,1039 0,4680 0,8810
60 8 2 0,5926 0,1230 0,3204 0,7862
tercil de riesgo=1
0 0 0 1,0000
12 22 1 0,9545 0,0444 0,7187 0,9935
24 18 4 0,7727 0,0893 0,5374 0,8985
36 13 2 0,6818 0,0993 0,4462 0,8338
48 8 1 0,6198 0,1079 0,3768 0,7911
60 7 0 0,6198 0,1079 0,3768 0,7911
tercil de riesgo=2
0 0 0 1,0000 . . .
12 17 11 0,5926 0,0946 0,3863 0,7499
24 13 4 0,4444 0,0956 0,2556 0,6175
36 8 4 0,2963 0,0879 0,1406 0,4703
48 5 1 0,2469 0,0860 0,1024 0,4238
60 4 0 0,2469 0,0860 0,1024 0,4238

Nota: La funcion de supervivencia se calcula sobre los datos completos y se evalla en los momentos indicados; no
se calcula a partir de los agregados que se muestran a la izquierda.

23




10

15

20

25

30

ES 2658921 T3

Prueba de rango logaritmico para la igualdad de
funciones de supervivencia

Sucesos Sucesos
tercil de observados esperados
riesgo
0 7 12.78
1 8 12.66
2 20 9.56
Total 35 35,00

chi22)= 16,03

Pr>chi2 = 0,0003

Prueba para la tendencia de las funciones de
supervivencia

chi@l)= 12,16

Pr>chi2 = 0,0005

Ejemplo 2: Ensayo de 11 genes para predecir la supervivencia en el cancer de pulmén no microcitico no
escamoso extirpado

Se desarrollé un ensayo de 14 genes que utiliza un analisis por PCR cuantitativa de tejidos fijados en formalina
incluidos en parafina (FFIP) con una cohorte de 361 pacientes con CPNM no escamoso extraido en la Universidad
de California, San Francisco (UCSF). Este ensayo incluyé once biomarcadores (BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1,
ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A) y tres genes constitutivos (ESD, TBP, YAPL1).

Este ensayo, desarrollado y llevado a cabo en un laboratorio independiente certificado por Clinical Laboratory
Improvement Amendments (Enmiendas de Mejora de Laboratorios Clinicos) (CLIA) fue validado después por la
Kaiser Permanente Division of Research (Divisién de Investigacion de Kaiser Permanente ) (KPDOR) con un estudio
con ocultacion disefiado en una cohorte de 433 pacientes con CPNM no escamoso en estadio | extirpado en los
hospitales del sistema de Kaiser Permanente Northern California (CA, EE.UU.). La KPDOR compar6 de forma
independiente los resultados del ensayo con los resultados reales de los pacientes. También se realizd una
validacion a gran escala independiente e internacional de este ensayo de pronéstico molecular en una cohorte de
1006 pacientes chinos que se habian sometido a la extirpacién de un CPNM de fase temprana en una de las varias
instituciones que participan en el China Clinical Trials Consortium (CCTC) (Consorcio de Ensayos Clinicos de
China).

Los pacientes eran elegibles para entrar en el estudio como parte de la cohorte de entrenamiento si se habian
sometido a una extirpacién quirtrgica de un CPNM no escamoso en la UCSF con intencién curativa, entre el 1 de
enero de 1997 y el 31 de diciembre de 2007.

Los pacientes eran aptos para ser incluidos en la cohorte de validacion de Kaiser Permanente si se habian sometido
a la extirpacién completa de un CPNM no escamoso en estadio | de la American Joint Commission on Cancer
(Comisién Conjunta Americana sobre Céancer) por una estadificacion clinica y patolégica en una instalacién de
Kaiser Permanente del Norte de California entre el 1 de enero de 1998 y el 31 de diciembre de 2005.

Los pacientes eran aptos para ser incluidos en la cohorte de validacién del CCTC si se habian sometido a un intento
de extirpacion curativa de un CPNM no escamoso en estadio |-l de la American Joint Commission on Cancer, en el
First Affiliated Hospital of Guangzhou Medical College (Guangdong, China), Sun Yat-sen University Cancer Center
en Guangzhou (Guangdong, China) o el Shanghai Pulmonary Hospital (Shanghai, China) entre el 1 de enero de
2000 y el 31 de diciembre de 2008.
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Los criterios de exclusion para los pacientes en ya sea la cohorte de entrenamiento o la de validaciéon eran los
siguientes: bloques de tejido ausentes o inadecuados (es decir, un tumor que ocupa <25 % del area de superficie
tisular), fallecimiento dentro de los 30 dias desde la extirpacién, tratamiento preoperatorio con quimioterapia (solo
cohortes de validacién), margenes positivos en el analisis de anatomia patolégica (solo cohortes de validacion) y un
segundo cancer (excluyendo los carcinomas cutaneos de células basales y escamosas) diagnosticado dentro de los
3 afios desde el diagnéstico de cancer de pulmén (solo cohorte de validacion del CCTC). La informacion sobre las
variables clinicas, el seguimiento y la causa de fallecimiento se obtuvieron a partir de una revisién de las historias
clinicas. El estado vital y la fecha de fallecimiento se establecieron mediante la revision de las historias clinicas y se
verificaron por fuentes que incluian el Kaiser Permanente Northern California Cancer Registry, California Death
Records, Social Security Death Master File y el contacto directo con el paciente o su familia.

Preparacion y analisis de las muestras

Se utilizaron seis cortes de FFIP de 10 micrometros por muestra. Las muestras se limpiaron de parafina mediante el
uso de xileno y después se incubaron con proteinasa K (Kit de Purificacion de ARN MasterPure, Epicentre, Madison,
WI) a 65°C durante 2 horas. La precipitacién de proteinas y la precipitacion de acidos nucleicos basada en
alcoholes se realizaron utilizando el kit de purificaciéon de ARN MasterPure (Epicentre, Madison, WI). Los extractos
de ARN se trataron con ADNasa y se purificaron utilizando columnas de centrifugacion de membrana de gel de silice
(Kit RNEeasy Micro, Qiagen, Valencia, CA).

Para controlar la degradacion del ARN que pudiera producirse en las muestras de FFIP, se midié la cantidad y
calidad del ARN utilizando un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE). El ARN extraido se
sometié a transcripcion inversa (Kit iScript Select cDNA Synthesis, BioRad Laboratories, Hercules, CA) utilizando
cebadores especificos de gen. Los cebadores especificos de gen eran versiones truncadas en 9-13 meros de los
cebadores de PCRq inversos optimizados para una temperatura de apareamiento de 42 °C. El ADNc se sometio a
10 ciclos de preamplificacion (Mezcla Maestra TagMan PreAmp, Applied Biosystems, Carlsbad, CA) antes de la
PCRq.

Se utilizaron ensayos de PCR cuantitativa TagMan (BioSearch Technologies, Novato, CA) disefiados a peticion del
cliente para su uso con el ARN extraido de los tejidos FFIP para cuantificar la expresion de ARN utilizando quimica
FAST en un Sistema de PCR en tiempo real 7900HT Fast (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). Se disefiaron
ensayos de PCR cuantitativa TagMan especificos para FFIP para tener como objetivo amplicones de 65-85 pares de
bases que traspasaban los limites exdn-exén, que evitaban las estructuras de molde y las homologias cruzadas
(Beacon Designer 5.0, Premier Biosoft, Palo Alto, CA). Todas las secuencias de los cebadores se sometieron a
busqueda por BLAST frente al genoma humano (NCBI ref_assembly 37.1) para asegurar la especificidad de diana.
Los cebadores sintetizados se analizaron para la concentracién éptima de los cebadores y la disociacion de
producto individual utilizando curvas de fusion por verde SYBR.

Todas las mediciones de la expresion de ARN se normalizaron con respecto a ARN disponible en el mercado
extraido de muestras de pulmén normal congeladas agrupadas (Laboratorios Clontech, Mountain View, CA) y la
expresion relativa para cada gen diana se calcul6 utilizando el método de Ct comparativo. El valor promedio de Ct
de los tres genes constitutivos ESD, TBP e YAP1 se utilizé para normalizar la expresion génica y calcular los valores
de delta Cr.

Desarrollo de un algoritmo de prondéstico

Se evaluaron en la cohorte de entrenamiento de la UCSF once genes diana relacionados con cancer (BAG1,
BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A) y tres genes de referencia (ESD,
TBP y YAP1). Véase la Figura 4.

El modelo de riesgos instantaneos proporcionales de Cox penalizado con L2 (paquete R glmnet vl.5.3) fue la
herramienta analitica principal utilizada para desarrollar los coeficientes en el algoritmo prondstico, utilizando los
valores de expresion relativos de los once genes diana en la cohorte de FFIP de la UCSF. La cantidad de
penalizacién L2 aplicada se determiné utilizando una validacion cruzada de 10 veces. Se generd una puntuacion de
riesgo continuo para cada sujeto, a base de los coeficientes del modelo. Se utiliz6 un modelo de riesgo lineal
convencional en el que cada nivel de expresion génica relativo (delta-delta Ct) se multiplicé por su coeficiente; estos
productos se sumaron después, dando como resultado una puntuacion de riesgo Unica sin procesar.

Puntuacién de Riesgo Sin Procesar = delta-delta Ct sac1 * coeficiente de modelo gac1 + delta-delta Ct grcar *
coeficiente de modelo grcai + delta-delta Ct cpce * coeficiente de modelo cpcs + delta-delta C+ cokonpr * COeficiente
de modelo cpkeap1 + delta-delta C+t grss * coeficiente de modelo grsss + delta-delta Ct ruts * coeficiente de
modelo ruyrs+ delta-delta Cr 11 * coeficiente de modelo |11 + delta-delta Ct.ck * coeficiente de modelo Lck + delta-
delta Ct rnps * coeficiente de modelo rnps + delta-delta Ct sysscr * coeficiente de modelo susscr + delta-delta Ct
wnT3a * coeficiente de modelo wnrsa.
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Después, la puntuacién de riesgo sin procesar se ajustd a escala utilizando una funcién lineal basada en las
puntuaciones de riesgo sin procesar minima y maxima, produciendo una Unica puntuacion de riesgo integrada que
estaba incluida en una escala de 1-100.

Puntuacion de Riesgo = 39,39747*Puntuacion de Riesgo Sin Procesar — 16,94965 + 1

Las puntuaciones de riesgo pronosticadas resultantes se dividieron en los percentiles 33° y 67° para generar grupos
de riesgo bajo, intermedio y alto. En la Tabla 10 a continuacion se proporciona una tabla completa de los
coeficientes del algoritmo, los coeficientes de ajuste de escala y los valores de los puntos de corte de las categorias
de riesgo.

Tabla 10: Resumen de los coeficientes del algoritmo, coeficientes de ajuste de escala y los valores de los puntos de
corte de las categorias de riesgo obtenidos de la cohorte de entrenamiento de la UCSF

Valor
Coeficientes de los genes
BAG1 -0,0023688
BRCA1 -0,1460735
CDC6 -0,0833502
CDK2AP1 -0,1865318
ERBB3 0,0663762
FUT3 -0,0345802
IL11 -0,0138303
LCK 0,2098769
RND3 -0,0884906
SH3RGR 0,1982098
WTN3A 0,1185592
Coeficientes de ajuste de escala
Pendiente 39,39747
Interseccion -16,94965
Valores de puntos de corte de las categorias de riesgo
Punto de corte de bajo-intermedio 23,81960
Punto de corte de intermedio-alto 36,87494

Se generaron las puntuaciones de riesgo y las categorias de riesgo se asignaron utilizando los mismos coeficientes
génicos, los coeficientes de ajuste de escala y los valores de los puntos de corte en las cohortes de validaciéon. Dado
que los limites de la escala de puntuacion de riesgo eran 1 y 100, a base del intervalo de la cohorte de
entrenamiento de la UCSF, cualquier puntuacion de riesgo de menos de 1 se asignd a una puntuacion de riesgo de
1 mientras que cualquier puntuacion de riesgo mayor de 100 se asigné a la puntuacién de riesgo de 100.

Robustez y validacion del ensayo

El ensayo molecular se desarrollo, se especificd de forma completa y se validé de forma analitica en un laboratorio
certificado por el CLIA antes del inicio del estudio de validaciéon clinica con ocultacion. La concentracion por
nanodrop y los valores de los puntos de corte de pureza para el ARN se determinaron de forma empirica evaluando
mas de 400 muestras cuyos valores de expresién de genes constitutivos sin procesar promedio estaban incluidos
dentro de un intervalo de C+ sin procesar preespecificado. La concentracion, la proporcién 260/280 y los puntos de
corte de la proporcién 260/230 se determinaron eliminando el 2,5 % mas bajo para cada parametro individual
clasificado de menor a mayor y luego tomando la siguiente medida mas alta como el nimero de punto de corte
aceptable. Ademas, se calculé para cada muestra el Ct del gen constitutivo sin procesar promedio. Solo se
incluyeron en el estudio las muestras cuyos valores de expresion sin procesar promedio de los genes constitutivos
estaban incluidos dentro de un intervalo preespecificado. Para obtener este intervalo, se estudid la expresion de 442
muestras de cancer de pulmén FFIP obtenidas de la UCSF. El valor de C+ del gen constitutivo promedio para estas
muestras varié entre 17,79-37,76, con un valor medio de 23,94 y una desviacion tipica de 2,66. El intervalo
preespecificado se determiné teniendo en cuenta el Ct medio del gen constitutivo mas o menos tres desviaciones
tipicas.
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Cada placa de PCR se procesé con un control positivo (ARN extraido de muestras de pulmén normal congeladas y
agrupadas, disponible en el mercado (Laboratorios Clontech, Mountain View, CA) asi como con un control negativo
(sin molde). Cada muestra se proces6 con un ensayo TagMan disefiado para detectar contaminacion genémica. El
andlisis repetido en distintos dias y en distintos cortes del ensayo de pronostico molecular de las muestras FFIP del
mismo tumor demostré una alta reproducibilidad de la puntuacién de riesgo, con una desviacion tipica promedio de
2,18 unidades (intervalo entre 0,83-4,62) en una escala de 100 unidades.

Los criterios de inclusion de mas de 25% de tumor se obtuvieron empiricamente por categorizacion de muestras en
un 25-50 % de tumor, 50-75 % de tumor y > 75 % de tumor. La razén de riesgos instantdneos del grupo de riesgo
alto en comparacién con el grupo de riesgo bajo para cada una de estas categorias porcentuales se muestra a
continuacién en la Tabla 1.

Tabla 11: Razén de riesgos instantaneos de la categoria de riesgo alto por tumor porcentual

Tumor Porcentual RRI de categoria de riesgo§ ICdel95%  valorp

25-50 % 2,39 1,65-3,47 <0,0001
50-75 % 2,31 1,57-3,28 <0,0001
>75 % 2,40 1,52-3,79 <0,0001

SModelado como una variable continua

Andlisis estadistico

La supervivencia global desde el momento de la extirpacion se eligi6 como el criterio de valoracion principal. Un
criterio de valoracion secundario en la cohorte de validacién de Kaiser fue la mortalidad especifica por cancer de
pulmén. El predictor principal evaluado fue la categoria de riesgo asignada por el ensayo molecular. Se compararon
con el resultado otras covariables importantes, incluyendo la edad, sexo, antecedentes como fumador,
histopatologia, tamafio tumoral y fase de la enfermedad, mediante el uso de un modelo de riesgos instantaneos
proporcionales de Cox de una variable o de mdltiples variables. Se realizaron pruebas de razéon de verosimilitudes
de Wald y anidadas para el modelado de una variable y de mdltiples variables, respectivamente, para evaluar la
significacion estadistica. Las pruebas de proporcién de probabilidad anidadas son mas apropiadas para los modelos
de multiples variables debido a que examinan si la adicion de una nueva variable, tal como la prueba molecular,
ofrece una mejora en el ajuste por encima de las variables clinicas convencionales tales como la edad, sexo y
tamafio tumoral. Se utilizaron un analisis estratificado de Kaplan-Meier con un conjunto de datos con censura por la
derecha y la prueba de rango logaritmico para la tendencia para evaluar la asociacion entre la categoria de riesgo y
los criterios de valoracién principal y secundario. Para todos los analisis estadisticos, se consider6 como
estadisticamente significativo un a de dos colas preespecificado de 0,05. El area bajo la curva del analisis de la
caracteristica operativa del receptor dependiente del tiempo (AUROC) se calcul6 con el paguete survcomp (versiéon
1.1.6) en R; las diferencias en las AUROC se analizaron mediante el modelo de riesgos instantdneos proporcionales
de Cox de multiples variables y se compararon mediante el uso de las AUROC integradas con la prueba de la suma
de rangos de Wilcoxon.

Se realizé un calculo de la potencia de las cohortes de entrenamiento de la UCSF y de validacion de Kaiser
Permanente utilizando las siguientes suposiciones: 8 de 0,9, desviacion tipica de la poblacién de categoria de riesgo
de 0,8, una razon de riesgos instantaneos de 1,5 para el grupo de riesgo alto, probabilidad de retirada de 0,2 y
probabilidades de sucesos de 0,4 (cohorte de entrenamiento de la UCSF en estadio I-Ill) y 0,3 (cohorte de validacion
de Kaiser en estadio I). El calculo de la potencia dio como resultado un tamafio de muestra estimado de 313 y 417
pacientes para las cohortes de UCSF y Kaiser Permanente respectivamente. Como la proporcién de la extraccion de
ARN satisfactoria no se conocia antes del inicio del estudio, se asumié una tasa de fallo del 10 %, lo que produjo un
tamafo de muestra final de 344 pacientes para la cohorte de entrenamiento de la UCSF.

Los andlisis se realizaron con los lenguajes de programacion R29 (versién 2.12.2 para Macintosh) y Stata/MP
(versién 11).

Resultados

Se identificd un total de 399 pacientes que se habian sometido a extirpacién de un CPNM no escamoso en la UCSF
durante el periodo de estudio; de estos, 361 cumplian los criterios de inclusién en la cohorte de entrenamiento. 460
pacientes de Kaiser del Norte de California se habian sometido a la extirpacién de un CPNM no escamoso en fase,
de quienes 433 cumplian los criterios de inclusion en la cohorte de validacién independiente. Se identificaron 1006
pacientes en las instituciones del CCTC que cumplian los criterios de inclusion en ese estudio de validacion. Las
caracteristicas clinicas y patoldgicas relevantes de estos pacientes se muestran a continuacion en la Tabla 12. La
tasa de extraccion de ARN satisfactoria fue alta en las tres cohortes.
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Tabla 12: Caracteristicas clinicas y patoldgicas de los pacientes

Cohorte de Cohorte de Cohorte de validacion del
entrenamiento de la validacion de Kaiser CCTC
UCSF
Blogues FFIP disponibles 361 433 1006
Recuperaciéon de ARN satisfactoria 337 (93 %) 420 (97 %) 967 (96 %)
Edad en el momento de la extirpacion 67,4 (11) 66,6 (9) 58,3 (11)
(afios, media [DT])
Sexo (femenino) 200 (59 %) 229 (55 %) 366 (38 %)
Antecedentes como fumador
Si 224 (66 %) 355 (85 %) 492 (49 %)
No 57 (17 %) 36 (9 %) 403 (40 %)
Desconocido 56 (17 %) 29:(7 %) 72 (7 %)
Seguimiento de los supervivientes 64,0 (45,6-88,9) 106,0 (88,0-125,0) 53-4 (37,4-68,0)
(meses; mediana [amplitud
intercuartilica])
Muertes a los 5 afios desde la 139 (41 %) 179 (43 %) 406 (42 %)
extirpacién
Histopatologia
Adenocarcinoma 278 (83 %) 325 (77 %) 881 (88 %)
Células grandes 17 (5 %) 15 (4 %) 17 (2 %)
Mixto 10 (3 %) 15 (4 %) 46 (5 %)
CPNM (si no se especifica otra cosa) 32 (10 %) 65 (16 %) 23 (2 %)
Estadio
| 223 (66 %) 420 (100 %) 471 (47 %)
la 152 (45 %) 285 (68 %) 239 (24 %)
Ib 71 (21 %) 135 (32 %) 232 (23 %)
Il 41(12 %) 0 222 (22 %)
lla 14 (4 %) 0 69 (7 %)
[o] 27 (8 %) 0 153 (15 %)
I 58 (17 %) 0 266 (26 %)
lla* 32 (10 %) 0 247 (25 %)
llib 26 (8 %) 0 19 (2 %)
v 9 (3 %) 0 0
Indeterminado 6 (2 %) 0 8 (1 %)

Los datos son n (%), a menos que se establezca otra cosa. CCTC= China Clinical Trails Consortium. FFIP= fijado
en formalina, incluido en parafina. CPNM= cancer de pulmén microcitico. UCSF= Universtiy of California, San
Francisco.

Durante la rigurosa validacién técnica y el establecimiento del ensayo, el andlisis de expresion génica candidato y la
comparacioén con los resultados de los pacientes mostraron ser similares en los grupos de bloques de tejido en los
que el tumor ocupaba ya sea 25-50 %, 50-75 % o mas del 75 % del area de superficie tisular.

Se calcularon las puntuaciones de riesgo individuales para cada paciente en la cohorte de entrenamiento de la
UCSF. Las puntuaciones de riesgo mas altas estaban asociadas de forma positiva con una probabilidad aumentada
de mortalidad a los 5 afios. Con referencia a las Figuras 5A y 5B, deberia entenderse que una razon de riesgos
instantaneos mayor a 1 implica que mas pacientes en el grupo de riesgo alto estan muriendo en cualquier momento
en comparaciéon con el grupo de riesgo bajo, mientras que una proporcion de riesgos instantdneos menor a 1
significa que estan muriendo en cualquier momento menos pacientes en el grupo de riesgo alto en comparacién con
el grupo de riesgo bajo.

Para identificar mejor a los pacientes en el riesgo mas alto o el mas bajo, se obtuvieron valores de corte que definen
los grupos de riesgo bajo, riesgo intermedio y riesgo alto dividiendo en terciles las puntuaciones de riesgo de la
cohorte de entrenamiento. Con referencia otra vez a las Figuras 5A y 5B, se observd un riesgo mas alto de
mortalidad con cada aumento en la categoria de riesgo en casi cada subgrupo de la cohorte de entrenamiento de la
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UCSF vy la correlacion de la puntuacion de riesgo con el resultado clinico fue muy similar en las muestras con 25-
50 %, 50-75 % y >75 % de area de superficie tumoral.

Después de que el ensayo se especificara de forma completa, el laboratorio certificado por el CLIA realizé la
validacion técnica. El KPDOR y el CCTC realizaron después validaciones con ocultacién independientes del ensayo
validado de forma técnica El KPDOR envi6 las muestras al laboratorio certificado por el CLIA para el analisis con
ocultacion y la asignacion a la categoria de riesgo, y la realizacion del ensayo. Por el contrario, con la razén empirica
(1:1:1) de pacientes de riesgo bajo, riesgo intermedio y riesgo alto en la cohorte de entrenamiento, se identificé una
mayor proporcion de pacientes de riesgo alto en la cohorte de validacién de Kaiser Permanente.

Este hallazgo podria atribuirse a la supervivencia global a 5 afios mas baja de la cohorte de validacion de Kaiser en
estadio | (56,4 %) en comparacion con la cohorte de entrenamiento de la UCSF en estadio | (61,9 %). En la cohorte
de validacion de Kaiser Permanente, el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostr6 una supervivencia a 5
afios del 71,4 % (CI del 95 % 60,5-80,0) en el grupo de riesgo bajo, del 58,3 % (48,9-66,6) en el grupo de riesgo
intermedio y del 49,2 % (42,2-55,8) en el grupo de riesgo alto. Un analisis de sensibilidad que excluia a los 18
pacientes de la cohorte de validacién de Kaiser Permanente que recibieron quimioterapia adyuvante proporcion6
resultados de supervivencia a 5 afios que eran muy similares: el 70,0 % (58,7-78,8) en el grupo de riesgo bajo, el
58,2 % (48,5-66,7) en el grupo de riesgo intermedio y el 48,9 % (41,7-55,6) en el grupo de riesgo alto (Ptend =
0,0006), La supervivencia especifica para cancer de pulmén a 5 afios fue del 84,6 % (74,4-91,0) en el grupo de
riesgo bajo, del 70,3 % (60,6-78,0) en el grupo de riesgo intermedio y del 63,3 % (55,8-69,8) en el grupo de riesgo
alto. También se realizé un andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier para los pacientes con enfermedad en estadio
I en la cohorte de validacion de Kaiser que no tenian un criterio de la National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) de riesgo alto. Este grupo incluia a todos los pacientes con enfermedad en estadio IA y un subgrupo de
pacientes con enfermedad de estadio IB. La supervivencia global a 5 afios para los pacientes en este subgrupo (con
la estadificacion del riesgo segun los resultados del ensayo molecular) fue del 72,7 % (61,3-81,3) en el grupo de
riesgo bajo, del 59,0 % (48,9-67,8) en el grupo de riesgo intermedio y del 50,4 % (42,0-58,3) en el grupo de riesgo
alto.

Con referencia a la Figura 6A, la supervivencia mediana se observé como de 113 meses en el grupo de riesgo bajo,
de 91 meses en el grupo de riesgo intermedio y de 59 meses en el grupo de riesgo alto. Con referencia a la Figura
6B, no se observé que en algin grupo de riesgo se alcanzara la supervivencia mediana especifica para cancer de
pulmén. La tasa de incidencia de mortalidad fue de 2,7 cada 100 personas-afios en el grupo de riesgo bajo, 5,0 cada
100 personas-afios en el grupo de riesgo intermedio y 6,6 cada 100 personas-afios en el grupo de riesgo alto. Con
referencia a la Figura 6C, la supervivencia mediana fue de 113 meses en el grupo de riesgo bajo, de 88 meses en el
grupo de riesgo intermedio y de 70 meses en el grupo de riesgo alto.

En la cohorte de validacion de Kaiser Permanente, la categoria de riesgo (alto), la edad y el sexo eran predictores
estadisticamente significativos de mortalidad en un analisis de una variable, como se observa a continuacion en la
Tabla 13.

Tabla 13: Modelo de riesgos instantaneos proporcionales de Cox para la mortalidad global a 5 afios en la cohorte de
validacion de Kaiser Permanente

Analisis de una variable
Razon de riesgos Valor p de

Analisis de multiples variables
Razon de riesgos  Valor p de la prueba

instantaneos (IC

la prueba

instantaneos (IC

de raz6n de

del 95 %) de Wald del 95 %) verosimilitudes

Categoria del riesgo*

Riesgo alto 2,16 (1,39-3,36) 0,0007 2,04 (1,28-3,26)  0,0016

Riesgo intermedio 1,60 (0,98-2,60) 0,0610 1,66 (1,00-2,74) 0,00436
Edad >65 afios 1,55 (1,14-2,10) 0,0054 1,66 (1,21-2,29)  0,0016
Sexo (femenino) 0,55 (0,41-0,74) 0,0001 0,67 (0,49-0,92)  0,0123
Nunca fumador 0-59 (0,32-1,09) 0,0917 0,83 (0,44-1,55)  0,5438
Histopatologl'aT

graarrc]:(ljr:ac;ma it ellies 0-96 (0,42-2,17) 0,9139 0,64 (0,26-1,59)  0,3038

Mixto 0,98 {0,43-2,22) 0,9615 0,85 (0,37-1,95)  0,6932

Octf;\'(':\f)s(z; nose especifica ;150 89.1,93) 01659 1,18 (0,79-1,75)  0,4320
Tamafio tumoral > 4 cm 1,42 (0,97-2,07) 0,0697 1,10 (0,73-1,66)  0,6435

CPNM = cancer de pulmén no microcitico. *Comparado con el grupo de bajo riesgo. "Comparado con

adenocarcinoma.
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El analisis de mdltiples variables (ajustando para edad, sexo, antecedentes como fumador, histopatologia y tamafio
tumoral > 4 cm) mostré que ambos agrupamientos de riesgo alto y riesgo intermedio asi como la edad y el sexo
fueron predictores estadisticamente significativos de mortalidad, como se observa a continuacion en la Tabla 14.

Tabla 14: Modelo de riesgos instantaneos proporcionales de Cox de mdltiples variables para la mortalidad global a 5
afios en la cohorte de validacion de Kaiser Permanente excluyendo la prueba molecular

RRI IC del 95 % Valor p de la prueba RV

Edad>65 1,59 1,26-2,20 0,0036
Sexo femenino 0,65 0,47-0,89 0,0064
Nunca fumador 0,74 0,40-1,38 0,3294
Histopatologia§

Carcinoma de células grandes 0,76 0,31-1,87 0,5346
Mixto 1,00 0,44-2,27 0,9933
CPNM si no se especifica otra cosa 1,26 0,85-1,88 0,2555
Tamafio tumoral >4 cm 1,21 0,81-1,80 0,3608

§Comparado con adenocarcinoma

En la cohorte del CCTC, la mortalidad a 5 afios después de la extirpacién completa de un CPNM no escamoso por
grupo de riesgo (definido de acuerdo con los resultados del ensayo molecular) fue la siguiente: el 74,1 % (66,0-80,6)
en el grupo de riesgo bajo, el 57,4 % (48,3-65,5) en el grupo de riesgo intermedio y el 44,6 % (40,2-48,9) en el grupo
de riesgo alto, como se observa en la Figura 7.

La supervivencia mediante fue de 101,1 meses en el grupo de riesgo bajo, de 77,2 en los grupos de riesgo
intermedio y de 43,1 meses en el grupo de riesgo alto. Se sugiere una mejora con el uso del ensayo prondstico de
14 genes en comparacién con el uso de la estadificacion tradicional por la separacion estadisticamente significativa
de las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para la supervivencia global a 5 afios entre los pacientes de riesgo
bajo, riesgo intermedio y riesgo alto en el andlisis de subgrupo de pacientes con enfermedad de distinto estadio
(véase la Figura 7): enfermedad en estadio | (riesgo bajo = 83,0 % [73,8-89,1], riesgo intermedio = 67,7 % [54,8-
77,7]; riesgo alto = 64,6 % [57,9-70,5]), enfermedad en estadio Il (riesgo bajo = 54,2 % [30,1-73,2]; riesgo intermedio
= 45,8 % [26,2-63,4]; riesgo alto = 38,1 % [29,4-46,8]) y enfermedad en estadio Il (riesgo bajo = 53,3 % [32,6-70,3];
riesgo intermedio = 43,3 % [27,2-58,5]; riesgo alto = 24,0 % [17,5-30,9]). El modelado de riesgos instantaneos
proporcionales de Cox de una variable indic6é que el sexo (masculino), los antecedentes como fumador, la
histopatologia de células grandes y mixtas y el estadio de la enfermedad tenian todos un efecto negativo en la
supervivencia en la cohorte del CCTC, como se observa a continuacion en la Tabla 15.

Tabla 15: Modelo de riesgos instantaneos proporcionales de Cox para la mortalidad global a 5 afios en la cohorte de
validacion del China Clinical Trials Consortium

Analisis de una variable Analisis de multiples variables

Razén de riesgos  Valor p de Razén de riesgos
instantaneos (IC del la prueba instantaneos (IC del

Valor p de la prueba

95 %) deWald 95 %) EEER

Categoria del riesgo*

Riesgo alto 3,07 (2,21-4,25)  0,0001 2,37 (1,63-3,43)  <0,0001

Riesgo intermedio 1,87 (1,26-2,77) 0,0019 1,60(1,03-2,49) 0,0354
Edad >65 afios 1,11(0,90-1,37) 0,3337  1,19(0,94-1,49)  0,1493
Sexo (femenino) 0,78 (0,63-0,95)  0,0150 0,93 (0,70-1,23)  0,6057
Nunca fumador 0,70 (0,56-0,86)  0,0009 0,84 (0,64-1,10)  0,1986
Histopatologia'

grirrf('jlosma de celulas 2,12 (1,09-4,11)  0,0259  1,68(0,83-3,41)  0,1831

Mixto 1,67 (1,12-2,48) 00118 1,07 (0,69-1,64)  0,7714

gt':;\‘x)s(g)”o seespecifica (990 44-1.80) 07528 0,77 (0.36-1,63) 04759
Estadio’ 1,44 (1,35-1,53)  <0,0001 1,43 (1,33-1,53)  <0,0001

CPNM = cancer de pulmén no microcitico. *Comparado con el grupo de bajo riesgo. "Comparado con
adenocarcinoma. “Modelado como una variable continua
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Sin embargo no se observé que alguno de estos factores tuviese un efecto tan grande sobre la supervivencia como
la designacion en la categoria de riesgo alto de acuerdo con el ensayo molecular. El analisis de multiples variables
mostré que la designacion de riesgo alto y riesgo intermedio siguié siendo un predictor estadisticamente significativo
de la supervivencia incluso después del ajuste para la edad, sexo, antecedentes como fumador, histopatologia y
estadio de la enfermedad. Véanse a continuacion las Tablas 16-18.

Tabla 16: Tabulacién de los factores de riesgo por categoria de riesgo en la cohorte de validacion de Kaiser

Permanente
Riesgo Bajo Riesgo Intermedio Riesgo Alto Valor P
NUmero de pacientes 85 119 216
Eftﬁ‘;aecniéer: momento de la 66,6 (9,8)° 67,1 (8,9)° 66,2 (9,3) 0,7114*
Sexo
Masculino 28 (32,9) 51 (42,9) 112 (51,9) 0,0098
Femenino 57 (67.,1) 68 (57,1) 104 (48,1)
Antecedentes como fumador
Si 68 (180,0) 100 (84,0) 187 (86,6) 0,1096
No 12 (14,1) 10 (8,4) 14 (6,5)
Histopatologia
Adenocarcinoma 77 (90,6) 95 (79,8) 153 (70,8) 0,0070
Células grandes 0 21,7 13 (6,0)
Mixto 2 (2,4) 3(2.,5) 10 (4,6)
CGPINM 51 nose especifica 6(7,1) 19 (16,0) 40 (18,5)
Tamafio Tumoral (cm) 2,3(1,4)° 2,6 (1,6)° 3,4 (1,8)° <0,0001*
Estadio
la 70 (82,4) 95 (79,8) 120 (55,6) <0,0001
1b 15 (17,6) 24 (20,2) 96 (44,4)

Los nameros entre paréntesis representan el porcentaje de pacientes en cada categoria de riesgo excepto en donde
se indique.

SMedia de la cohorte (desviacion tipica)

*Prueba de ANOVA

Tabla 17: Modelo de riesgos instantaneos proporcionales de Cox de mdltiples variables para la mortalidad global a 5
afios en la cohorte de validacién del China Clinical Trials Consortium excluyendo la prueba molecular

RRI Cl del 95 % Qﬁﬁ'é’éap d‘leé"’\‘/

Edad >65 1,18 0,94-1,49 0,1532
Sexo femenino 0,93 0,70-1,22 0,5917
Nunca fumador 0,74 0,56-0,97 0,0260
Histopatologia®

Carcinoma de células grandes 1,79 0,89-3,63 0,1374

Mixto 1,15 0,75-1,77 0,5221

CPNM si no se especifica otra cosa 0,77 0,36-1,63 0,4707
Fase®® 1,48 1,38-1,58 <0,0001

Comparado con Adenocarcinoma
$%Modelado como una variable continua
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Tabla 18: Tabulacién de los factores de riesgo por categoria de riesgo en la cohorte de validacién del China Clinical
Trials Consortium

Riesgo bajo Riesgo intermedio Riesgo alto Valor P
Numero de Pacientes 193 172 602
Egtﬁ’isgéer: momento de la 57,6 (11,4)° 58,5 (10,7)° 58,5 (10,6)° 0,5529*
Sexo
Masculino 98 (50,8) 86 (50,0) 417 (69,3) <0,0001
Femenino 95 (49,2) 86 (50,0) 185 (30,7)
Historial como Fumador
Si 70 (38,3) 68 (43,9) 354 (63,6) <0,0001
No 113 (61,7) 87 (56,1) 203 (36,4)
Histopatologia
Adenocarcinoma 186 (96,4) 159 (92,4) 536 (89,0) 0,0032
Células Grandes 0 4 (2,3) 13 (2,2)
Mixto 4(2,1) 3(1,7) 43 (7,1)
gsi)hé'c\:/:ffgangtrs: cosa 3(16) 6(3.5) 10(1.7)
Tamafio tumoral (cm) 2,8 (1,4)§ 3,4 (1,7)§ 4,3 (4,1)§ <0,0001*
Estadio
I 130 (68,4) 95 (55,6) 246 (41,1)
I 34 (17,9) 32 (18,7) 156 (26,1) <0,0001
I 26 (13,7) 44 (25,7) 196 (32,8)

Los numeros entre paréntesis representan el porcentaje de pacientes en cada categoria de riesgo excepto en
donde se indique.

SMedia de la cohorte (desviacion tipica)

*Prueba de ANOVA

Ademas del analisis de multiples variables, se realiz6 un andlisis AUROC dependiente del tiempo para probar si el
ensayo molecular proporciona informacién pronéstica mas util que solo la estadificacion convencional. La AUROC es
una medida de la discriminacion de un test prondstico y coincide con el estadistico ¢. Se han utilizado los criterios de
la NCCN, que identifican tales pacientes como en estadio IB mas al menos uno de los siguientes factores de riesgo:
tumores poco diferenciados, invasién vascular, extirpacién en cufia, margenes minimos, tumores mayores de 4 cm
de diametro, implicacion de la pleura visceral y estado desconocido de ganglios linfaticos. En la cohorte de
validacion de Kaiser Permanente la suma del ensayo molecular proporcioné una mejor discriminacion del riesgo que
solo los criterios de riesgo del NCCN, demostrado por una AUROC mas grande (estadistico ¢ de 0,60 frente a 0,54;
p <0,0001). No estaban disponibles los datos completos para todos los criterios para el estadio | de riesgo alto de la
NCCN en los pacientes de la cohorte del CCTC. Por lo tanto, el analisis AUROC en esta cohorte se centrd en 471
pacientes con enfermedad en estadio I; la adicion del ensayo molecular a solo la estadificacién convencional
aumentd, de forma similar, la AUROC para este grupo, de forma coherente con una mejor discriminacién en la
prediccion del riesgo por la suma del ensayo molecular (estadistico ¢ de 0,61 frente a 0,56; p <0,0001).

Discusion

Se observé que el ensayo basado en PCR cuantitativa utilizado en el presente Ejemplo identifica de forma fiable a
pacientes con CPNM no escamoso de estadio temprano en riesgo alto de mortalidad tras la extirpacion quirdrgica,
discriminando tales pacientes con mayor precision que el uso del criterio del NCCN solo. Este ejemplo demuestra la
implementacion de una plataforma con extraccién de ARN interpretable a partir de tejido incluido en parafina fijado
con formalina, la realizacion del ensayo en uno de los estudios en un laboratorio que era independiente del
laboratorio en el que se desarrollé el ensayo, los tamafios muy grandes de las cohortes de validacién independientes
y la disparidad potencialmente grande entre los acervos genéticos de una de las cohortes de validacion y los de la
cohorte de entrenamiento original utilizada para el desarrollo del ensayo.

El ensayo molecular utilizado en el presente Ejemplo proporciona una prueba mas precisa para la definicion de
subconjuntos de pacientes con CPNM no escamoso Yy resultados estadisticamente heterogéneos. Este ensayo se
validé de forma independiente en una cohorte americana extrahospitalaria grande para mejorar la estratificacion del
riesgo en pacientes con enfermedad en estadio I. A la vista de la gran magnitud de la crisis de la sanidad publica
debida al cancer de pulmén en la China, la validacién adicional de este ensayo molecular en una gran poblacién de
chinos aumenta adicionalmente su posible efecto. Este ensayo proporciona una diferenciacion pronéstica de
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pacientes con enfermedad en fase temprana y podria ser Util en la identificacion de la aplicacion mas apropiada de
las directrices de tratamiento para mejorar los resultados clinicos.

Ejemplo 3: Comparacion de la AUROC para el ensayo de 11 genes frente a otros ensayos con distintas
combinaciones génicas

El presente ejemplo predice el éxito del ensayo de 11 genes en comparacion con otras combinaciones de genes en
la asignacion de pacientes a las categorias de riesgo alto o bajo utilizando el area bajo la curva del analisis de la
caracteristica operativa del receptor (AURQOC).

El analisis AUROC se realiz6 en muestras de ARN extraidas de 337 pacientes con cancer de pulmén en estadio I-I1V.
Como se observa a continuacion en la Tabla 19, se observé que el ensayo de 11 genes es superior a las otras
combinaciones de genes probadas en el presente ejemplo, como se refleja por un estadistico de ¢ de AUROC
mayor.

Tabla 19: Valores de AUROC

Conjunto de genes AUROC
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 ERBB3 FUT3 IL11 LCK RND3 SH3BGR WNT3A 0,7215
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 ERBB3 IL11 LCK 0,6321
BAG1 BRCA1 CDC6 RND3 0,5889
BAG1 BRCA1 CDC6 FUT3 IL11 RND3 SH3BGR 0,6438
BAG1 BRCAL1 CDC6 CDK2AP1 FUT3 IL11 RND3 SH3BGR 0,6466
BAG1 BRCAL1 CDC6 CDK2AP1 EMX2 FUT3 IL11 LCK RND3 SH3BGR SIX3 0,6758
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 ERBB3 IL11 RND3 SH3BGR 0,6489
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 EMX2 FUT3 IL11 RND3 SH3BGR SIX3 WNT3A 0,6829
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 EMX2 ERBB3 FUT3 IL11 LCKRNDS3 SIX3 0,6658
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 ERBB3 FUT3 IL11 RND3 0,6382
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 FUT3 IL11 LCKRND3 SH3BGR 0,6767
BAG1 BRCA1 CDC6 0,6280
BAG1 BRCAL1 CDC6 CDK2AP1 FUT3 IL11 RND3 0,6321
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 ERBB3 FUT3 IL11 RND3 SH3BGR 0,6531
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 ERBB3 FUT3 IL11 LCK RND3 SH3BGR 0,6815
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 FUT3 IL11 WNT3A 0,6735
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 EMX2 ERBB3 FUT3 IL11 LCKRND3 SH3BGR SIX3

WNT3A 0,6413
CDK2AP1 FUT3 IL11 RND3 0,6276
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 EMX2 ERBB3 FUT3 IL11 LCKRND3 SH3BGR SIX3 0,6823
FUT3 IL11 RND3 0,5883
BAG1 CDC6 FUT3 IL11 WNT3A 0,6770
BAG1 BRCA1 CDC6 FUT3 RND3 0,6298
BAG1 BRCA1 CDC6 FUT3 IL11 RND3 SH3BGR 0,6438
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 ERBB3 I1L11 RND3 0,6321
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 EMX2 ERBB3 FUT3 IL11 RND3 SH3BGR SIX3 WNT3A 0,6841
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 ERBB3 FUT3 IL11 RND3 WNT3A 0,6704
BAG1 BRCA1 CDC6 CDK2AP1 ERBB3 FUT3 IL11 RND3 SH3BGR WNT3A 0,6842
ERBB3 LCK RND3 WNT3A 0,6861
ERBB3 LCK RND3 0,5821
BAG1 CDC6 FUT3 IL11 RND3 0,6379
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Seleccion de la propiedad de riesgo génico

Se analiz6 el ensayo de 11 genes para determinar qué genes conferian riesgo y qué genes conferian proteccion
utilizando el modelo de riesgos instantaneos proporcionales de Cox. Estas determinaciones se enumeran para cada
gen en la Tabla 20.

Tabla 20: Propiedad de riesgo de los genes del ensayo de 11 genes

Gen Ra_zc')n de,riesgos Propiedad
instantaneos
BAG1 1,002 Riesgo
BRCA1 1,157 Riesgo
CDC6 1,087 Riesgo
CDK2AP1 1,205 Riesgo
ERBB3 0,936 Proteccion
FUT3 1,035 Riesgo
IL11 1,014 Riesgo
LCK 0,811 Proteccién
RND3 1,093 Riesgo
SH3BGR 0,820 Proteccion
WNT3A 0,888 Proteccion

Seleccion del coeficiente de los genes

Los valores de expresion de los 11 Genes (BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RNDS3,
SH3BGR y WNT3A) pueden combinarse en numero infinito de formas para proporcionar un niimero Unico que sea
representativo del riesgo de mortalidad del paciente. Cada uno de los valores de la expresion de los genes se
ponderaron (como se representa mediante un coeficiente) para representar la contribucion relativa del gen a un
riesgo de mortalidad del paciente. Los coeficientes para cada uno de los genes del ensayo de 11 genes se
enumeran a continuacion en la Tabla 21.

Tabla 21: Coeficientes para los genes en el ensayo de 11 genes

Gen Coeficiente |Propiedad |AUROC de la puntuacion de riesgo
BAG1 -0,0024 Riesgo 0,7215
BRCA1l [-0,1461 Riesgo

CDC6 -0,0834 Riesgo
CDK2AP1|-0,1865 Riesgo

ERBB3 |0,0664 Proteccion

FUT3 -0,0346 Riesgo

IL11 -0,0138 Riesgo

LCK 0,2099 Proteccion

RND3 -0,0885 Riesgo

SH3BGR |0,1982 Proteccion

WNT3A |0,1186 Proteccion

Analisis AUROC

Se midio la AUROC de la puntuacion de riesgo para el ensayo de 11 genes en una cohorte de muestras de ensayo
procedentes de 337 pacientes que se habian sometido a extirpacion de cancer de pulmén, midiendo sus
puntuaciones de riesgo y comparando la asignacion de riesgo con los resultados reales de la supervivencia a 5 afios
de los pacientes. El estadistico ¢ de AUROC, que utilizé los coeficientes de la Tabla 21 anterior, fue de 0,7215. A
base del analisis AUROC, se observo que el ensayo de 11 genes supera a otros modelos (enumerados con sus
estadisticos ¢ de AUROC a continuacion en las Tablas 22-31), en los cuales se utilizaron distintos coeficientes para
ponderar las contribuciones de los 11 genes.
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Tabla 22: Modelo alternativo n.° 1

Gen Coeficiente |Propiedad Qﬂf&%igﬁ (Ijae riesgo
BAG1 -0,4806 Riesgo 0,6755
BRCAl -0,2392 Riesgo
CDC6 -0,4906 Riesgo
CDK2AP1 |-0,0386 Riesgo
ERBB3 0,4989 Proteccion
FUT3 -0,3274 Riesgo
IL11 -0,2656 Riesgo
LCK 0,4071 Proteccion
RND3 -0,2710 Riesgo
SH3BGR 0,1232 Proteccion
WNT3A 0,3385 Proteccion
Tabla 23: Modelo n.° 2
Gen Coeficiente |Propiedad Sl?ni%(éigr? (Ijae fiesgo
BAG1 -0,0718 Riesgo 0,6715
BRCAl -0,1588 Riesgo
CDC6 -0,4781 Riesgo
CDK2AP1 |-0,1202 Riesgo
ERBB3 0,2770 Proteccion
FUT3 -0,2002 Riesgo
IL11 -0,2237 Riesgo
LCK 0,2451 Proteccion
RND3 -0,4197 Riesgo
SH3BGR 0,1902 Proteccion
WNT3A 0,2869 Proteccion
Tabla 24: Modelo n.° 3
Gen Coeficiente |Propiedad S:Jni%(c::igr? (Iji riesgo
BAG1 -0,1630 Riesgo 0,6751
BRCA1 -0,0783 Riesgo
CDC6 -0,4656 Riesgo
CDK2AP1 |-0,2018 Riesgo
ERBB3 0,0551 Proteccion
FUT3 -0,0729 Riesgo
IL11 -0,1818 Riesgo
LCK 0,0832 Proteccion
RND3 -0,0685 Riesgo
SH3BGR 0,2572 Proteccion
WNT3A 0,2354 Proteccion
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Tabla 25: Modelo n.° 4

Gen Coeficiente |Propiedad Qﬂf&%igﬁ (Ijae riesgo
BAG1 -0,4308 Riesgo 0,6385
BRCAl -0,1066 Riesgo
CDC6 -0,2033 Riesgo
CDK2AP1 |-0,1515 Riesgo
ERBB3 0,2706 Proteccion
FUT3 -0,4905 Riesgo
IL11 -0,4776 Riesgo
LCK 0,1602 Proteccion
RND3 -0,2419 Riesgo
SH3BGR 0,4835 Proteccion
WNT3A 0,2145 Proteccion
Tabla 26: Modelo n.° 5
Gen Coeficiente |Propiedad Sl?ni%(éigr? (Ijae fiesgo
BAG1 -0,0220 Riesgo 0,6419
BRCAl -0,0262 Riesgo
CDC6 -0,1908 Riesgo
CDK2AP1 |-0,2331 Riesgo
ERBB3 0,0487 Proteccion
FUT3 -0,3632 Riesgo
IL11 -0,4358 Riesgo
LCK 0,4983 Proteccion
RND3 -0,3906 Riesgo
SH3BGR 0,0506 Proteccion
WNT3A 0,1630 Proteccion
Tabla 27: Modelo n.° 6
Gen Coeficiente |Propiedad S:Jni%(c::igr? (Iji riesgo
BAG1 -0,0690 Riesgo 0,6652
BRCA1 -0,0436 Riesgo
CDC6 -0,1157 Riesgo
CDK2AP1 |-0,2227 Riesgo
ERBB3 0,2175 Proteccion
FUT3 -0,0998 Riesgo
IL11 -0,1845 Riesgo
LCK 0,0266 Proteccion
RND3 -0,2833 Riesgo
SH3BGR 0,4528 Proteccion
WNT3A 0,3538 Proteccion

36




ES 2658921 T3

Tabla 28: Modelo n.° 7

Gen Coeficiente |Propiedad Qﬂf&%igﬁ (Ijae riesgo
BAG1 -0,1602 Riesgo 0,6787
BRCAl -0,4631 Riesgo
CDC6 -0,1032 Riesgo
CDK2AP1 |-0,3042 Riesgo
ERBB3 0,4957 Proteccion
FUT3 -0,4726 Riesgo
IL11 -0,1426 Riesgo
LCK 0,3646 Proteccion
RND3 -0,4320 Riesgo
SH3BGR 0,0198 Proteccion
WNT3A 0,3023 Proteccion
Tabla 29: Modelo n.° 8
Gen Coeficiente |Propiedad Sl?ni%(éigr? (Ijae fiesgo
BAG1 -0,2513 Riesgo 0,6882
BRCAl -0,3827 Riesgo
CDC6 -0,0907 Riesgo
CDK2AP1 |-0,3858 Riesgo
ERBB3 0,2738 Proteccion
FUT3 -0,3453 Riesgo
IL11 -0,1007 Riesgo
LCK 0,2027 Proteccion
RND3 -0,0808 Riesgo
SH3BGR 0,0869 Proteccion
WNT3A 0,2507 Proteccion
Tabla 30: Modelo n.°9
Gen Coeficiente |Propiedad S:Jni%(c::igr? (Iji riesgo
BAG1 -0,3425 Riesgo 0,6717
BRCA1 -0,3023 Riesgo
CDC6 -0,0782 Riesgo
CDK2AP1 |-0,4674 Riesgo
ERBB3 0,0519 Proteccion
FUT3 -0,2181 Riesgo
IL11 -0,0588 Riesgo
LCK 0,0407 Proteccion
RND3 -0,2296 Riesgo
SH3BGR 0,1539 Proteccion
WNT3A 0,1992 Proteccion
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Tabla 31: Modelo n.° 10

Gen Coeficiente |Propiedad anﬁl%%igﬁi riesgo
BAG1 -0,4336 0,3686239 |0,6797
BRCAl -0,2218 Riesgo

CDC6 -0,0657 Riesgo

CDK2AP1 -0,0490 Riesgo

ERBB3 0,3301 Proteccion

FUT3 -0,0909 Riesgo

IL11 -0,0169 Riesgo

LCK 0,3788 Proteccion

RND3 -0,3783 Riesgo

SH3BGR 0,2209 Proteccion
WNT3A 0,1477 Proteccion
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REIVINDICACIONES

1. Un método para proporcionar un prondéstico para el cancer de pulmén no microcitico (CPNM) en un sujeto,
comprendiendo el método las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra biolégica del sujeto con reactivos que se unen de forma especifica a cada
miembro de un panel de biomarcadores que consiste en BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11,
LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A; y

(b) determinar una puntuacion de riesgo del sujeto basada en los niveles de acido nucleico de expresion de los
biomarcadores en la muestra o determinar si los biomarcadores se expresan de forma diferencial o no a nivel de
acido nucleico en la muestra; y

(c) proporcionar un pronostico para el CPNM basado en la puntuacién de riesgo del sujeto o en la expresion
diferencial.

2. Un método de determinacion de un plan de tratamiento para un sujeto, comprendiendo el método las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra biolégica del sujeto con reactivos que se unen de forma especifica a cada
miembro de un panel de biomarcadores que consiste en BAG1, BRCA1, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11,
LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A,

(b) determinar si los marcadores se expresan de forma diferencial o no a nivel de acido nucleico en la muestra;
(c) proporcionar un prondstico para el CPNM;

(d) determinar una evaluacién de riesgo para la mortalidad a 5 afios basada en el prondstico para el CPNM; y

(e) idear un plan de tratamiento basado en la evaluacién de riesgo.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la expresion aumentada de BAG1, BRCAL, CDC6, CDK2AP1, FUT3,
IL11 o RNDS3 contribuye a una puntuacion de riesgo aumentada, y en el que la expresiéon aumentada de ERBB3,
LCK, SH3BGR o WNT3A contribuye a una puntuacion de riesgo disminuida, en el que una puntuacién de riesgo
aumentada indica un riesgo aumentado de mortalidad a largo plazo del sujeto.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el método comprende adicionalmente
normalizar los niveles de expresion de los biomarcadores con respecto a genes constitutivos seleccionados del
grupo que consiste en ESD, TBP, YAP1 y cualquier combinacion de los mismos, y, de forma opcional, los niveles de
expresion de los biomarcadores se normalizan frente al valor de C+ promedio de los genes constitutivos.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que los reactivos son acidos nucleicos,
oligonucledtidos o conjuntos de cebadores de PCR.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el CPNM es CPNM no escamoso.
7. El método de la reivindicacion 6, en el que:

(a) el CPNM no escamoso es de estadio |;

(b) el CPNM no escamoso es de estadio Il;

(c) el CPNM no escamoso es de estadio lll; o

(d) el CPNM no escamoso es de estadio V.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la muestra es de un tumor extirpado de forma
quirurgica, de tejido pulmonar o una biopsia de tumor pulmonar.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el prondéstico proporciona una evaluacion de
riesgo y opcionalmente la evaluacion de riesgo es para una mortalidad a 5 afios.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que el pronéstico proporciona:

a) una evaluacion de riesgo alto para la mortalidad a 5 afios;

b) una evaluacion de riesgo intermedio para la mortalidad a 5 afios; o

¢) una evaluacion de riesgo bajo para la mortalidad a 5 afos.
11. Un kit que comprende reactivos que se unen de forma especifica a cada miembro de un panel de biomarcadores
que consiste en BAG1, BRCAL, CDC6, CDK2AP1, ERBB3, FUT3, IL11, LCK, RND3, SH3BGR y WNT3A, en el que
los reactivos son conjuntos de cebadores de PCR.

12. Uso del kit de la reivindicacion 11 en el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.
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Cancer de pulmén: causa mas comun de muerte por cancer
Los fallecimientos por cancer pulmén superan
ahora la mortalidad combinada de los siguientes cuatro canceres letales
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Fuente: Fallecimientos estimados para 2005 de la American Cancer Society
Estadio |
Supervivencia a 5 afios del 60 %

Tratamiento habitual: solo extraccion quirtrgica
Informacion clinica insuficiente para predecir el resultado

Figura 1
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Modelo genémico para obtener resultados

Biopsia ——

Experimento de micromatriz en cancer de pulmén

Garber, Proc Natl Acad Sci 2001.
Beer, Nature Med 2002.

Miura, Cancer Research, 2002.
Potti, NEJM, 2006.

Figura 2
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Nombre del gen

Cromosoma

Secuencia
de referencia

Emplazamiento
de la proteina

Funciones y rutas
biolégicas relevantes

Papel
del algoritmo

BAG1

Atanogen asociado
con BCL2

9p12

NM_004323 Citoplasma

Apoptosis, sefializacion ligada
al receptor de superficie celular

Pronéstico

BRCA1

Cancer de mama 1,
inicio temprano

17021-q24

NM_007294 Nucleo

Induccién de apoptosis;
ubiquitinacién de proteinas;
regulacion de los puntos de control
de dafio de ADN de la transicion
G2/N; regulacién de la reparacion
de ADN

Pronostico

CDC6

Homélogo de ciclo
de division celular 6

17921.3

NM_001254 Nucleo

Regulacién de la transcripcion
implicada en la fase G1/S del ciclo
celular mitético; regulacién

de la proliferacién celular

Pronéstico

CDK2AP1

Proteina 1 asociada a
a la quinasa dependiente
de ciclina 2

12024

NM_004642 Nucleo

Regulacién de la fase S del ciclo
celular mitético; replicacién de ADN
dependiente de ADN

Pronéstico

ERBB3

Homélogo 3 del oncogén
virico de leucemia
eritroblastica V-erb-b2

12913

Membrana
citplasmatica

NM_001982

Regulacién de la adhesién celular;
sefializacion del receptor

de la proteina tirosina quinasa
transmembrana, regulacion de la
cascada de fosfoinositida-3-quinasa;
regulacion de la proliferacién celular

Pronéstico

FUT3

Fucosiltransferasa 3

19913.3

NM_000149 Citoplasma

Metabolismo de hidratos de carbono;
glucosilacién de aminoéacidos
proteicos

Pronéstico

IL11

Interleucina 11

19913.3-q13.4

NM_000641 Extracelular

Regulacién de la proliferacion
celular; diferenciacion de linfocitos B;
diferenciacién de megacariocitos,
regulacion de la fosforilacién

de peptidil serina; regulacion

de la cascada MAPKKK

Pronéstico

LCK

Proteina tirosina quinasa
especifica de linfocitos

1934.3

NM_001042771 Citoplasma

Induccién de apoptosis; activacion
de la actividad caspasa; regulacion
de la sefializacion

del receptor de linfocitos T;
migracion de leucocitos

Pronéstico

RND3

GTPasa 3 de la familia Rho

2023.3

NM_005168 Citoplasma

Adhesion celular; transduccion
de sefial mediada por GTPasa
pequefia; organizacion

del citoesqueleto de actina

Pronéstico

SH3BGR

Proteina rica en &cido
glutdmico de unién
al dominio SH3

21022.3

NM_007341 Citoplasma

Ensamblaje de complejos proteicos

Pronostico

WNT3A

Familia de sitio de
integracién de MMTV de
tipo Wingless, miembro 3A

1942

NM_033131 Extracelular

Sefializacion del receptor candnico
Wht; desarrollo de organismos
multicelulares; regulacién de la
proliferacion y diferenciacién
celulares; regulacion de la
translocacion nuclear de la proteina
catenina

Pronéstico

ESD

Esterasa D

13914.1-q14.2

NM_001984 Citoplasma

Reciclado de acidos sidlicos;
hidrélisis de serina

Referencia

TBP

Proteina de unién a la caja
TATA

6027

NM_003194 Nucleo

Inicio de la transcripcion a partir

del promotor de la ARN polimerasa
1I; elongacién de ARN a partir

de promotor de la ARN polimerasa II;
transcripcion a partir de promotor

del ARN polimerasa llI

Referencia

YAP1

Proteina asociada a Yes 1

11913

NM_006106 Nucleo

Cascada de sefializacién de hippo;
regulacion de la transcripcion;
inhibicién por contacto

Referencia

Figura 4
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RRI (IC 95 %)

Edad (afios)
<6b

> 65

Sexo
Hombre
Mujer

Historial como fumador
Antiguo o actual fumador

Nunca fumador

Si
No

Quimioterapia neoadyuvante

Quimioterapia adyuvante

Si

No

Histologia
Adenocarcinoma

No adenocarcinoma
Estadio de la AJCC

Porcentaje tumoral

25-50 %
50-75 %
75-100 %
Global
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247 ~

EL INDIVIDUO SOLICITA/ADQUIERE
UN ANALISIS DE PERFIL GENOMICO

203 \\ 'L

SE PROPORCIONA AL INDIVIDUO UN KIT
DE RECOLECCION DE MUESTRAS

v

{—2__“39

EXPLORAR LAS FUENTES CIENTIFICAS
(BIBLIOGRAFIA) PARA LAS CORRELACIONES
DEL GENOTIPO; VALIDAR

|

i 221

DESARROLLAR UNA BASE DE DATOS MAESTRA

DE LAS CORRELACIONES DE GENOTIPOS
DE SER HUMANO

205
.\ N
EL INDIVIDUO MANDA/ENVIA
LA MUESTRA AL LABORATORIO
207 l
2 - -
EL LABORATORIO AISLA
LA MUESTRA GENETICA
209 . l
™ _
EL LABORATORIO GENERA
EL PERFIL GENOMICO
211 !
i

l | ;223

SE IMPORTAN LOS DATOS DEL PERFIL
GENOMICO DESDE EL LABORATORIO
A LA RED INFORMATICA

EXPLORAR FUENTES CIENTI:FICAS
(BIBLIOGRAFIA, ETC), PARA CORRELACIONES
DE GENOTIPO ADICIONALES, VALIDAR

SE DEPOSITA EL PERFIL GENOMICO
DEL INDIVIDUO EN UNA BASE DE DATOS
SEGURA

l Vs 225

" ACTUALIZAR LA BASE DE DATOS MAESTRA

25 l

} 227

DETERMINACION DE LAS CORRELACIONES
DEL GENOTIPO DEL INDIVIDUO
POR COMPARACION CON LA BASE
DE DATOS MAESTRA

COMPARAR UNA PORCION RELEVANTE
DEL PERFIL GENOMICO CON LA BASE
DE DATOS ACTUALIZADA

217\ ’L

| 229

SE PROPORCIONAN LOS RESULTADOS
AL INDIVIDUO

SE PROPORCIONAN LOS RESULTADOS
AL INDIVIDUO

Figura
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