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DESCRIPCION
Procedimiento para indicar la presencia o no presencia de cancer de prostata agresivo
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general a la deteccion e identificacion de diversas formas de marcadores
genéticos y a diversas formas de proteinas que tienen posible utilidad como marcadores diagnésticos. En particular,
la presente invencion se refiere al uso simultaneo de multiples marcadores diagnésticos para una mejor deteccion de
formas agresivas de cancer de prostata. Mas en particular, la presente invencion se refiere al uso simultaneo de
multiples marcadores diagndsticos para una mejor deteccién del cancer de préstata agresivo en varones con un
indice de masa corporal (IMC) por encima de 25.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La medicion del antigeno prostatico especifico (PSA) en suero es ampliamente utilizada para el cribado y deteccion
precoz del cancer de prostata (CaP). Como se discute en el articulo «Polygenic Risk Score Improves Prostate
Cancer Risk Prediction: Results from the Stockholm-1 Cohort Study» de Markus Aly y coautores publicado en
EUROPEAN UROLOGY 60 (2011) 21-28, el PSA sérico que se puede medir con los inmunoensayos clinicos
actuales esta principalmente en su forma libre «no formando complejos» (PSA libre) o formando un complejo con a-
lantiquimotripsina (ACT). Se ha demostrado que la relacién del PSA libre al total en suero mejora significativamente
la deteccién del CaP. Otros factores, como la edad y los antecedentes familiares documentados, pueden mejorar
adicionalmente la deteccidon del CaP. La medicion de los marcadores genéticos relacionados con el CaP, en
particular los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés), es una modalidad emergente para
el cribado y deteccion precoz del cancer de préstata. El analisis de multiples SNP relacionados con el CaP puede,
en combinacion con biomarcadores como PSA y con informacién general sobre el paciente, mejorar la evaluacion
del riesgo a través de una combinacién de varios SNP en una puntuacion genética.

El cribado y deteccion precoz del cancer de prostata es una tarea complicada y, hasta la fecha, no se ha demostrado
que ningun biomarcador individual sea suficientemente bueno para el mapeo especifico y sensible de la poblacion
masculina. Por tanto, se han hecho intentos de combinar niveles de biomarcadores para obtener una férmula que
funcione mejor en el cribado y deteccién precoz del CaP. El ejemplo mas frecuente es la prueba de PSA regular, que
de hecho es una evaluacion del PSA «libre» y el PSA «total». Existe una forma de PSA que no forma complejos y
una forma en la que el PSA forma complejo con alfa-lantiquimiotripsina. Otro de estos ejemplos es el uso de
combinaciones de concentraciones de PSA libre, PSA total y una o mas formas proenzima de PSA para los fines de
diagndstico, como se describe en el documento WO03100079 (METHOD OF ANALYZING PROENZYME FORMS
OF PROSTATE SPECIFIC ANTIGEN IN SERUM TO IMPROVE PROSTATE CANCER DETECTION). La
combinacion posible de concentraciones de PSA y concentraciones de proenzima que puede resultar en un mejor
rendimiento del cribado y la deteccién precoz del CaP es el indice de salud prostatica (PHI, por sus siglas en inglés).
El PHI se desarroll6 como una combinacion de PSA, PSA libre y una forma precursora de PSA [-2] proPSA para
detectar mejor el CaP para hombres con un resultado en la prueba de PSA dudoso (p, €j., PSA 2-10ng/mL) y tacto
rectal no sospechoso, como se describe en el articulo «Cost-effectiveness of Prostate Health Index for prostate
cancer detection» de Nichol MB y coautores publicado en BJU Int. 2011 Nov 11. doi: 10.1111/j.1464-
410X.2011.10751.x. Otro ejemplo es la combinacién de psp94 y PSA, como se describe en el documento
US2012021925 (DIAGNOSTIC ASSAYS FOR PROSTATE CANCER USING PSP94 AND PSA BIOMARKERS).

Existen otros biomarcadores con posible valor diagndstico o prondstico para valorar si un paciente sufre de CaP,
como MIC-1 que se describe en el articulo «Macrophage Inhibitory Cytokine 1: A New Prognostic Marker in Prostate
Cancer» de David A. Brown y coautores publicado en Clin Cancer Res 2009;15(21):0F1-7.

En el pasado se han descrito intentos de combinar informacién procedente de multiples fuentes en un Unico modelo
de algoritmo para la prediccion del riesgo de CaP. En el articulo «Blood Biomarker Levels to Aid Discovery of
Cancer-Related Single-Nucleotide Polymorphisms: Kallikreins and Prostate Cancer» de Robert Klein y coautores
publicado en Cancer Prev Res (2010), 3(5):611-619, los autores debaten cémo los biomarcadores en sangre pueden
ayudar al descubrimiento de nuevos SNP, pero también sugieren que existe un papel potencial para incorporar tanto
el genotipo como los niveles de biomarcadores en los modelos predictivos. Asimismo, en este articulo se
proporcionan evidencias de que la combinacion no aditiva de marcadores genéticos y biomarcadores de manera
conjunta pueden tener valor predictivo para la estimacion del riesgo de CaP. Later, Xu y coinventores describieron
un procedimiento para correlacionar marcadores genéticos con el cancer de prostata de alto grado, principalmente
con el fin de identificar sujetos idéneos para quimioterapia preventiva usando un medicamento inhibidor de la 5-alfa
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reductasa (p. ej., dutasterida o finasterida) en la solicitud de patente WO2012031207. En conjunto, estas dos
memorias descriptivas publicas resumen la técnica previa de la combinacién de informaciéon genética y
concentracion de biomarcadores para los fines de estimacion del riesgo de CaP, también para canceres de alto
grado.

Asimismo, Mattias Johansson et al. («Combining 33 genetic variants with prostate-specific antigen for prediction of
prostate cancer», International J. Cancer 130,129-137, 2012) describen un estudio que investiga si una puntuacion
del riesgo genético que incluye 33 variantes genéticas frecuentes mejora la prediccion del cancer de préstata cuando
se afiade a las medidas del PSA. Se hallé que la adicién de una puntuacion del riesgo genético al PSA daba lugar a
una mejora marginal en la prediccion del cancer de préstata. I.M. Thompson et al. («Assessing prostate cancer risk:
results from the prostate cancer prevention trail», JNCI, Journal of the National Cancer Institute, vol. 98, n.° 8, 18 de
abril de 2006, p.529-534) utilizaron los datos de biopsias de préstata procedentes de hombres que participaron en el
ensayo clinico de prevencién del cancer de préstata (PCPT, por sus siglas en inglés) para desarrollar un modelo
predictivo del cancer de prostata basado en variables que predecian el cancer de prostata. En este modelo no se
utilizé una puntuacién genética.

El rendimiento actual del cribado y deteccion precoz con PSA es aproximadamente una sensibilidad del 80 % y
especificidad del 30 %. Se estima que aproximadamente el 65 % se sometera innecesariamente a una biopsia de
prostata y que el 15-20 % de los canceres de prdéstata clinicamente importantes no se detectan con el cribado actual.
Solo en Estados Unidos se realizan aproximadamente un millén de biopsias al afio, cuyo resultado es alrededor de
192.000 nuevos casos diagnosticados. Por lo tanto, también una pequefia mejora en el rendimiento diagnéstico dara
como resultado ahorros importantes en los gastos de atencién sanitaria debido a la menor cantidad de biopsias y al
menor sufrimiento humano derivado de procedimientos diagndsticos invasivos.

La practica clinica actual (en Suecia) es usar PSA total como biomarcador para la detecciéon de cancer de prostata
asintomatico e incipiente. El valor de corte general para la evaluacion adicional con una biopsia de préstata es de 3
ng/mL. Sin embargo, debido a las consecuencias negativas del cribado con PSA, no existe un cribado con PSA
organizado recomendado actualmente en Europa y Norteamérica.

Es especialmente importante identificar de forma precisa el cancer de préstata agresivo (CaPa) en los individuos
porque cuanto antes se le proporcione tratamiento a un individuo, mayor es la probabilidad de que el cancer se cure.
No obstante, la identificacion del CaPa es dificil, en parte porque se requieren cohortes mas grandes para
proporcionar un numero suficiente de casos y controles en el desarrollo de modelos estadisticos. Por tanto, la
disponibilidad de modelos predictivos para el CaPa es baja. Sin embargo, esta invenciéon proporciona modelos
predictivos para la identificacion del CaPa a través del analisis de biomarcadores y del perfil genético de un
individuo.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que la combinacién de marcadores diagnésticos de diferente
origen puede mejorar la capacidad de detectar el CaPa en una poblacién general. En particular, la presente
invencion mejora la capacidad de detectar CaPa en individuos con un indice de masa corporal (IMC) elevado. Esto
puede dar lugar a ahorros importantes para la sociedad, puesto que los canceres agresivos que se identifican
precozmente son mas faciles de tratar.

En consecuencia, segun los descubrimientos de la presente invencién, un aspecto de la presente invencion
proporciona un procedimiento basado en una combinacion de datos disefiada de forma redundante para indicar la
presencia o no presencia de cancer de préstata (CaP) agresivo en un individuo, que comprende los pasos de:

1. Proporcionar al menos una muestra biolégica de dicho individuo;

2. Analizar en dicha muestra bioldgica:

a. una categoria de biomarcadores de CaP, midiendo la presencia o la concentraciéon de al menos tres
biomarcadores relacionados con CaP de tipo calicreina de dicha categoria de biomarcadores de CaP;

b. una categoria de SNP relacionados con el CaP (SNPcp), midiendo la presencia o ausencia de uno o dos alelo(s)
de riesgo de cada uno de los diversos SNPcp de dicha categoria de SNPcp;

3. Combinar los datos relativos a al menos tres biomarcadores de CaP de tipo calicreina para formar un valor

compuesto de biomarcador que represente el riesgo de desarrollar CaP relacionado con biomarcadores de CaP,
donde el procedimiento permite ignorar datos de un subconjunto de al menos uno de dichos biomarcadores de CaP,
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como por ejemplo uno o dos de dichos biomarcadores de CaP, al formar dicho valor compuesto de biomarcadores
de al menos tres biomarcadores de CaP;

4. Combinar los datos relativos a dicha categoria de SNPcp para formar un valor compuesto de SNPcp que
represente el riesgo de desarrollar CaP relacionado con SNPcp, donde el procedimiento permita ignorar datos de un
subconjunto de aproximadamente el 10 % al 30 %, como por ejemplo el 15 %, 20 % o 30 % de los SNPcp de la
categoria de SNPcp, al formar el valor compuesto de SNPcp, donde dicho valor compuesto de SNPcp se forma a
partir de al menos 70 SNPcp seleccionados de entre cualquiera de los SNPcp de la tabla | o la tabla Il;

5. Combinar el valor compuesto de biomarcadores y el valor compuesto de SNPcp para formar un valor compuesto
global;

6. Correlacionar dicho valor compuesto global con la presencia o no presencia de CaP agresivo en dicho individuo
comparando dicho valor compuesto global con un valor de corte predeterminado establecido con muestras de
control de presencia conocida de CaP agresivo y de no presencia conocida de CaP agresivo, donde al menos uno,
como por ejemplo dos, de dichos biomarcadores de CaP de tipo calicreina se selecciona de entre el grupo
compuesto por (i) PSA, (ii) PSA total (tPSA), (iii) PSA intacto (iPSA), (iv) PSA libre (fPSA) y (v) hK2.

Segun un aspecto de la invenciéon, una o mas de las etapas del procedimiento, normalmente las etapas 3, 4, 5 y/o 6,
se proporcionan por medio de un programa informatico ejecutado en un ordenador que comprende un procesador y
memoria.

Habitualmente, la etapa 3 del procedimiento descrito anteriormente se realiza con un ordenador programado para
formar o calcular un valor compuesto de biomarcador a partir de los datos de la etapa 2a; la etapa 4 del
procedimiento descrito anteriormente se realiza con un ordenador programado para formar o calcular un valor
compuesto de SNPcp a partir de los datos de la etapa 2b; la etapa 5 se realiza con un ordenador programado para
formar o calcular un valor compuesto global a partir de los datos de las etapas 3 y 4; y/o la etapa 6 del procedimiento
descrito anteriormente se realiza con un ordenador programado para correlacionar el valor compuesto global con la
presencia o no presencia de CaP agresivo en dicho individuo comparando dicho valor compuesto global con un valor
de corte predeterminado establecido con muestras de control de CaP agresivo conocido y diagndstico de
enfermedad benigna conocido. Asimismo, la presente invencion se refiere a un medio de almacenamiento legible en
ordenador, no transitorio y tangible con instrucciones ejecutables para realizar dichos calculos o formar dichos
valores compuestos y/o realizar la etapa de correlacion como se describe anteriormente.

La eleccion del valor de corte (o nivel de corte) depende de muchos factores, que incluyen, pero sin limitaciones, el
riesgo de la enfermedad como tal y el riesgo asociado con diagnosticar de forma inexacta como positivo a un
individuo que no tiene la enfermedad (falso positivo). La eleccién del valor de corte se describe mas en detalle a
continuacion.

La etapa 2(a) del procedimiento anterior comprende medir la presencia o la concentracion de biomarcadores de CaP
al menos parcialmente redundantes y, donde al menos uno, como por ejemplo dos, de los biomarcadores de CaP se
selecciona de entre el grupo compuesto por (i) PSA, (ii) PSA total (tPSA), (iii) PSA intacto (iPSA), (iv) PSA libre
(fPSA) y (v) hK2.

Mas en particular, el procedimiento permite ignorar un subconjunto de al menos uno de dichos biomarcadores de
CaP (i)-(v) de la categoria de biomarcadores de CaP al formar dicho valor compuesto de biomarcadores, como por
ejemplo un subconjunto de uno, dos, tres o cuatro de dichos biomarcadores de CaP (i)-(v).

Ademas, en una realizacion, el procedimiento anterior permite ignorar al menos el 10 %, como por ejemplo el 15 %,
como por ejemplo el 20 %, como por ejemplo el 30 % del SNPcp de la categoria de SNPcp al formar el valor
compuestos de SNPcp.

Preferiblemente, los datos relativos a la categoria de biomarcadores de CaP se combinan segin una ecuacion
predeterminada para formar dicho valor compuesto de biomarcadores, y/o los datos relativos a la categoria de
SNPcp se combinan segun una ecuacion predeterminada para formar dicho valor compuesto de SNPcp. Ademas,
dicho valor compuesto de biomarcadores y dicho valor compuesto de SNPcp se combinan preferiblemente segun
una ecuacioén predeterminada para formar dicho valor compuesto global.

En una realizacion, el procedimiento anterior ademas comprende una etapa de recomendacioén al individuo de una
biopsia si el valor compuesto global es superior al valor de corte.
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AuUn en una realizacion, el procedimiento anterior ademas comprende una etapa de recomendar al individuo cambiar
los habitos alimentarios, perder peso, lograr un valor de IMC por debajo de 30, hacer ejercicio con regularidad y/o
dejar de fumar, si el valor compuesto global es superior al valor de corte.

En una realizacion de la presente invencién, los SNP relacionados con CaP (SNPcp) incluyen al menos uno de rs1
1672691, rs11704416, rs3863641, rs12130132, rs4245739, rs3771570, rs7611694, rs1894292, rs6869841,
rs2018334, rs16896742, rs2273669, rs1933488, rs11135910, rs3850699, rs11568818, rs1270884, rs8008270,
rs4643253, rs684232, rs11650494, rs7241993, rs6062509, rs1041449, rs2405942, rs12621278, rs9364554,
rs10486567, rs6465657, rs2928679, rs6983561, rs16901979, rs16902094, rs12418451, rs4430796, rs11649743,
rs2735839, rs9623117 y rs138213197.

En una realizacion, el procedimiento ademas comprende analizar la categoria de SNP relacionado con una
concentracion de biomarcador de CaP (SNPbm), midiendo la presencia o ausencia de al menos un SNPbm;
combinar los datos relativos a dicho SNPbm para formar un valor compuesto de SNPbm e incluir dicho valor
compuesto de SNPbm en dicho valor compuesto global.

En una realizacion, el al menos un SNPbm incluye al menos uno de rs3213764, rs1354774, rs1227732, rs2736098,
rs401681, rs10788160, rs11067228, rs1363120, rs888663 y rs1054564.

En una realizacién de la invencion, el procedimiento ademés comprende analizar la categoria de SNP relacionado
con el indice de Masa Corporal de dicho individuo (SNPimc), midiendo la presencia o ausencia de al menos un
SNPimc; los datos combinados relativos a dicho SNPimc para formar un valor compuesto de SNPimc e incluye dicho
valor compuesto de SNPimc en dicho valor compuesto global.

En una realizacion, el al menos un SNPimc incluye al menos uno de rs3817334, rs10767664, rs2241423, rs7359397,
rs7190603, rs571312, rs29941, rs2287019, rs2815752, rs713586, rs2867125, rs9816226, rs10938397, y rs1558902.

En otra realizacién de la invencién, el procedimiento ademas comprende la obtencion de los antecedentes familiares
relativos al CaP, antecedentes de tratamiento y datos de la exploracioén fisica de dicho individuo y donde dichos
antecedentes familiares, antecedentes de tratamiento y/o datos de la exploracion se incluyen en los datos
combinados que forman dicho valor compuesto global.

AuUn en otra realizacion de la invencion, el procedimiento ademas comprende analizar una categoria adicional de
biomarcadores de CaP, midiendo la presencia o la concentracion de uno o cada uno de una diversidad de
biomarcadores de CaP de dicha categoria adicional de biomarcadores; combinar los datos relativos a dicha
categoria adicional de biomarcadores de CaP para formar un valor compuesto adicional de biomarcadores para
dicha categoria adicional de biomarcadores de CaP e incluir dicho valor compuesto adicional de biomarcadores en el
valor compuesto global; donde la combinacién de datos para formar el valor compuesto adicional de biomarcadores
esta disefiada de forma redundante cuando la categoria adicional de biomarcadores de CaP comprende mas de un
biomarcador de CaP.

En una realizacién preferida, la categoria de biomarcadores de CaP adicional comprende el biomarcador MIC-1 vy,
opcionalmente, otros biomarcadores relacionados con MIC-1 o el biomarcador MSMB vy, opcionalmente, otros
biomarcadores relacionados con MSMB.

En otra realizacién, el procedimiento comprende analizar cada uno de una diversidad de categorias adicionales de
biomarcadores de CaP y formar un valor compuesto adicional de biomarcadores para cada una de las categorias de
biomarcadores de CaP, segun el procedimiento descrito anteriormente. Preferiblemente, se analizan al menos dos
categorias adicionales de biomarcadores de CaP, donde una categoria adicional de biomarcadores de CaP
comprende el biomarcador MIC-1 y, opcionalmente, otros biomarcadores relacionados con MIC-1, y otra categoria
adicional comprende el biomarcador MSMB y, opcionalmente, otros biomarcadores relacionados con MSMB.

En una realizacién, la muestra bioldgica es una muestra de sangre.
En una realizacion de la invencién, el valor compuesto global se calcula usando un procedimiento en el que se utiliza
el efecto no aditivo de un SNP relacionado con la concentracion de un biomarcador de CaP (SNPbm) y se utiliza la

concentracion del correspondiente biomarcador de CaP.

En una realizacion preferida del procedimiento segun la presente invencioén, el individuo tiene un valor de IMC
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superior a 25, como por ejemplo superior a 30.

En una realizacion del procedimiento, la mediciéon de la presencia o ausencia de SNP se realiza mediante el uso de
espectrometria de masas MALDI.

En una realizacion del procedimiento, la mediciéon de la presencia o la concentracion de biomarcadores de CaP se
realiza mediante el uso de tecnologia de micromatrices.

En una realizacién preferida del procedimiento, la medicion de la presencia o ausencia de un SNP (perteneciente a
cualquier categoria de SNP) comprende la medicién del nimero de alelos de dicho SNP. En una realizacién, uno o
dos alelos corresponden a la presencia de dicho SNP y cero alelos corresponden a la ausencia de dicho SNP en
dicho individuo; donde cero alelos corresponden a homocigoto negativo para dicho SNP, un alelo corresponde a
heterocigoto positivo y dos alelos corresponden a homocigoto positivo.

En una realizacion, el procedimiento descrito anteriormente comprende el uso de un dispositivo de ensayo de tipo
ELISA, un dispositivo de ensayo en micromatriz, un dispositivo de ensayo de inmunoprecipitacion, un dispositivo de
ensayo de inmunofluorescencia, un dispositivo de radioinmunoensayo o un dispositivo de espectrometria de masas
usando desorcidn/ionizacidon mediante laser asistida por matriz (MALDI), para la medicion de la presencia o la
concentracion de un biomarcador de CaP.

En una realizacién, que puede combinarse con la realizacion mencionada anteriormente, el procedimiento descrito
anteriormente comprende el uso de un dispositivo de espectrometria de masas usando desorcion/ionizacion
mediante laser asistida por matriz (MALDI), para la medicion de la presencia o ausencia de un SNP.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un dispositivo de ensayo para realizar la etapa 2a (es decir, medir
una presencia o concentracion de al menos un biomarcador de CaP) y la etapa 2b (es decir, medir una presencia o
ausencia de al menos un SNPcp) del procedimiento descrito anteriormente para indicar la presencia o no presencia
de cancer de prostata agresivo en un individuo, comprendiendo dicho dispositivo de ensayo una fase sdlida sobre la
que hay inmovilizadas al menos dos categorias diferentes de ligando, donde:

- la primera categoria de dichos ligandos se une especificamente a al menos tres biomarcadores de CaP de tipo
calicreina e incluye una diversidad de ligandos diferentes que se unen especificamente a cada uno de una
diversidad de diferentes biomarcadores de CaP de tipo calicreina, que incluyen al menos uno de PSA, iPSA, tPSA,
fPSA, hK2 y, opcionalmente, MSMB y/o MIC-1; y

- la segunda categoria de dichos ligandos se une especificamente a una diversidad de SNPcp e incluye una
diversidad de ligandos diferentes que se unen especificamente a cada uno de una diversidad de dichos SNPcp y
donde la diversidad de SNPcp comprende al menos 70 SNPcp seleccionados de entre la lista de SNP de la tabla | o
la tabla II.

En una realizacion, el dispositivo de ensayo esta ademas adaptado para medir la presencia o ausencia de un
SNPbm, en cuyo caso, la fase sélida del dispositivo de ensayo ademas tiene una tercera categoria de ligandos
inmovilizados que se unen especificamente a un SNPbm e incluye uno o una diversidad de ligandos diferentes que
se unen especificamente a uno o a cada uno de una diversidad de SNPbm diferentes, como por ejemplo uno de
rs1227732, rs3213764, rs1354774, rs2736098, rs401681, rs10788160, rs11067228, rs1363120, rs888663 y
rs1054564.

En una realizacion, el dispositivo de ensayo esta adaptado para medir la presencia o ausencia de un SNPimc, en
cuyo caso, la fase sdlida ademas tiene una cuarta categoria de ligandos inmovilizados que se une especificamente a
un SNPimc, e incluye uno o una diversidad de ligandos diferentes que se unen especificamente a uno o a una
diversidad de SNPimc diferentes, como por ejemplo al menos uno de rs3817334, rs10767664, rs2241423,
rs7359397, rs7190603, rs571312, rs29941, rs2287019, rs2815752, rs713586, rs2867125, rs9816226, rs10938397 y
rs1558902.

En una realizacion, el dispositivo de ensayo descrito anteriormente comprende un dispositivo de ensayo de tipo
ELISA, un dispositivo de ensayo en micromatriz, un dispositivo de ensayo de inmunoprecipitacion, un dispositivo de
ensayo de inmunofluorescencia, un dispositivo de radioinmunoensayo o un dispositivo de espectrometria de masas
usando desorcidn/ionizaciéon mediante laser asistida por matriz (MALDI), para la mediciéon de la presencia o la
concentracion de un biomarcador de CaP.
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En una realizacion, que puede combinarse con la realizacién mencionada anteriormente, el dispositivo de ensayo
descrito anteriormente comprende un dispositivo de espectrometria de masas usando desorcidn/ionizacion mediante
laser asistida por matriz (MALDI), para la medicién de la presencia o ausencia de un SNP.

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un kit de ensayo para realizar la etapa 2a (es decir,
medir una presencia o concentracion de al menos un biomarcador de CaP) y la etapa 2b (es decir, medir una
presencia o ausencia de al menos un SNPcp) del procedimiento descrito anteriormente para indicar la presencia o
no presencia de cancer de préstata agresivo en un individuo, comprendiendo el correspondiente dispositivo de
ensayo como se describe anteriormente y al menos dos categorias de moléculas de deteccion, donde:

- la primera categoria de dichas moléculas de deteccién es capaz de detectar al menos tres biomarcadores de CaP
de tipo calicreina, incluyendo al menos uno de PSA, iPSA, tPSA, fPSA y hK2 y, opcionalmente, MSMB y/o MIC-1; y

- la segunda categoria de dichas moléculas de deteccion es capaz de detectar un SNPcp y donde al menos 70 SNP
se seleccionan de entre las listas de SNP de la tabla | o Il.

En una realizacion, el kit de ensayo comprende un dispositivo de ensayo que esta adaptado ademas para medir la
presencia o ausencia de al menos un SNPbm y una tercera categoria de moléculas de deteccidon que es capaz de
detectar un SNPimc, como por ejemplo al menos uno de rs1227732, rs3213764, rs1354774, rs2736098, rs401681,
rs10788160, rs11067228, rs1363120, rs888663 y rs1054564.

En una realizacion, el kit de ensayo comprende un dispositivo de ensayo que esta adaptado para medir la presencia
o ausencia de al menos un SNPimc, y una cuarta categoria de moléculas de deteccidén que es capaz de detectar un
SNPimc, como por ejemplo al menos uno de rs3817334, rs10767664, rs2241423, rs7359397, rs7190603, rs571312,
rs29941, rs2287019, rs2815752, rs713586, rs2867125, rs9816226, rs10938397 y rs1558902.

Aun otro aspecto de la presente invenciéon proporciona un dispositivo de ensayo que comprende una fase sdlida
sobre la que hay inmovilizadas al menos dos categorias diferentes de ligando, donde:

- la primera categoria de dichos ligandos se une especificamente a al menos tres biomarcadores de CaP de tipo
calicreina e incluye una diversidad de ligandos diferentes que se unen especificamente a cada uno de una
diversidad de diferentes biomarcadores de CaP de tipo calicreina, que incluyen al menos uno de PSA, iPSA, tPSA,
fPSA y hK2 y, opcionalmente, MSMB y/o MIC-1; y

- la segunda categoria de dichos ligandos se une especificamente a una diversidad de SNPcp e incluye una
diversidad de ligandos diferentes que se unen especificamente a cada uno de una diversidad de SNPcp diferentes y
donde la diversidad de SNPcp comprende al menos 70 SNPcp seleccionados de entre las listas de SNP de la tabla |
o la tabla Il.

En una realizacion del dispositivo de ensayo, la fase solida ademas tiene una tercera categoria de ligandos
inmovilizados que se unen especificamente a un SNPbm y que incluyen uno o una diversidad de ligandos diferentes
que se unen especificamente a uno o a cada uno de una diversidad de SNPbm diferentes, seleccionados de entre al
menos uno de rs1227732, rs3213764, rs1354774, rs2736098, rs401681, rs10788160, rs11067228, rs1363120,
rs888663 y rs1054564.

En una realizacién adicional del dispositivo de ensayo, la fase sélida ademas tiene una cuarta categoria de ligandos
inmovilizados que se unen especificamente a un SNPimc, y que incluyen uno o una diversidad de ligandos
diferentes que se unen especificamente a uno o a cada uno de una diversidad de SNPimc diferentes, seleccionados
de entre al menos uno de rs3817334, rs10767664, rs2241423, rs7359397, rs7190603, rs571312, rs29941,
rs2287019, rs2815752, rs713586, rs2867125, rs9816226, rs10938397 y rs1558902.

Aun otro aspecto de la invencién proporciona un programa informatico que se puede cargar directamente en la
memoria interna de un ordenador digital, donde el programa informatico comprende medios de cédigo de software
para realizar al menos la etapa 3 (es decir, combinar los datos relativos a dicha categoria de biomarcadores de CaP
para formar un valor compuesto de biomarcadores), la etapa 4 (es decir, combinar los datos relativos a dicha
categoria de SNPcp para formar un valor compuesto de SNPcp), la etapa 5 (es decir, combinar el valor compuesto
de biomarcadores y el valor compuesto de SNPcp para formar un valor compuesto global) y/o la etapa 6
(correlacionar dicho valor compuesto global con la presencia o no presencia de CaP agresivo en dicho individuo
comparando el valor compuesto global con un valor de corte predeterminado establecido con muestras de control de
CaP agresivo conocido y diagnéstico de enfermedad benigna) del procedimiento descrito anteriormente para indicar
la presencia o no presencia de cancer de préstata agresivo en un individuo; como por ejemplo la etapa 1 (es decir,
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proporcionar al menos una muestra bioldgica de dicho individuo), etapa 2 (en la muestra bioldgica, analizar una
categoria de biomarcadores de CaP midiendo la presencia o la concentracién de cada uno de una diversidad de
biomarcadores de CaP y analizar una categoria de SNPcp midiendo la presencia o ausencia de cada uno de una
diversidad de SNPcp), etapas 3, 4, 5y 6 de dicho procedimiento.

En una realizacion, el programa informatico ademas comprende medios de cédigo de software para analizar una
categoria de SNPbm midiendo la presencia o ausencia de al menos un SNPbm.

En otra realizacion, el programa informatico ademas comprende medios de cédigo de software para analizar una
categoria de SNPimc midiendo la presencia o ausencia de al menos un SNPimc.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona un aparato que comprende un dispositivo de ensayo como se
describe anteriormente y el correspondiente programa informatico como se describe anteriormente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

En la figura 1 se muestran las curvas ROC para el modelo lineal del ejemplo 1 que ilustra la diferencia en el
rendimiento entre PSA (101) y un modelo multiparamétrico (102) en la prediccién del CaPa.

En la figura 2 se muestra un ejemplo de un arbol de decision para predecir si un sujeto debe ser remitido para una
biopsia.

En la figura 3 se muestran las curvas ROC para el modelo lineal del ejemplo 1 que ilustra la diferencia en el
rendimiento entre PSA (301) y un modelo multiparamétrico (302) en la prediccion del CaPa en individuos con un
valor de IMC superior a 25.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Para los fines de esta solicitud y por claridad, se hacen las siguientes definiciones:

El término «PSA» se refiere al antigeno prostatico especifico sérico en general. PSA existe en diferentes formas,
donde el término «PSA libre» se refiere a PSA que no esta unido o no se une a otra molécula, el término «PSA
unido» se refiere a PSA que se une o forma complejo con otra molécula y finalmente el término «PSA total» se
refiere a la suma del PSA libre y el PSA unido (en complejo). El término «PSA F/T» es la relacion entre PSA no
unido y PSA total. Existen también derivados moleculares de PSA, donde el término «proPSA» se refiere a una
forma precursora inactiva de PSA y «PSA intacto» se refiere a una forma adicional de proPSA que se encuentra
intacta o inactiva.

El término «ensayo diagndstico» se refiere a la deteccién de la presencia o naturaleza de una condicion patolégica.
Se puede usar de forma intercambiable con el término «procedimiento diagndstico». Los ensayos diagndsticos
difieren en cuanto a sensibilidad y especificidad.

Una medida de la utilidad de una herramienta diagnostica es el «area bajo la curva de caracteristicas operativas del
receptor», que se conoce habitualmente como estadistica ROC-AUC. Esta medida ampliamente aceptada tiene en
cuenta tanto la sensibilidad como la especificidad de la herramienta. La medida ROC-AUC oscila normalmente entre
0,5 y 1,0, donde un valor de 0,5 indica que la herramienta no tiene valor diagndstico y un valor de 1,0 indica que la
herramienta tiene un 100 % de sensibilidad y 100 % de especificidad.

El término «sensibilidad» se refiere a la proporcién de todos los sujetos con CaP que son identificados
correctamente como tales (lo que equivale al numero de verdaderos positivos dividido entre la suma del numero de
verdaderos positivos y falsos positivos).

El término «especificidad» se refiere a la proporcion de todos los sujetos sanos con respecto al CaP (es decir, que
no padecen CaP) que son identificados correctamente como tales (lo que equivale al niumero de verdaderos
negativos dividido entre la suma del niumero de verdaderos negativos y falsos negativos).

El término «biomarcador» se refiere a una proteina, una parte de una proteina, un péptido o un polipéptido, que se
puede usar como un marcador biolégico, por ejemplo, para fines diagnésticos.

El término «biomarcador de tipo calicreina» se refiere a biomarcadores proteicos que pertenecen o estan

relacionados con la familia de proteinas de la calicreina, que incluye, pero sin limitaciones, el antigeno prostatico
especifico (PSA) en forma libre o en forma de complejo, pro PSA (un conjunto de isoformas de PSA) y, en particular,
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la forma truncada (-2) pro PSA, PSA intacto, fosfatasa acida prostatica (PAP) humana y calicreina 2 humana
(abreviado hK2, HK2 o hk2 en la presente solicitud).

El término «polimorfismo de un solo nucleétido» (SNP) se refiere a las propiedades genéticas de un locus definido
en el cédigo genético de un individuo. Un SNP puede estar relacionado con un mayor riesgo de CaP por lo que se
puede usar para evaluaciones diagndsticas y prondsticas de un individuo. La base de datos Single Nucleotide
Polymorphism Database (dbSNP) es un archivo de la variacion genética dentro y a lo largo de diferentes especies
desarrollado y gestionado por el National Center for Biotechnology Information (NCBI) en colaboracion con el
National Human Genome Research Institute (NHGRI), ambos ubicados en EE. UU. Aunque el nombre de la base de
datos implica Unicamente una recopilaciéon de una clase de polimorfismos (es decir, polimorfismos de un solo
nucleétido [SNP]), contiene de hecho una serie de variaciones moleculares. Cada registro exclusivo de SNP enviado
recibe un ndmero de ID de SNP de referencia («rs#»; «grupo de refSNP»). En esta solicitud, los SNP se identifican
principalmente usando numeros rs#. En consecuencia, dentro de la presente solicitud, SNP se usa para hacer
referencia a la serie de variaciones moleculares incluidas en la dbSNP, y no solo a los polimorfismos de un solo
nuclestido. Para los fines de la presente solicitud, el término «SNP» y los «SNP» se pueden usar de manera
intercambiable para describir el singular y/o el plural del «polimorfismo de un solo nucleétido».

El término «indice de masa corporal» (IMC) se refiere a un indicador heuristico de la grasa corporal humana en
relacion con el peso y estatura de un individuo, segun la formula IMC = peso / (estatura * estatura), donde «peso» es
el peso de un individuo expresado en kilogramos y «estatura» es la estatura de un individuo expresado en metros.
Un valor de IMC normal saludable se considera que esta tipicamente dentro del intervalo de 18,5 a 25 y se
considera normalmente que los individuos que tienen un IMC > 30 son obesos.

El término «cancer de préstata agresivo» (CaPa) se refiere a una afeccion mas grave que la enfermedad promedio
de cancer de prostata. ElI CaPa se puede definir de diferentes formas, que incluyen, pero sin limitaciones, (a) cancer
de préstata con una puntuacién de Gleason de 7 o superior, (b) cancer de préstata en estadio tumoral de tres o
superior, (c) cancer de préstata en un individuo que tiene un valor de PSA superior a 10 ng/mL, (d) un individuo que
tiene un valor de PSA aumentado (tiempo de duplicacion inferior a un afio) y (e) analisis de imagenes asistido por
ordenador (p. ej., tomografia por emision de positrones (PET) o tomografia computarizada por emision de foton
unico (SPECT) o tomografia computarizada por rayos X (TC) o resonancia magnética (RM) o ecografia, o cualquier
otro tipo de analisis de imagenes asistido por ordenador) indicativo de un tamafio de tumor en el cuartil superior de
la poblacion de pacientes.

El término «antecedentes patoldgicos» se refiere a la informacion relacionada con exploraciones, diagndsticos y/o
tratamientos para cualquier cancer histéricos. Un ejemplo no limitante de antecedentes patoldgicos es si se ha
examinado previamente a un sujeto por la presencia de CaP por medio de una biopsia de prostata.

El término «categoria de parametros» se refiere a un grupo o una familia de parametros relacionados, como por
ejemplo biomarcadores relacionados o SNP relacionados, que son parcial o completamente redundantes en
términos de rendimiento predictivo. Un ejemplo de categoria de parametros son los «biomarcadores de tipo
calicreina», una categoria que incluye por ejemplo PSA, PSA total (tPSA), PSA intacto (iPSA), PSA libre (fPSA) y
hk2. Otro ejemplo de categoria de parametros es «SNP relacionado con IMC», una categoria que incluye los SNP
que estan relacionados con el IMC de un individuo. En los modelos de prediccion de la presente invencion, puede
ser suficiente tener resultados de mediciones (datos) de un subconjunto de los miembros de cada categoria, de
modo que esté representada cada categoria en el modelo de prediccion, aunque usando solo un subconjunto de los
miembros de las respectivas categorias. El término «categoria de parametros» a veces se denomina unicamente
«categoria» en la presente solicitud.

El término «valor compuesto» se refiere a la combinacion de datos relacionados con una categoria de parametros
dentro de un valor representativo de dicha categoria de parametros. La combinacion de datos se puede realizar
normalmente segin una o0 mas ecuaciones predeterminadas. Un valor compuesto es el resultado de la combinacion
de datos seglin una o mas ecuaciones predeterminadas. Las ecuaciones diferentes son aplicables a diferentes
resultados de mediciones (es decir, datos), dependiendo de para qué subconjuntos de los miembros de la categoria
de parametros estan disponibles esos datos. Un ejemplo no limitante de un procedimiento para formar un valor
compuesto de una categoria de parametros en particular es usar el promedio de los resultados disponibles para los
miembros de dicha categoria. El término «valor compuesto» a veces se denomina «puntuacién» en la presente
solicitud. Un ejemplo no limitante de un valor compuesto es «valor compuesto del biomarcador». Otro ejemplo no
limitante de un valor compuesto es «valor compuesto genético» (0 «puntuacion genética») y mas especificamente,
«valor compuesto de SNP».
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El término «combinacion de datos disefiada de forma redundante» se refiere a una combinacioén de datos obtenida
mediante una diversidad de mediciones para formar un valor compuesto de una o mas categorias de parametros o
subconjunto de las mismas, donde la combinacién de datos se realiza de forma que un valor compuesto que
representa una categoria de parametros se puede generar en funcién de un subconjunto de datos de dicha
categoria, por ejemplo, donde algunos datos se omiten o son erréneos o en funcién del conjunto completo de datos
de dicha categoria.

El término «una diversidad» como se usa en la presente solicitud significa «dos 0 mas».

La presente invencion proporciona procedimientos diagndsticos para ayudar en la indicacién, estimacion, deteccion
y/o determinacion de la presencia o no presencia de cancer de prostata agresivo en un sujeto. La presente invencion
puede, si se desea, ajustarse a subpoblaciones definidas para aumentar el rendimiento y la utilidad de la invenciéon
en dicha subpoblacién. Incluso aunque la presente invencion se puede aplicar a la poblacién general de individuos
masculinos, es posible generar procedimientos diagndsticos para la deteccion de CaPa con rendimiento mejorado
para subpoblaciones definidas. Un ejemplo no limitante de una subpoblacion definida son individuos que tienen un
indice de masa corporal (IMC) alto, por ejemplo, IMC > 25 o IMC > 30 o IMC > 35. Otro ejemplo no limitante de una
subpoblacién definida son individuos que tienen un valor de PSA bajo, por ejemplo, PSA < 4 ng/mL o PSA < 3 ng/mL
0 PSA <2 ng/mL 0 PSA <1 ng/mL.

El principio basico de la invencion es el uso de combinaciones de biomarcadores e informacién genética de tal
manera que el uso combinatorio de la informacién evaluada sobre el individuo mejora la calidad del diagnéstico.

» Obtencion de los antecedentes familiares relativos al CaP de dicho paciente (categoria ANT).

» Obtencion de datos de la exploracion fisica del paciente, como peso, IMC, edad y similares (categoria DEF).

» Obtencion de diversas muestras bioldgicas de dicho paciente.

* Medir o cuantificar en dichas muestras biologicas la presencia o la concentracion de una diversidad de
biomarcadores definidos (categoria biomarcadores), seguido por la combinacion de datos relativos a dichos
biomarcadores para formar un valor compuesto de biomarcadores.

* Medir o cuantificar en dichas muestras biologicas el estado genético de dichos pacientes con respecto a una
diversidad de SNP definidos relacionados con el CaP (categoria SNPcp), midiendo o cuantificando la presencia o
ausencia de una diversidad de SNP definidos relacionados con el CaP (SNPcp) y seguido por la combinacién de los
datos obtenidos relativos a los SNP relacionados con el CaP para formar un valor compuesto de SNPcp.

» Medir o cuantificar en dichas muestras bioldgicas el estado genético de dichos pacientes con respecto a una
diversidad de SNP definidos relacionados con el nivel de expresion de biomarcadores o la concentracion de
biomarcadores (categoria SNPbm), midiendo o cuantificando la presencia o ausencia de una diversidad de SNP
definidos relacionados con el nivel de expresion de biomarcadores o la concentracién de biomarcadores (SNPbm)
para formar un valor compuesto de SNPbm.

* Medir o cuantificar en dichas muestras bioldgicas el estado genético de dichos pacientes con respecto a una
diversidad de SNP definidos relacionados con el indice de Masa Corporal (IMC) de dicho individuo (categoria
SNPimc), midiendo o cuantificando la presencia o ausencia de una diversidad de SNP definidos relacionados con el
IMC (SNPimc) para formar un valor compuesto de SNPimc.

» Combinar los datos de al menos dos de las categorias definidas anteriormente para formar un valor compuesto
global para su uso en la deteccién de cancer de préstata agresivo incipiente.

» Determinar mediante el uso de dicho valor compuesto global, solo o en combinacién con datos adicionales, si es
probable que el paciente sufra CaPa.

Mas en detalle, la etapa que comprende la obtencion de los antecedentes familiares incluye, pero sin limitaciones, la
identificacion de si algun familiar allegado varén (como el padre, hermano o hijo del paciente) sufre o ha sufrido CaP.

La informacion de la exploracion fisica del paciente se obtiene normalmente a través de una exploracién fisica
regular en la que se recaba la edad, peso, estatura, IMC y datos fisicos similares.

La obtencién de muestras bioldgicas de un paciente incluye, pero sin limitaciones, plasma, suero, ADN de leucocitos
periféricos y orina.

La cuantificacion de la presencia o la concentracion de biomarcadores en una muestra bioloégica se puede hacer de
muchas formas. Un procedimiento frecuente es el uso de ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzima (ELISA)
que utilizan anticuerpos y una curva de calibracion para evaluar la presencia y (si es posible) la concentracién de un
biomarcador seleccionado. Los ensayos de tipo ELISA son comunes y conocidos en la técnica, como resulta
evidente a partir de la publicacion «Association between saliva PSA and serum PSA in conditions with prostate
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adenocarcinoma» de Shiiki N y coautores, publicado en Biomarkers, 2011 Sep;16(6):498-503. Otro procedimiento
frecuente es el uso de un ensayo en micromatriz para la cuantificacién de la presencia o la concentracion de
biomarcadores en una muestra biolégica. Un ensayo en micromatriz tipico comprende un portaobjetos de vidrio
plano sobre el cual se adhiere en areas no solapantes de una cara del portaobjetos una diversidad de reactivos de
captura diferentes (normalmente un anticuerpo) cada uno disefiado para capturar especificamente un tipo de
biomarcador. Se deja que la muestra bioldgica entre en contacto, durante un periodo de tiempo definido, con el area
en donde se localizan dichos reactivos de captura, seguido por el lavado del area de reactivos de captura. En este
punto, en caso de que el biomarcador buscado estuviera presente en la muestra biolégica, el correspondiente
reactivo de captura habra capturado una fraccién del biomarcador buscado y lo mantendra adherido también al
portaobjeto de vidrio después del lavado. A continuacion, se afiade un juego de reactivos de deteccién al area de
reactivos de captura (que ahora mantienen unidos potencialmente los biomarcadores), siendo capaces dichos
reactivos de deteccion de (i) unirse al biomarcador cuando esta presente en el portaobjetos de vidrio y (ii) generar
una sefal detectable (normalmente a través de la conjugacién de un colorante fluorescente). Normalmente se
requiere afiadir al portaobjetos de vidrio un reactivo de deteccién por biomarcador. Existen muchos otros
procedimientos capaces de cuantificar la presencia o la concentracion de un biomarcador, lo que incluye, pero sin
limitaciones, ensayos de inmunoprecipitacion, ensayos de inmunofluorescencia, radioinmunoensayos y
espectrometria de masas usando desorcidn/ionizacion mediante laser asistida por matriz (MALDI), por mencionar
algunos ejemplos.

La cuantificacion de la presencia de SNP a través del andlisis de una muestra biolégica normalmente implica el
analisis mediante espectrometria de masas MALDI basado en extensiones de cebador especifico de alelo, incluso
aunque se pueden aplicar igualmente otros procedimientos. Esto se aplica a cualquier tipo de SNP, es decir, tanto
SNP relacionados con el CaP (SNPcp), SNP relacionados con el IMC (SNPimc), como SNP relacionados con la
expresion/concentracion de biomarcadores (SNPbm).

La combinacion de datos puede ser cualquier clase de combinacién algoritmica de resultados, como por ejemplo,
una combinacion lineal de datos donde la combinacion lineal mejora el rendimiento diagnéstico (por ejemplo, medido
usando ROC-AUC). Otra posible combinacién incluye una relacién polinomial no lineal.

Entre los biomarcadores adecuados para el diagnostico del CaPa se incluyen, pero sin limitaciones, antigeno
prostético especifico (PSA) tanto en forma libre como en forma de complejo, pro PSA (un conjunto de isoformas de
PSA) vy, en particular, la forma truncada (-2) pro PSA, PSA intacto, fosfatasa acida prostatica (PAP) humana,
calicreina 2 humana (hK2), antigeno temprano del cancer de prostata (EPCA), proteina secretora prostatica (PSP94,
también conocida como microseminoproteina-beta y MSMB), glutation S-transferasa m (GSTP1) y a-metilacil
coenzima A racemasa (AMACR). Entre los biomarcadores relacionados que pueden ser Utiles para mejorar la
exactitud diagndstica del procedimiento se incluye la citoquina inhibidora de macréfagos 1 (MIC-1, también conocida
como GDF-15).

Entre los SNP adecuados relacionados con el CaP se incluyen, pero sin limitaciones, rs12621278 (cromosoma 2,
locus 2q31.1), rs9364554 (cromosoma 6, locus 6g25.3), rs10486567 (cromosoma 7, locus 7p15.2), rs6465657
(cromosoma 7, locus 7qg21.3), rs2928679 (cromosoma 8, locus 8p21), rs6983561 (cromosoma 8, locus 8g24.21),
rs16901979 (cromosoma 8, locus 8g24.21), rs16902094 (cromosoma 8, locus 8q24.21), rs12418451 (cromosoma
11, locus 11913.2), rs4430796 (cromosoma 17, locus 17912), rs11649743 (cromosoma 17, locus 17q12), rs2735839
(cromosoma 19, locus 19913.33), rs9623117 (cromosoma 22, locus 22q13.1) y rs138213197 (cromosoma 17, locus
17921).

Entre los SNP adecuados relacionados con el CaP ademas se incluyen, pero sin limitaciones, rs11672691,
rs11704416, rs3863641, rs12130132, rs4245739, rs3771570, rs7611694, rs1894292, rs6869841, rs2018334,
rs16896742, rs2273669, rs1933488, rs11135910, rs3850699, rs11568818, rs1270884, rs8008270, rs4643253,
rs684232, rs11650494, rs7241993, rs6062509, rs1041449 y rs2405942.

Entre los SNP adecuados relacionados con el CaP ademas se incluyen, pero sin limitaciones, rs138213197 como se
describe en el articulo «Germline mutations in HOXB13 and prostate-cancer risk» de Ewing CM y coautores
publicado en N Engl J Med., 12 de enero de 2012;366(2):141-9, 1100delC (22912.1) e 1157T (22912.1) como se
describe en el articulo «A novel founder CHEK2 mutation is associated with increased prostate cancer risk» de
Cybulski C y coautores publicado en Cancer Res., 15 de abril de 2004; 64(8):2677-9 y 657 del 5 (8g21) como se
describe en el articulo «NBS1 is a prostate cancer susceptibility gene» de Cybulski C y coautores publicado en
Cancer Res., 15 de febrero de 2004; 64(4):1215-9.

Es posible definir una categoria de parametros como «SNP relacionados con CaP» que incluya SNP relacionados
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con CaP. Entre los miembros adecuados se incluyen (pero sin limitaciones) los SNP enumerados anteriormente. Un
subconjunto de los miembros de esta categoria seria suficiente para representar la categoria como tal en un modelo
predictivo.

Entre los SNP adecuados relacionados con otros procesos diferentes al CaP se incluyen, pero sin limitaciones,
rs3213764, rs1354774, rs2736098, rs401681, rs10788160 y rs11067228, estando todos ellos relacionados con el
nivel de expresion de PSA. Es posible definir una categoria de parametros como «SNP relacionados con la
concentracion de PSA» o «SNP relacionados con el nivel de expresion de PSA», que incluye SNP relacionados con
la concentracion o el nivel de expresion de PSA. Un subconjunto de los miembros de esta categoria seria suficiente
para representar la categoria como tal en un modelo predictivo. Los SNP rs3213764 y rs1354774 estan
especialmente relacionados con el nivel de expresién de PSA libre.

Entre los SNP adecuados relacionados con otros procesos diferentes al CaP se incluyen ademas, pero sin
limitaciones, rs1363120, rs888663, rs1227732 y rs1054564, estando todos ellos relacionados con el nivel de
expresion del biomarcador de citoquina de inflamacion MIC-1. Es posible definir una categoria de parametros como
«SNP relacionados con la concentracion de MIC-1» o «SNP relacionados con el nivel de expresion de MIC-1», que
incluye SNP relacionados con la concentracion o el nivel de expresion de MIC-1. Un subconjunto de los miembros
de esta categoria seria suficiente para representar la categoria como tal en un modelo predictivo.

Es posible definir una categoria de parametros como «SNP relacionados con la concentracion de biomarcador de
CaP» o «SNP relacionados con el nivel de expresion de biomarcador de CaP» que incluye SNP relacionados con la
concentracion o el nivel de expresion de biomarcadores relevantes como por ejemplo antigeno prostatico especifico
(PSA) en forma libre o en forma de complejo, pro PSA (un conjunto de isoformas de PSA) y, en particular, la forma
truncada (-2) pro PSA, PSA intacto, fosfatasa acida prostatica (PAP) humana, calicreina 2 humana (hK2), antigeno
temprano de cancer de préstata (EPCA), proteina secretora prostatica (PSP94, también conocida como
microseminoproteina-beta y MSMB), glutation S-transferasa m (GSTP1), a-metilacil coenzima A racemasa (AMACR)
y citoquina inhibidora de macréfagos 1 (MIC-1; también conocida como GDF-15). Un subconjunto de los miembros
de esta categoria seria suficiente para representar la categoria como tal en un modelo predictivo.

Entre los SNP adecuados relacionados con otros procesos diferentes al CaP ademas se incluyen, pero sin
limitaciones, rs3817334, rs10767664, rs2241423, rs7359397, rs7190603, rs571312, rs29941, rs2287019, rs2815752,
rs713586, rs2867125, rs9816226, rs10938397 y rs1558902, estando todos ellos relacionados con el IMC de un
individuo. Otro SNP adecuado relacionado con el IMC se describe en el articulo «Contribution of 32 GWAS-identified
common variants to severe obesity in European adults referred for bariatric surgery» de Magi y coautores publicado
en PLoS One. 7 de agosto de 2013; 8(8):e70735. Es posible definir una categoria de parametros como «SNP
relacionados con el nivel de expresion del IMC» que incluya SNP relacionados con el IMC del individuo. Un
subconjunto de los miembros de esta categoria seria suficiente para representar la categoria como tal en un modelo
predictivo.

Un conjunto preferido de SNP usado en la evaluacién de la presencia o no presencia de cancer de prostata agresivo
en un sujeto es rs582598, rs439378, rs2207790, rs1046011, rs10458360, rs7525167, rs10489871, rs7529518,
rs4245739, rs4512641, rs10178804, rs11900952, rs1873555, rs10191478, rs6755901, rs6545962, rs721048,
rs2710647, rs12612891, rs2028900, rs1009, rs12233245, rs6760417, rs10496470, rs10199796, rs12475433,
rs16860513, rs12151618, rs3765065, rs13017302, rs12988652, rs871688, rs749264, rs3771570, rs4346531,
rs6770955, rs12637074, rs2660753, rs13319878, rs6437715, rs2162185, rs1515542, rs2270785, rs9830294,
rs1439024, rs6762443, rs888507, rs6794467, rs12490248, rs1477886, rs4833103, rs3796547, rs17779822,
rs2366711, rs16849146, rs1894292, rs12640320, rs3805284, rs12500426, rs4699312, rs17021918, rs7679673,
rs2047408, rs2647262, rs12506850, rs7658048, rs2078277, rs12505546, rs13113975, rs4246742, rs2736098,
rs401681, rs11134144, rs10060513, rs40485, rs2087724, rs1482679, rs16901841, rs1295683, rs2070874,
rs7752029, rs2018334, rs9358913, rs1140809, rs409558, rs3096702, rs9267911, rs2025645, rs9359428,
rs6569371, rs2813532, rs1933488, rs712242, rs6934898, rs9456490, rs651164, rs3120137, rs9364554, rs9457937,
rs10486562, rs10807843, rs7801918, rs6962297, rs2465796, rs6957416, rs7777631, rs2272316, rs6961773,
rs2132276, rs13265330, rs16887736, rs2911756, rs2272668, rs2339654, rs1380862, rs9297746, rs12543663,
rs10086908, rs16901922, rs1016343, rs17832285, rs16901979, rs4871779, rs10107982, rs16902094, rs620861,
rs17467139, rs6983267, rs9297756, rs10094059, rs7818556, rs1992833, rs986472, rs12552397, rs4273907,
rs4237185, rs753032, rs11253002, rs2386841, rs10795841, rs10508422, rs7075945, rs10508678, rs539357,
rs10826398, rs3818714, rs7090755, rs10993994, rs4382847, rs1891158, rs10887926, rs10788160, rs6579002,
rs10832514, rs7358335, rs1944047, rs3019779, rs10896437, rs12793759, rs7106762, rs7102758, rs2449600,
rs585197, rs2509867, rs11568818, rs7125415, rs11601037, rs11222496, rs4570588, rs6489721, rs3213764,
rs17395631, rs4423250, rs11168936, rs10875943, rs3759129, rs902774, rs1827611, rs4760442, rs11610799,
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rs6539333, rs11067228, rs7485441, rs6489794, rs4119478, rs17070292, rs2293710, rs17256058, rs1950198,
rs2331780, rs7141529, rs12880777, rs17123359, rs785437, rs524908, rs12903579, rs7178085, rs7164364,
rs896615, rs11634741, rs9972541, rs12594014, rs11631109, rs1558902, rs8044335, rs2738571, rs885479,
rs385894, rs684232, rs4925094, rs17138478, rs11649743, rs2107131, rs7213769, rs12946864, rs306801,
rs138213197, rs1863610, rs17224342, rs9911515, rs12947919, rs966304, rs17744022, rs7234917, rs1943821,
rs2227270, rs1363120, rs888663, rs1227732, rs1054564, rs4806120, rs11672691, rs758643, rs3745233,
rs6509345, rs2659051, rs2735839, rs1354774, rs2691274, rs6090461, rs2297434, rs6062509, rs2315654,
rs2823118, rs2838053, rs398146, rs16988279, rs2269640, rs4822763, rs132774, rs747745, rs5978944, rs6530238,
rs5934705, rs5935063, rs4830488, rs17318620, rs5945619, rs5945637, rs11091768, rs2473057, rs5918762,
rs4844228, rs6625760 y rs17324573 (tabla 1). Incluso aunque es preferible el uso de la lista completa, cualquier
subconjunto de esta lista es adecuado para su uso en la evaluacion de la presencia o no presencia de cancer de
prostata agresivo en un sujeto. Los SNP de la lista (todos o un subconjunto que comprende aproximadamente el 95
%, 0 el 90 %, o el 85 %, o el 80 %, o el 75 %, o el 70 % de los SNP de esta lista) se pueden colocar en el mismo
soporte solido, por ejemplo, el mismo portaobjetos de vidrio, para la detecciéon simultanea en un instrumento
analitico adecuado.

Como se ha discutido previamente, la evaluacién del rendimiento de la eficiencia del cribado del CaP es dificil.
Aunque las caracteristicas de ROC-AUC proporcionan cierta informacioén relativa al rendimiento, son deseables
procedimientos adicionales. Un método alternativo para evaluar el rendimiento del cribado del CaP es calcular el
porcentaje de biopsias positivas a un nivel dado de sensibilidad y comparar el rendimiento del cribado usando solo
PSA con cualquier nuevo procedimiento de cribado. Esto sin embargo requiere que el rendimiento del PSA se defina
de forma exacta.

Un ejemplo de evaluacion del rendimiento del cribado de PSA ha sido descrito por IM Thompson y coautores en el
articulo «Assessing prostate cancer risk: results from the Prostate Cancer Prevention Trial» publicado en J Natl
Cancer Inst., 19 de abril de 2006; 98(8):529-34. En este articulo, los datos de biopsias de prostata de los hombres
que participaron en el ensayo clinico de prevencion del cancer de préstata (PCPT) se utilizaron para determinar la
sensibilidad del PSA. En total se incluyeron 5519 varones del grupo de placebo del PCPT que se sometieron a
biopsia de préstata tenian al menos una medicidon del PSA y se les habia realizado un tacto rectal durante el afio
previo a la biopsia, y contaban con al menos dos mediciones de PSA realizadas durante los 3 afos previos a la
biopsia de préstata. En este articulo se describe que si se usa un valor de PSA de 3 ng/mL como valor de corte, se
omitira aproximadamente el 41 % de los canceres de alto grado (es decir, canceres con una puntuaciéon de Gleason
de 7 0 mas).

Se ha descrito un segundo analisis usando la misma poblaciéon de estudio por IM Thompson y coautores en el
articulo «Operating characteristics of prostate-specific antigen in men with an initial PSA level of 3.0 ng/mL or lower»
publicado en JAMA, 6 de julio de 2005; 294(1):66-70.

En este articulo, los autores presentan una estimacion de la sensibilidad y la especificidad de PSA para todos los
canceres de prostata, Gleason 7+ y Gleason 8+. Cuando se utilizé 3,1 ng/mL como valor de corte de PSA para
biopsias, se estimaron una sensibilidad del 56,7 % y una especificidad del 82,3 % para tumores Gleason 7+. En este
articulo, los autores concluyeron que no existe punto de corte de PSA con una sensibilidad alta y una especificad
alta simultdneamente para controlar el cancer de préstata en varones sanos, sino mas bien un continuo de riesgo de
cancer de prostata en todos los valores de PSA. Esto ilustra la complicacion que surge con el PSA como prueba de
cribado a la vez que se sigue reconociendo la conexion del PSA con el cancer de préstata.

Una consecuencia inevitable de las dificultadas en la obtencion de estimaciones exactas y comparables del
rendimiento predictivo de cualquier modelo diagnostico o prondstico dado en el cribado del CaP es que cuando se
calcula la mejora relativa de un nuevo procedimiento en comparacion con el uso solo de PSA, la mejora relativa
calculada variara dependiendo de muchos factores. Un factor importante que influye en la mejora relativa calculada
es la forma en la que se obtiene el grupo control (es decir, negativos conocidos). Puesto que no es ético realizar
biopsias a sujetos para los que no existen indicaciones de CaP, el grupo control sera seleccionado con sesgo. Por
tanto, la mejora relativa de un procedimiento nuevo dependera de cémo se seleccioné el grupo control y existen
muchos procedimientos bien conocidos para seleccionar grupos control. Cualquier mejora estimada documentada
debe considerarse, por tanto, a la luz de tal variacién. Segun nuestra experiencia, estimamos que si se documenta
que la mejora relativa de un procedimiento nuevo es del 15 % en comparacién con el valor de PSA solo usando un
procedimiento bien conocido para seleccionar el grupo control, dicho nuevo procedimiento seria al menos un 10 %
mejor que el valor de PSA solo usando cualquier otro procedimiento bien conocido para seleccionar el grupo control.

Para su uso generalizado en la sociedad, el rendimiento de un cribado debe cumplir con ventajas econémico-
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sanitarias razonables. Una estimacién aproximada es que un procedimiento de cribado con un rendimiento de
aproximadamente el 15 % mejor que el PSA (es decir, que evita el 15 % de las biopsias innecesarias) al mismo nivel
de sensibilidad (es decir, que detecta el mismo numero de canceres de prostata en la poblacion) tendria la
posibilidad de ser utilizado de forma generalizada al nivel de coste actual de los sistemas publicos de sanidad. Sin
embargo, para subpoblaciones definidas de individuos, un nuevo procedimiento de cribado puede tener también
ventajas econdémicas para mejoras mas pequefias en comparacion con el rendimiento del valor de PSA. Es de
destacar que, aunque se han hecho esfuerzos importantes por encontrar un modelo combinado para la estimacion
del riesgo de CaP (como se ilustra en varios de los documentos citados en esta solicitud de patente), ninguno de
dichos procedimientos combinados se usa actualmente de forma rutinaria en Europa. Por tanto, los procedimientos
multiparamétricos previos conocidos no cumplen los estandares socioecondémicos para ser Utiles en la atencion
sanitaria moderna. El procedimiento de la presente invencién tiene mejor rendimiento que los procedimientos
combinados presentados previamente y cumplen los requisitos de rendimiento socioecondmico para ser considerado
del todo por un sistema sanitario.

Un posible procedimiento para obtener un procedimiento de cribado para el CaPa que cumpla los requisitos para su
uso generalizado es combinar la informacion procedente de multiples fuentes. Desde un punto de vista general, esto
comprende combinar los valores obtenidos del analisis de biomarcadores (p. €j., valores de PSA), los perfiles
genéticos (p. e€j., el perfil de SNP), antecedentes familiares y otras fuentes. La combinacién como tal tiene la
posibilidad de producir una declaracion de diagnostico mejor que cualquiera de los factores incluidos por si solos. Se
han descrito en el pasado intentos por combinar los valores en un modelo multiparamétrico para producir mejores
declaraciones de diagnostico, como se describe en otra parte de la presente solicitud.

La combinacion de datos puede ser cualquier clase de combinacién algoritmica de resultados, como por ejemplo,
una combinacion lineal de datos donde la combinacidn lineal mejora el rendimiento diagnostico (por ejemplo, medido
usando ROC-AUC). Otros métodos posibles de combinacién en un modelo capaz de producir una estimacion
diagnéstica incluyen (pero sin limitaciones) polinomiales no lineales, maquinas de vectores de soporte, clasificadores
basados en redes neuronales, analisis discriminatorio, bosque aleatorio, potenciacién de gradiente, minimos
cuadrados parciales, regresion contraida, lasso, redes elasticas, k vecinos mas proximos. Asimismo, en el libro «The
Elements of Statistical Learning: Data Mining, Inference, and Prediction, Second Edition» de T Hastie, R Tibshirani y
J Friedman publicado por Springer Series in Statistics, ISBN 978-0387848570 se describen muchos métodos
adecuados de combinacion de datos para predecir o clasificar un resultado en particular.

El algoritmo que transforma los datos de las diferentes categorias en un unico valor indicativo de si el paciente tiene
probabilidad de sufrir un CaPa es preferiblemente una funcién lineal, donde la dependencia de las diferentes
categorias se emplea para aumentar adicionalmente el rendimiento diagnéstico del procedimiento. Por ejemplo, una
dependencia importante es el nivel medido de un biomarcador seleccionado combinado con cualquier marcador
genético asociado relacionado con el nivel de expresiéon esperado de dicho biomarcador. En casos en los que se
encuentre una concentracion elevada del biomarcador en una muestra de un paciente y al mismo tiempo dicho
paciente esté genéticamente predispuesto a tener niveles bajos de dichos biomarcadores, la importancia del nivel
elevado de biomarcador se incrementa. Del mismo modo, si el nivel de un biomarcador es claramente inferior al
normal en un paciente que esta genéticamente predispuesto a tener niveles altos de dichos biomarcadores, el
hallazgo contradictorio incrementa la importancia de la interpretacion del nivel de biomarcadores. El algoritmo
utilizado para predecir el riesgo de CaP agresivo puede beneficiarse del uso de variables transformadas, por
ejemplo, mediante el uso del valor de log10(PSA). La transformacién es especialmente beneficiosa para variables
con una distribuciéon que se desvia claramente de la distribucién normal. Las posibles transformaciones de variables
incluyen, pero sin limitaciones, logaritmo, inversa, cuadrado y raiz cuadrada. Es ademas frecuente centrar cada
variable a media cero y varianza uno.

Aunque la combinacién de datos puede realizarse de diferentes formas, un procedimiento tipico de acuerdo con la
presente invencion puede ilustrarse de la siguiente forma no limitante.

En un caso tipico, los datos relativos a biomarcadores pertenecientes a una categoria de parametros se combinaran
segun una ecuacion predeterminada para formar un valor compuesto que esta relacionado con el riesgo relacionado
con la categoria de parametros como tal. Un ejemplo no limitante es calcular el valor promedio de todos los valores
de mediciones disponibles (datos) de los miembros de una categoria de biomarcadores, y usar dicho valor promedio
como valor compuesto que representa dicha categoria de biomarcadores. Este procedimiento puede aplicarse
claramente con independencia de cuantos biomarcadores sean miembros que pertenecen a la categoria. Si solo se
dispone de los datos de uno de los biomarcadores incluidos en una categoria, se puede usar por si mismo para
representar a la categoria de biomarcadores. En el caso de biomarcadores, el valor medido usado frecuentemente
en la etapa de combinacién de datos es la concentracién de dicho biomarcador encontrado en la muestra bioldgica.
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Por ejemplo, para los biomarcadores PSA y HK2, esta es con mas frecuencia la concentracion de biomarcador en
una muestra de sangre expresada en ng/mL.

El céalculo de la puntuacion genética (es decir, el valor compuesto genético, o mas especificamente, el valor
compuesto de SNP) se basa normalmente en un cociente de probabilidades predeterminado para cada SNP
individual incluido en una categoria de parametros. Para cada SNP, se determina por anticipado el cociente de
probabilidades, es decir, la probabilidad de que un individuo portador de un SNP (es decir, que tiene el alelo de
riesgo definido por el SNP) tenga la enfermedad o afeccidon en estudio. La determinacion del cociente de
probabilidades para un SNP se realiza habitualmente en estudios prospectivos grandes que implican a miles de
sujetos con afecciones o enfermedades conocidas.

La puntuacion genética de un individuo puede calcularse, como ejemplo no limitante, segun el siguiente algoritmo:
para el individuo en analisis, cada SNP se procesa de la siguiente manera. Para cada SNP, el individuo puede portar
dos alelos de riesgo SNP (homocigoto positivo para dicho SNP), o un alelo de riesgo (heterocigoto positivo para
dicho SNP) o cero alelos de riesgo (homocigoto negativo para dicho SNP). El numero de alelos de un SNP se
multiplica por el logaritmo natural del cociente de probabilidades para dicho SNP para formar un valor de evaluacion
del riesgo para este SNP en particular. Esto significa que un individuo que es negativo para un SNP en particular (es
decir, tiene cero alelos de riesgo de SNP) no tendra ninguna contribucién al riesgo procedente de dicho SNP en
particular. Este procedimiento se repite para todos los SNP de los que se dispone de los datos de mediciones.
Cuando todos los valores de evaluacion del riesgo se han calculado, se calcula el promedio de la contribucién al
riesgo de los SNP de los que se dispone de los datos de medicidon y se usa como la puntuacion genética de dicho
individuo, es decir, el valor compuesto genético con respecto a una determinada categoria de SNP. Este
procedimiento puede aplicarse claramente con independencia de cuantos SNP sean miembros que pertenecen a la
categoria de SNP.

Para ilustrar adicionalmente un procedimiento tipico de acuerdo con la presente invencién, cuando se aplica a un
individuo, se hacen los siguientes supuestos. Se definen dos categorias de parametros, en primer lugar, una
categoria de biomarcadores proteicos (o categoria de biomarcadores) con los miembros Prot1 y Prot2, y en segundo
lugar, una categoria genética (o mas especificamente, una categoria de SNP) con los miembros Snp1, Snp2 y Snp3.
En un experimento en 100 individuos con la enfermedad E conocida y 100 individuos que se sabe no tienen la
enfermedad E, se establece la relacién de Prot1, Prot2, Snp1, Snp2 y Snp3 con la enfermedad E y se formula como
un valor compuesto de biomarcadores proteicos para Prot1 y Prot2, y un valor compuesto genético para Snp1, Snp2
y Snp3, y ademas un valor compuesto global que a su vez se relaciona con el riesgo de tener la enfermedad E. El
valor compuesto para la categoria de biomarcadores proteicos se calcula usando las siguientes ecuaciones
predeterminadas:

P = (Prot1 + Prot 2) / 3 [si se dispone de los datos relativos a ambos Prot 1 y Prot 2 (es decir, ambos valores
de los Prot1 y Prot2)]

P' = Prot1 [en caso de que solo se disponga de los datos relativos a Prot1 (es decir, el valor de Prot1)]
P" = Prot2 [en caso de que solo se disponga de los datos relativos a Prot2 (es decir, el valor de Prot2)]

Por tanto, en este caso hipotético se encontré en el experimento que (a) Prot1 y Prot2 tienen la misma escala y (b) el
valor de Prot2 tiene el doble de importancia para la evaluacién si un individuo tiene la enfermedad E que Prot1. Si
solo se dispone de los datos de uno de los biomarcadores proteicos, se puede usar por si mismo para representar a
la categoria de biomarcadores proteicos.

Los cocientes de probabilidades para los miembros de la categoria genética se han determinado de antemano y
fueron los siguientes: Snp1 = 1,1; Snp2 = 1,2 y Snp3 = 1,3. El valor compuesto para la categoria genética se calcula
como la puntuacién genética descrita anteriormente.

El valor compuesto de biomarcadores proteicos y la puntuacién genética (que en este caso es equivalente al valor
compuesto de la categoria genética, o al valor compuesto de SNP) se combinan después en un valor compuesto
global segun la siguiente ecuacién predeterminada:

Y =P + 10* puntuacién
donde Y esta relacionado con el riesgo de tener la enfermedad E, P es el valor compuesto de biomarcadores

proteicos (y P puede estar sustituido por P' o P" como se define anteriormente) y «puntuaciéon» es la puntuacion
genética. Todas las ecuaciones deben desarrollarse en funcién de un grupo grande de individuos (en este caso
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hipotético, los 100 + 100 individuos) en el que se deriva la relacion entre Y y la enfermedad o afeccidn en estudio. En
este caso hipotético se asume que si Y > 5, el riesgo de que el individuo tenga la enfermedad E es elevado y si Y >
10, el riesgo es muy alto.

Ahora se asume que se esta analizando Prot1, Prot2, Snp1, Snp2 y Snp3 en un primer individuo A. En este caso en
particular, se hicieron con éxito todas las mediciones y produjeron los siguientes resultados:

Prot1 = 3 ng/mL

Prot2 = 6 ng/mL

Snp1 = homocigoto negativo, es decir, sin alelos de riesgo = 0
Snp2 = heterocigoto positivo, es decir, un alelo de riesgo = 1
Snp3 = homocigoto positivo, es decir, dos alelos de riesgo = 2

El valor compuesto para la categoria de biomarcadores proteicos serd en este caso P = (3 + 2*6)/3 = 5. El valor
compuesto para la categoria genética, también conocida como puntuacion genética, es puntuacion =
(0*log(1,1)+1*log(1,2)+2*log(1,3))/3 = 0,2357. El valor compuesto global es Y =5 + 10 * 0,2357 = 7,357. Por tanto,
se estima que el riesgo de que el individuo A tenga la enfermedad E es elevado pero no muy alto.

Ahora se asume ademas que se esta analizando Prot1, Prot2, Snp1, Snp2 y Snp3 en un segundo individuo B. En
este caso en particular, se hicieron tres mediciones con éxito y produjeron los siguientes resultados:

Prot1 = 2 ng/mL

Prot2 = DATOS NO DISPONIBLES

Snp1 = homocigoto positivo, es decir, dos alelos de riesgo = 2
Snp2 = DATOS NO DISPONIBLES

Snp3 = heterocigoto positivo, es decir, un alelo de riesgo = 1

El valor compuesto para la categoria de biomarcadores proteicos serd en este caso P' = 2, porque solo se dispone
de los resultados de Prot1. El valor compuesto para la categoria genética, también conocida como puntuacion
genética, es puntuacion = (2*log(1,1)+1*log(1,3))/2 = 0,2264. El valor compuesto global es Y = 2 + 10 * 0,2264 =
4,264. Por tanto, se estima que el riesgo de que el individuo B tenga la enfermedad E es bajo.

Por lo general, en modelos que predicen el riesgo de desarrollar CaPa, existe a menudo uno o dos valores de corte
definidos. La eleccion del valor de corte (o nivel de corte) depende de muchos factores, que incluyen, pero sin
limitaciones, el riesgo de la enfermedad como tal y el riesgo asociado con diagnosticar de forma inexacta como
positivo a un individuo que no tiene la enfermedad (falso positivo). En el caso general, un modelo predictivo
habitualmente es una funcién monoténica Y = f(x1, x2, ... ,xN) donde el riesgo estimado de tener la enfermedad se
correlaciona con el valor creciente de Y. Esto significa que si el valor de corte se establece a un nivel bajo, la prueba
producira un gran numero de resultados falsos positivos, pero por otro lado, detectara a la mayoria de los individuos
que tienen realmente la enfermedad. Si el nivel de corte se establece a un valor alto ocurre lo contrario, donde los
individuos que tienen un valor de Y por encima del nivel de corte tendran la enfermedad con una probabilidad muy
alta, pero un gran numero de individuos con la enfermedad recibiran un resultado negativo de la prueba (es decir, un
gran numero de resultados falsos negativos). La eleccién del nivel de corte depende de muchos factores, incluido el
resultado socio-econdmico de equilibrar (a) los individuos en los que no se detecta la enfermedad y (b) los individuos
tratados que no tienen la enfermedad.

Cuando se aplica en la practica, ocurrird ocasionalmente que una o algunas mediciones fallaran debido a, por
ejemplo, problemas técnicos imprevistos, un error humano o cualquier otro motivo imprevisto o poco frecuente. En
tales casos, el conjunto de datos obtenidos de un individuo estara incompleto. Normalmente, dicho conjunto de
datos incompleto seria dificil o incluso imposible de evaluar. No obstante, la presente invencidon se basa en
mediciones de un gran numero de caracteristicas de las cuales muchas son parcialmente redundantes. Esto
significa que también en el caso de individuos cuyo conjunto de datos esté incompleto, sera posible en muchos
casos realizar una evaluacién de alta calidad de acuerdo con la invencién. Esto es particularmente cierto dentro de
categorias, donde por ejemplo los biomarcadores de tipo calicreina estan correlacionados y son parcialmente
redundantes. Técnicamente es posible, por tanto, aplicar una estrategia algoritmica en dos etapas, donde la
contribucion de biomarcadores de tipo calicreina se resume en una puntuacion de calicreina (o valor de calicreina).
Esta puntuacioén de calicreina se combina en una segunda etapa con otros datos (tales como la puntuacién genética,
la edad y los antecedentes familiares, por mencionar algunos ejemplos no limitantes) para producir una declaracion
diagnostica o pronédstica de CaP. Se pueden implementar procedimientos similares en dos etapas para otras clases
de marcadores, tales como marcadores genéticos relacionados con el IMC o biomarcadores proteicos relacionados
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con la superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (una gran familia de proteinas reguladoras celulares
relacionadas estructuralmente en la que se incluye MIC-1), por mencionar dos ejemplos no limitantes.

El aspecto de la redundancia se puede expresar de muchas maneras diferentes. Una posible forma de implementar
el aspecto de la redundancia es definir un conjunto de biomarcadores que representen los biomarcadores
relacionados con una familia o campo comun. Un ejemplo no limitante de dicha familia o campo son los
biomarcadores de tipo calicreina. Se puede determinar mas de un conjunto (o categoria) definido de biomarcadores
y, ademas, se pueden aplicar incluso otros biomarcadores fuera de dicho conjunto. Normalmente, las categorias no
se solapan, es decir, cualquier biomarcador definido es miembro exclusivo de una categoria definida o se utiliza de
forma individual. A continuacion, se hace un intento de determinar la presencia o la concentracion de todos los
biomarcadores. En la mayoria de los casos, la determinacién de todos los biomarcadores tendra éxito, pero en
ocasiones no se dispondra de uno o algunos valores. Para inducir la solidez del modelo a valores no disponibles, es
posible definir un valor compuesto de la categoria de biomarcadores que se pueda determinar usando todos o un
subconjunto de los miembros de la categoria definida. Para trabajar en la practica, se requiere que los miembros de
la categoria definida de biomarcadores sean al menos parcialmente redundantes. En la etapa siguiente, el valor
compuesto de la categoria de biomarcadores se combina con otros valores de biomarcadores, otros valores
compuestos de categorias de biomarcadores (si se definen dos 0 mas categorias de biomarcadores), la puntuacién
genética relacionada con el riesgo de CaP, la puntuacién genética relacionada con otras caracteristicas (tales como
IMC o concentracién de biomarcadores, por mencionar dos ejemplos no limitantes), los antecedentes familiares, la
edad y otros portadores de informacion relacionada con el riesgo de CaP en un valor compuesto global. El valor
compuesto global se usa finalmente para la estimacion del riesgo de CaP.

El objetivo del valor compuesto de la categoria de biomarcadores es, por tanto, servir como valor intermedio que se
puede estimar usando datos incompletos. Supongamos que una categoria definida de biomarcadores comprende N
biomarcadores diferentes denominados B1, B2, B3, ... BN, todos relacionados con la familia B de biomarcadores. En
este caso, podria haber N modelos diferentes disponibles para calcular el valor compuesto C de biomarcadores de la
familia B:

C=fI(B1,B2, B3, ... BN)
C=1f2(B2,B3, ... BN)

C=13(Bl,B3, ... BN)

C = N(B1, B2, B3, ... BN-1)

Donde f1(), f2() ... fN() son funciones matematicas que usan los valores de los biomarcadores B1, ... BN como valor
de entrada y, en cierta manera, producen un unico valor de salida C que representa el valor compuesto de
biomarcadores de la familia B. Un ejemplo no limitante de las funciones f1(), ... fN() incluye combinaciones lineales
de los presentes argumentos. Con dicho conjunto de funciones multiples capaces de calcular C para todos los casos
de un unico valor de biomarcador no disponible, el calculo del valor compuesto global es menos sensible a los datos
que faltan. Se entiende que la estimacién de C podria ser de menos calidad cuando no todos los datos estan
presentes, pero aun pueden ser lo suficientemente buena para utilizarla en la evaluacién del riesgo de CaP. De este
modo, usando dicha estrategia, solo las determinaciones del biomarcador N-1 tienen que tener éxito para producir
una estimacién de C. Es posible ademas desarrollar estimaciones para cualquier nimero de datos perdidos, es
decir, si las determinaciones del biomarcador N-2 tienen que tener éxito, se podria desarrollar otro conjunto de
funciones f() y aplicarse a la estimacion de C.

Por tanto, con respecto a los biomarcadores de CaP, la presente invencion se refiere a un procedimiento que se
basa en una combinaciéon de datos disefiada de forma redundante, como se define en otra parte de la presente
solicitud. Mas especificamente, el procedimiento comprende medir la presencia o la concentracion de biomarcadores
de CaP al menos parcialmente redundantes, y donde al menos uno, como por ejemplo dos, de los biomarcadores de
CaP se selecciona de entre el grupo compuesto por (i) PSA, (ii) PSA total (tPSA), (iii) PSA intacto (iPSA), (iv) PSA
libre (fPSA) y (v) hK2. El procedimiento permite ignorar un subconjunto de al menos uno de los biomarcadores de
CaP (i)-(v) al formar el valor compuesto de biomarcadores. En otras palabras, el procedimiento permite que el valor
compuesto de biomarcadores se forme a partir de los datos relativos a menos de todos los biomarcadores de CaP
de la categoria de biomarcadores, mas especificamente, los datos relativos a un subconjunto de a lo sumo cuatro de
dichos biomarcadores de CaP. Como el experto apreciara, esto sera equivalente a un procedimiento en el que se
requieren los datos relativos a un subconjunto de a lo sumo cuatro de dichos biomarcadores de CaP para formar
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dicho valor compuesto de biomarcadores. Una ventaja del procedimiento de acuerdo con la presente invencion es
que la omision, falta o pérdida de los datos relativos a un subconjunto de dichos biomarcadores de CaP es aceptable
al formar el valor compuesto de biomarcadores.

Como el experto apreciara, la presente invencion incluye que el procedimiento comprenda la formacion del valor
compuesto de biomarcadores a partir de los datos relativos a todos los biomarcadores de la categoria de
biomarcadores, siempre que los datos relativos a todos los biomarcadores estén disponibles.

En una realizacion, el procedimiento permite ignorar un subconjunto de uno, dos, tres o cuatro de los biomarcadores
de CaP (i) PSA, (ii) PSA total (tPSA), (iii) PSA intacto (iPSA), (iv) PSA libre (fPSA) y (v) hK2. En otras palabras, el
procedimiento permite que dicho valor compuesto de biomarcadores se forme a partir de datos relativos a un
subconjunto de cuatro, tres, dos o uno de los biomarcadores de CaP (i)- (v), respectivamente.

Como se menciona previamente en la presente solicitud, el procedimiento puede comprender ademas analizar uno o
cada uno de una diversidad de categorias adicionales de biomarcadores de CaP, donde la combinacion de datos
para formar cada valor compuesto de biomarcadores adicional esta disefiada de forma redundante donde la
categoria adicional de biomarcadores de CaP comprende mas de un biomarcador de CaP. El procedimiento permite
ignorar un subconjunto de biomarcadores de CaP al formar el valor compuesto de biomarcadores. En otras palabras,
el procedimiento permite que el valor compuesto de biomarcadores se forme a partir de los datos relativos a menos
de todos los biomarcadores de CaP de la categoria adicional de biomarcadores, tales como los datos relativos a un
subconjunto del 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o 90 % de los biomarcadores de CaP de la
categoria adicional de biomarcadores de CaP. Como el experto apreciara, la presente invencion incluye que el
procedimiento comprenda la formacion de cada valor compuesto adicional de biomarcadores a partir de los datos
relativos a todos los biomarcadores de CaP de la categoria de biomarcadores de CaP, siempre que los datos
relativos a todos los biomarcadores de CaP estén disponibles.

Las puntuaciones de riesgo genético (es decir, puntuaciones genéticas o valores compuestos genéticos, mas en
particular, valores compuestos de SNP) son también insensibles a pérdidas pequefias de datos debido a, por
ejemplo, problemas técnicos imprevistos, error humano o cualquier otro motivo inesperado o poco frecuente. La
contribucién de un SNP a la puntuacion del riesgo normalmente no se correlaciona con ningun otro SNP. En el caso
de SNP, el cambio en el riesgo debido a cada SNP es pequefio, pero usando varios SNP relacionados con una
afeccion en concreto, el cambio en el riesgo para dicha afeccion se hace suficientemente grande como para afectar
al rendimiento del modelo. El nimero preferido de SNP para formar una puntuacion genética es de al menos 3 SNP,
preferiblemente 10 SNP, mas preferiblemente 25 SNP, ain mas preferiblemente 50 SNP, mas preferiblemente 60
SNP, aun mas preferiblemente 70 SNP, incluso mas preferiblemente 80 SNP, mas preferiblemente 90 SNP, incluso
mas preferiblemente 100 SNP, aun mas preferiblemente 150 SNP, incluso mas preferiblemente 200 SNP, aun mas
preferiblemente 250 y aun incluso mas preferiblemente 300 SNP. Esto significa que el impacto de cualquier SNP
individual sobre el resultado total normalmente es pequefio, y la omision de unos pocos SNP normalmente no
alterara en gran medida la evaluacion del riesgo por medio de la puntuaciéon genética global, es decir, no alterara
normalmente el valor compuesto de SNP de forma significativa. En el estado actual de la técnica, la pérdida de datos
tipica en las mediciones genéticas a gran escala es del orden del 1-2 %, lo que significa que si una puntuacion esta
compuesta de 100 SNP diferentes, la caracterizacion genética tipica de un individuo proporcionaria informacién
sobre 98-99 de estos SNP. El modelo presente como tal, como se descubre en el trabajo de la presente invencion,
puede sin embargo soportar una pérdida o falta de datos mas grande, como por ejemplo, 5-7 % de pérdida de
informacién, o 7-15 %, o incluso 15-30 %. En este sentido, la combinacién de datos relativos a SNPcp es al menos
parcialmente redundante.

En consecuencia, también con respecto a los marcadores genéticos (SNP), la presente invencion se refiere a un
procedimiento que se basa en una combinacion de datos disefiada de forma redundante, como se define en otra
parte de la presente solicitud. El procedimiento permite ignorar al menos el 5 % de los SNPcp al formar el valor
compuesto de SNP. En otras palabras, el procedimiento permite que el valor compuesto de SNPcp se forme a partir
de los datos relativos a menos de todos los SNPcp de la categoria de SNPcp, mas especificamente, los datos
relativos a un subconjunto de a lo sumo el 95 % de dichos SNPcp. Como el experto apreciara, esto sera equivalente
a un procedimiento en el que se requieren los datos relativos a un subconjunto de a lo sumo el 95 % de dichos
SNPcp para formar dicho valor compuesto de SNPcp. Una ventaja del procedimiento de acuerdo con la presente
invencion es que la omision, falta o pérdida de los datos relativos a un subconjunto de dichos SNPcp es aceptable al
formar el valor compuesto de SNPcp.

Como el experto apreciara, la presente invencion incluye que el procedimiento comprenda la formacion del valor
compuesto de SNPcp a partir de los datos relativos a todos los SNPcp de la categoria de SNPcp, siempre que los
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datos relativos a todos los SNPcp estén disponibles. De forma similar, la presente invencion incluye que el
procedimiento comprenda la formacion del valor compuesto de SNPcp a partir de los datos relativos a un
subconjunto del 99 %, 98 %, 97 % o 96 % de dichos SNPcp.

En una realizacién, el procedimiento permite ignorar el 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 % o 30 % de los
SNPcp al formar el valor compuesto de SNPcp. En otras palabras, el procedimiento permite que dicho valor
compuesto de SNPcp se forme a partir de los datos relativos a un subconjunto del 94 %, 93 %, 92 %, 91 %, 90 %,
85 %, 80 %, 75 % o0 70 % de los SNPcp, respectivamente.

Un ejemplo no limitante de dicha combinacion de datos disefiada de forma redundante es un calculo del promedio
del riesgo relacionado con cada SNP para el que existen datos de mediciones. Otro ejemplo no limitante de dicha
combinacién de datos disefiada de forma redundante es proporcionar varias ecuaciones independientes para
calcular el valor compuesto, una ecuacion para cada subconjunto de datos que se puede usar para producir dicho
valor compuesto.

Un procedimiento adecuado para asociar un SNP con una afeccién (por ejemplo CaP o IMC >25 o concentracion
elevada del biomarcador hk2 en sangre) se ha descrito en el articulo «Blood Biomarker Levels to Aid Discovery of
Cancer-Related Single-Nucleotide Polymorphisms: Kallikreins and Prostate Cancer» de Robert Klein y coautores
publicado en Cancer Prev Res 2010; 3:611-619. En este articulo, los autores describen cémo se podria asociar el
SNP rs2735839 a un valor elevado de (PSA libre)/(PSA total). Ademas, se podria asociar el SNP rs10993994 con el
riesgo elevado de CaP, el valor elevado de PSA total, el valor elevado de PSA libre y el valor elevado de hk2, y
finalmente, SNP rs198977 se asocid con el riesgo elevado de CaP, el valor elevado de (PSA libre)/(PSA total) y el
valor elevado de hk2.

En la practica, un procedimiento comun para asociar un SNP con una afeccion se basa en el acceso a un ensayo
clinico de casos y controles en el que se comparan dos grupos grandes de individuos, un grupo de controles sanos y
un grupo de casos que padecen la afeccion en estudio. Se obtiene el genotipo para la mayoria de los SNP comunes
conocidos de todos los individuos de cada grupo. Cuando se dispone de todos los datos de genotipado, se investiga
si la frecuencia de los alelos esta alterado de forma significativa entre el grupo de casos y el grupo de controles. En
dicha configuracion, la unidad tipica para la notificacion de tamafos del efecto es el cociente de probabilidades. El
cociente de probabilidades proporciona informacion sobre el cociente entre dos proporciones: la proporcién de
individuos del grupo de casos que tienen un alelo especifico y la proporcién de individuos del grupo de controles que
tienen el mismo alelo. Si la frecuencia del alelo en el grupo de casos es significativamente superior a la frecuencia
del alelo en el grupo de controles, el cociente de probabilidades sera superior a 1. Si la frecuencia del alelo en el
grupo de casos es significativamente inferior a la frecuencia del alelo en el grupo de controles, el cociente de
probabilidades sera inferior a 1.

Se ha descrito un procedimiento preferido para combinar informacion procedente de diversas fuentes en el articulo
«Polygenic Risk Score Improves Prostate Cancer Risk Prediction: Results from the Stockholm-1 Cohort Study» de
Markus Aly y coautores publicado en EUROPEAN UROLOGY 60 (2011) 21-28. Las asociaciones entre cada SNP y
el CaP en biopsia se evaluaron empleando una prueba de tendencia de Cochran-Armitage. Los cocientes de
probabilidades (CP) alélicos con intervalos de confianza del 95 % se calcularon usando modelos de regresion
logistica. Para cada paciente se generé una puntuacion de riesgo genético sumando el nimero de alelos de riesgo
(0,1 0 2) en cada uno de los SNP multiplicado por el logaritmo del CP de ese SNP. Las asociaciones entre el
diagnostico de CaP vy los factores de riesgo evaluados se estudiaron en un analisis de regresion logistica. La porcion
del modelo relacionado con informacién no genética incluia el PSA total transformado logaritmicamente, la relacion
PSA libre/total transformada logaritmicamente, la edad en el momento de la biopsia y los antecedentes familiares de
CaP (si 0 no). Se utilizé una validacién cruzada repetida diez veces para estimar las probabilidades predichas de
CaP en la biopsia. Se generaron los intervalos de confianza del 95 % para los valores ROC-AUC usando una
aproximacion normal. Todos los valores de p notificados se basan en hipétesis bilaterales.

Existen muchas razones justificadas para distinguir entre el cancer de prostata en general y el cancer de préstata
agresivo. En la mayoria de los casos, el cancer de prostata es una enfermedad que progresa lentamente. El hecho
de que la mayoria de los hombres sean diagnosticados tarde en su vida significa que una gran parte de los hombres
diagnosticados de cancer de préstata mueren por otras causas. Por tanto, la capacidad para estimar si un individuo
esta en riesgo elevado de padecer cancer de prdstata agresivo, antes de la biopsia, hace posible, por ejemplo, que
el paciente se motive para cambiar de estilo de vida. Dejar de fumar, lograr un valor de IMC inferior a 30 y hacer
ejercicio regularmente (aproximadamente 30 minutos 3 a 6 dias a la semana) son todos factores que, en general,
favorecen la supervivencia en condiciones de enfermedad grave, como el cancer de prostata. Por tanto, si se
encuentra que un individuo tiene un riesgo elevado de CaPa, es razonable sugerir al individuo que deje de fumar,
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intente conseguir un IMC <30 y empiece a hacer ejercicio. Otro aspecto importante son los problemas alimentarios.
A través de cambios en la dieta, el desarrollo del CaP se puede reducir o retrasar. Existen indicios que sugieren que
una reduccion del consumo de productos lacteos puede disminuir el riesgo de aparicién de CaP, como describen
Song y coautores en el articulo «Whole milk intake is associated with prostate cancer-specific mortality among U.S.
male physicians» publicado en J Nutr. Feb 2013; 143(2): 189-96. Existen indicios similares de los efectos positivos
del consumo de té verde y de productos derivados de la soja. Por tanto, si se encuentra que un individuo tiene un
riesgo elevado de CaPa, es razonable sugerir a este individuo que disminuya el consumo de productos lacteos y/o
que aumente el consumo de té verde y productos derivados de la soja.

Ejemplo 1

Para ilustrar la presente invencion, se extrajo un conjunto de datos que comprenden 215 casos (sujetos que se sabe
sufren CaPa con un grado de Gleason de 7 o superior) y 627 controles (sujetos que se sabe que no padecen CaPa)
del conjunto de datos de STHLM2. El conjunto de datos de STHLM2 se ha discutido en el dominio publico como es
evidente en la pagina web http://sthim2.se/. En resumen, durante 2010-2012 se incluyeron en el estudio STHLM2
aproximadamente 26.000 varones que se sometieron a una prueba de PSA en la zona de Estocolmo. Se caracterizo
a 215 + 627 = 842 sujetos con respecto a los siguientes biomarcadores y SNP.

Biomarcadores:

Antigeno prostatico especifico total (tPSA) [ng/mL
Antigeno prostatico especifico intacto (iPSA) [ng/mL
Antigeno prostatico especifico libre (fFPSA) [ng/mL
Calicreina 2 humana (hK2) [ng/mL]

Citoquina inhibidora de macréfagos 1 (MIC-1) [ng/mL]
Microseminoproteina-beta (MSMB) [ng/mIL

SNP:

657del5, rs10086908, rs1016343, rs10187424, rs1041449, rs10486567, rs1054564, rs10875943, rs10896449,
rs10934853, rs10993994, rs11067228, rs11135910, rs11228565, rs11568818, rs11649743, rs11650494,
rs11672691, rs11704416, rs12130132, rs12409639, rs12418451, rs12500426, rs12543663, rs12621278,
rs12653946, rs1270884, rs130067, rs13252298, rs13385191, rs1354774, rs1363120, rs137853007, rs138213197,
rs1447295, rs1465618, rs1512268, rs1571801, rs16901979, rs16902094, rs17021918, rs17632542, rs17879961,
rs1859962, rs1894292, rs1933488, rs1983891, rs2018334, rs2121875, rs2242652, rs2273669, rs2292884,
rs2405942, rs2660753, rs2735839, rs2736098, rs2928679, rs3213764, rs339331, rs3771570, rs3850699,
rs3863641, rs401681, rs4245739, rs4430796, rs445114, rs4643253, rs4857841, rs4962416, rs5759167, rs5919432,
rs5945619, rs6062509, rs620861, rs6465657, rs6763931, rs684232, rs6869841, rs6983267, rs6983561, rs7127900,
rs7210100, rs721048, rs7241993, rs7611694, rs7679673, rs7931342, rs8008270, rs8102476, rs888663, rs902774,
rs9364554, rs9600079, rs9623117 (tabla Il) Se recopild la informacion basica de cada sujeto, incluido edad y
antecedentes familiares (si o no). La edad se expreso en afos.

Con el fin de decidir qué sujetos deben ser remitidos a biopsia, se requiere predecir un valor para cada sujeto
analizado que se correlacione con la probabilidad de que dicho sujeto tenga cancer de prostata con un grado de
Gleason de 7 o superior. Esto se puede realizar combinando los valores medidos de los biomarcadores en la
siguiente ecuacion predeterminada:

y =-0,4366579+0,0577639*puntuacion -0,1026622*HK 2-
0,0312050*PSA+0,0640730*1IPSA+0,025663 1 *MIC1 -
0,0069049*MSMB+0,0012231*tPSA+0,0069759*edad

En esta ecuacién, «puntuacion» se refiere a la puntuacion genética calculada como se describe en el articulo
«Polygenic Risk Score Improves Prostate Cancer Risk Prediction: Results from the Stockholm-1 Cohort Study» de
Markus Aly y coautores publicado en EUROPEAN UROLOGY 60 (2011) 21-28, que contiene los SNP validados de
susceptibilidad al cancer de prostata (estando dichos SNP relacionados con la susceptibilidad al cancer de prostata
o relacionados con los niveles plasmaticos de los biomarcadores PSA, PSA libre, MSMB y MIC-1) enumerados en el
presente ejemplo. Los parametros «HK2», «fPSA», «iPSA», «MIC-1», «MSMB» y «tPSA» se refieren a los
respectivos valores medidos (no transformados) de estos biomarcadores y «edad» se refiere a la edad del sujeto. La
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ecuacion se obtuvo usando el estimador ordinario de minimos cuadrados (también pueden utilizarse facilmente otros
estimadores lineales, p. ej., el estimador de regresion logistica). En este modelo en particular se omitié la
informacion relativa a los antecedentes familiares.

El valor resultante «y» estara fuertemente correlacionado con el riesgo de tener cancer de prdstata con un grado de
Gleason de 7 o superior, como se ilustra en la figura 1. Las curvas ROC de la figura 1 representan PSA (101) solo y
el modelo descrito en este ejemplo (102). Si «y» estd por encima de un valor de corte, se debe recomendar al
hombre que acuda a un urélogo para una exploracion de la préstata mediante biopsia. El hecho de que este modelo
pronostique el CaP agresivo de alto grado significa implicitamente que si el valor resultante «y» es bajo, existe aun
un riesgo de que el paciente tenga CaP, aunque de una forma no agresiva. Un valor resultante «y» bajo también
puede indicar que el paciente no tiene CaP.

El valor del punto de corte depende del equilibrio entre la sensibilidad y la especificidad de la prueba. Si, por
ejemplo, se usa el valor de corte de 0,166, esta prueba en particular dard como resultado una sensibilidad de 0,9 y
una especificidad de 0,38. Esto se puede comparar con el uso del valor de PSA solo como prueba de cribado, que
tiene como resultado una sensibilidad de 0,9 y una especificidad de 0,22. En la practica, esto significa que este
modelo en particular aplicado a la poblacién de 827 sujetos tendria como resultado el mismo numero de canceres de
alto riesgo (grado de Gleason de 7 y superior) detectados que la prueba de PSA, pero con 100 sujetos menos
remitidos para biopsia, lo que corresponde a una mejora de aproximadamente el 15 % en comparacién con la
prueba de PSA solo. Si, como en un segundo ejemplo, se usa el valor de corte de 0,201, esta prueba en particular
dara como resultado una sensibilidad de 0,8 y una especificidad de 0,52. Al nivel de sensibilidad de 0,8, se evitaria
aproximadamente el 20 % de las biopsias que se pronostican con el PSA.

Ejemplo 2

Para ilustrar adicionalmente la presente invencion, se aplicé un método informatico alternativo para obtener una
prediccion. Las ecuaciones como la presentada en el ejemplo 1 no son la Gnica forma en la que se pueden combinar
los biomarcadores para predecir el CaPa. De hecho, el procedimiento para calcular «y» con el fin de predecir el
CaPa puede ser intrincado e incluso imposible de anotar en una hoja de papel. Un ejemplo mas complicado, aunque
muy convincente, de como se pueden combinar los biomarcadores es el uso de un bosque de arboles de decisiones.
En la figura 2 se representa un ejemplo de arbol de decisiones (200). Supongamos que a un sujeto de 81 afos se le
hicieron las pruebas de biomarcadores y SNP, con los resultados de HK2 = 0,2425 y PSA = 84,1. Si se aplica el
arbol de decisiones (200) como se muestra en el ejemplo 2, el nodo superior (201) se refiere al valor de hk2. Puesto
que el sujeto tiene un valor de HK2 que no satisface la condicién del nodo, se sigue la rama izquierda de ese nodo.
El segundo nodo (202) también esta relacionado con el valor de hk2, y en este caso el sujeto tiene un valor de hk2
que no satisface la condiciéon del nodo, por lo que se sigue la rama derecha de ese nodo. El nodo de tercer nivel
(203) esta relacionado con la edad. Puesto que la edad del sujeto no satisface la condicién del nodo, se sigue la
rama derecha de ese nodo. El nodo de cuarto nivel (204) esta relacionado con el valor de PSA, y puesto que el valor
de PSA del sujeto satisface la condicion del nodo, se sigue la rama izquierda de ese nodo. En este punto, no hay
mas nodos, lo que significa que se ha llegado a una hoja del arbol de decisiones. Cada hoja tiene su
correspondiente resultado; en este ejemplo en particular, un valor de hoja de «1» significa «remitir para biopsia» y
«0» significa «no remitir para biopsia». El sujeto del ejemplo en este caso acabd en una hoja con un valor de «0», lo
que significa que la prediccion que proporciona este arbol de decisiones es «no remitir para biopsia».

Un problema al basarse en un solo arbol de decisiones para calcular «y» en la prediccion del CaPa es que un Unico
arbol de decisiones tiene una varianza muy alta (es decir, si los datos cambian ligeramente, también es probable que
cambie el valor calculado de «y», lo que conlleva una varianza en la prediccion del CaPa), aunque su sesgo es muy
bajo. Un posible procedimiento para reducir la alta varianza es construir un bosque de arboles descorrelacionados
usando el algoritmo de bosque aleatorio como se describe en el articulo «Random Forests» de Leo Breiman
publicado en Machine Learning 45 (1): 5-32 (2001)). Crece un gran nimero de arboles y, antes del crecimiento de
cada arbol, los datos se alteran aleatoriamente de tal modo que el valor esperado de su prediccidon no cambia. Para
predecir el CaPa, todos los arboles emiten un voto para decidir si un sujeto debe ser remitido para biopsia. Esta
prediccion derivada de los votos conserva las propiedades no sesgadas de los arboles de decisiones, aunque
reduce considerablemente la varianza (de forma similar a como la varianza de una media es menor que la varianza
de las mediciones individuales usadas para calcular la media). Puesto que el algoritmo de bosque aleatorio depende
de la generacion aleatoria de numeros, anotar el algoritmo de prediccion resultante de forma cerrada es un
procedimiento complejo.

Cuando se aplica al conjunto de datos descrito en el ejemplo 1, este modelo, a una sensibilidad de 0,9, puede evitar
aproximadamente el 20 % del nimero de biopsias en comparacion con PSA solo.
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Ejemplo 3

Para ilustrar incluso mas la presente invencion, se extrajo un conjunto de datos que comprenden 51 casos (sujetos
que se sabe sufren CaPa con un grado de Gleason de 7 o superior) y 195 controles (sujetos que se sabe que no
sufren CaPa) del conjunto de datos de STHLMZ2. Todos estos casos y controles tenian un valor de IMC superior a
25. Se caracteriz6 a 51 + 195 = 246 sujetos con respecto a los siguientes biomarcadores.

Biomarcadores:

Antigeno prostatico especifico total (tPSA) [ng/mL]
Antigeno prostatico especifico intacto (iPSA) [ng/mL]
Antigeno prostatico especifico libre (fPSA) [ng/mL]
Calicreina 2 humana (hK2) [ng/mL]

Citoquina inhibidora de macréfagos 1 (MIC-1) [ng/mL]
Microseminoproteina-beta (MSMB) [ng/mL]

En este ejemplo se aplicaron también los mismos SNP descritos en el ejemplo 1. Se recopild la informacién basica
de cada sujeto, incluyendo si el sujeto se habia sometido a una biopsia previa (prevBiop) de prostata, edad y
antecedentes familiares (si o no). La edad se expreso en afios, la estatura en metros y el peso en kilogramos.

Con el fin de decidir qué sujetos deben ser remitidos a biopsia, se requiere predecir un valor para cada sujeto
analizado que se correlacione con la probabilidad de que dicho sujeto tenga cancer de prostata con un grado de
Gleason de 7 o superior. Esto se puede realizar combinando los valores medidos de los biomarcadores en un valor
compuesto global usando la siguiente ecuacién predeterminada:

y =21,487704 + 0,548938 * preBiopsia + 0,014242 * PuntuacionGen + (,311481 * hk2 -
0,043471 * fPSA + 0,047176 * iIPSA + 0,068407 * micl - 0,008860 * msmb + 0,002693
*tPSA + 0,006325 *edad- 0,121356 * altura +0,119005 * peso - 0,388930 * imc

En esta ecuacion, «puntuacién» es la variable puntuaciéon genética calculada como se describe en el ejemplo 1
anterior. Los parametros «HK2», «fPSA», «iPSA», «MIC-1», «MSMB» y «tPSA» se refieren a los respectivos valores
medidos (no transformados) de estos biomarcadores y «edad», «estatura», «peso» e «IMC» se refiere a la edad,
estatura, peso e IMC del sujeto. El parametro «prevBiop» indica si el sujeto se ha sometido previamente a una
biopsia de prostata, lo que refleja los antecedentes patoldgicos de dicho sujeto. La ecuacion se obtuvo usando el
estimador ordinario de minimos cuadrados (también pueden utilizarse facilmente otros estimadores lineales, p. €j., el
estimador de regresion logistica). En este modelo en particular se omitié la informacion relativa a los antecedentes
familiares.

El valor resultante «y» estara fuertemente correlacionado con el riesgo de tener cancer de prostata agresivo con un
grado de Gleason de 7 o superior, como se ilustra en la figura 3. Las curvas ROC de la figura 3 representan PSA
(301) solo y el modelo descrito en este ejemplo (302). Si «y» estd por encima de un valor de corte, se debe
recomendar al hombre que acuda un urélogo para una exploracién de la prostata mediante biopsia.

El valor del punto de corte depende del equilibrio entre la sensibilidad y la especificidad de la prueba. Si, por
ejemplo, se usa el valor de corte de 0,201, esta prueba en particular dara como resultado una sensibilidad de la
prueba de 0,8 y la prueba evitara aproximadamente el 44 % de las biopsias en comparacion con el uso de PSA solo.
Ejemplo 4

Para ilustrar incluso mas los aspectos de las categorias de parametros y la redundancia dentro de una categoria, se
caracterizé el conjunto de datos del ejemplo 1 con respecto a lo siguiente:

Biomarcadores:
Antigeno prostatico especifico total (tPSA) [ng/mL]
Antigeno prostatico especifico intacto (iPSA) [ng/mL]

Antigeno prostatico especifico libre (fPSA) [ng/mL]
Calicreina 2 humana (HK2) [ng/mL]
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Citoquina inhibidora de macréfagos 1 (MIC-1) [ng/mL]
Microseminoproteina-beta (MSMB) [ng/mL]

SNP; pertenecientes a la categoria de SNP relacionados con el CaP (SNPcp):

657del5, rs10086908, rs1016343, rs10187424, rs1041449, rs10486567, rs1054564, rs10875943, rs10896449,
rs10934853, rs10993994, rs11067228, rs11135910, rs11228565, rs11568818, rs11649743, rs11650494,
rs11672691, rs11704416, rs12130132, rs12409639, rs12418451, rs12500426, rs12543663, rs12621278,
rs12653946, rs1270884, rs130067, rs13252298, rs13385191, rs1354774, rs1363120, rs137853007, rs138213197,
rs1447295, rs1465618, rs1512268, rs1571801, rs16901979, rs16902094, rs17021918, rs17632542, rs17879961,
rs1859962, rs1894292, rs1933488, rs1983891, rs2018334, rs2121875, rs2242652, rs2273669, rs2292884,
rs2405942, rs2660753, rs2735839, rs2736098, rs2928679, rs3213764, rs339331, rs3771570, rs3850699,
rs3863641, rs401681, rs4245739, rs4430796, rs445114, rs4643253, rs4857841, rs4962416, rs5759167, rs5919432,
rs5945619, rs6062509, rs620861, rs6465657, rs6763931, rs684232, rs6869841, rs6983267, rs6983561, rs7127900,
rs7210100, rs721048, rs7241993, rs7611694, rs7679673, rs7931342, rs8008270, rs8102476, rs888663, rs902774,
rs9364554, rs9600079, rs9623117

Se recopild la informacion basica de cada sujeto, incluyendo la edad y si el sujeto se habia sometido a una biopsia
previa (si 0 no). La edad se expresé en anos.

La ecuacion para el valor compuesto global, que se usa como modelo predictivo, se disefié segun la ecuacion
predeterminada:

Y =-0,632820 + 0,118107 * K + (,139045 * preBiopsia + 0,051609 * puntuacién
+0,048033* MIC1 - 0,001368 * MSMB + 0,008002 *edad

Donde «puntuacién» es la puntuacidon genética, es decir, el valor compuesto obtenido a partir de los SNP
relacionados con el CaP (es decir, valor compuesto de SNPcp), como se describe anteriormente, y K es el valor
compuesto para la categoria de parametros para biomarcadores de tipo calicreina, MIC-1 es la concentracion de
MIC-1, MSMB es la concentracion de MSMB, «edad» es la edad del individuo y «PrevBiop» es 1 si el individuo se
sometid previamente a una biopsia (y 0 si no lo hizo). Dependiendo de la disponibilidad de los datos de calicreina de
un individuo en particular, el valor compuesto para biomarcadores de tipo calicreina K de la categoria se calcul6 de
diferentes formas.

K=(0,6122516 + 0,0012714 * fPSA + 0,0001864 * PSA + 0,0200385 * iPSA -
0,0377976 * HK2 - 1,3108243 f/tPSA) /0,1559314

K'=(0,3961801 + 0,0001864 * PSA + 0,0200385 * iPSA - 0,0377976 * HK2) / 0,10947%

K™ = (0,3961967 + 0, 0012714 * fPSA + 0,0200385 * iPSA - 0,0377976 * HK2)
10,1090876

K" =(0,3987352 + 0,0200385 * iPSA - 0,0377976 * HK2) / 0,1033296

K™ = (0,6548828 + 0,0012714 * fPSA + 0,0001864 * PSA - 1,3108243 f/{PSA)
/0,1068742

En esta ecuacion, PSA es la concentracion de PSA, fPSA en la concentracion de PSA libre, iPSA es la
concentracion de PSA intacto, HK2 es la concentracion de HK2 y f/tPSA es el cociente entre PSA libre y PSA total. K
es el valor del parametro adecuado para su uso cuando todos los datos de calicreina estan disponibles. Los
parametros K', K", K y K" son aproximaciones de K que son adecuadas para su uso en casos en los que uno o
varios de los datos de calicreina no estan disponibles.

Cuando se probd el modelo descrito anteriormente, se obtuvieron los siguientes resultados:

» Modelo completo, todos los datos incluidos: ROC-AUC = 0,77

23



10

15

20

25

ES 2 667 326 T3

» Usando todos los SNP y la aproximacion K': ROC-AUC = 0,70

» Usando todos los SNP y la aproximacion K": ROC-AUC = 0,70

» Usando todos los SNP y la aproximaciéon K™: ROC-AUC = 0,70

» Usando todos los SNP y la aproximacion K™: ROC-AUC = 0,75

» Usando los datos de K" y dejando fuera aleatoriamente el 10 % de los datos de SNP: ROC-AUC = 0,74
» Usando los datos de K" y dejando fuera aleatoriamente el 30 % de los datos de SNP: ROC-AUC = 0,73

Como punto de referencia, cuando se usa solo PSA para predecir el riesgo de CaPa, ROC-AUC = 0,65. Por tanto, el
modelo en el presente ejemplo es (a) mejor que el modelo de referencia cuando se usan todos los datos, pero
también (b) sélido ante la pérdida de datos de entrada, gracias a la redundancia en las categorias de parametros. Es
posible dejar fuera uno o mas resultados de mediciones (es decir, datos) de biomarcadores de tipo calicreina,
también en combinaciéon con una pérdida del 10 % (o incluso el 30 %) de la informacion de SNP y generar adn
resultados utiles que son mejores que el modelo de referencia en el que solo se usa el PSA. En un contexto practico,
dicha operacion sdlida hace posible estimar el riesgo para un individuo que tiene CaPa incluso en casos en los que
faltan algunos datos debido a un fallo de la tecnologia, falta de material de la muestra, error humano o cualquier otro
motivo. Esto tiene el potencial de reducir los costes para el profesional sanitario porque se reduciria el nimero de
repeticiones de la prueba. Ademas haria la situaciéon mas comoda para el individuo, con una respuesta mas rapida y
aliviando su necesidad de acudir al profesional sanitario para proporcionar una muestra adicional para la repeticion
de las pruebas.

Aunque la invencion se ha descrito con respecto a sus realizaciones preferidas, que constituyen el mejor modo
actualmente conocido por el inventor, debe entenderse que se pueden realizar diversos cambios y modificaciones
que serian obvios para el experto en la materia sin apartarse del alcance de la invencién como se establece en las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento basado en una combinacion de datos disefiada de forma redundante para indicar la
presencia o no presencia de cancer de prostata (CaP) agresivo en un individuo, que comprende los pasos de:

1. Proporcionar al menos una muestra biolégica de dicho individuo;
2. Analizar en dicha muestra bioldgica

a. una categoria de biomarcadores de CaP, midiendo la presencia o la concentracion de al menos ftres
biomarcadores de CaP de tipo calicreina; y

b. una categoria de SNP relacionados con el CaP (SNPcp), midiendo la presencia o ausencia de uno o dos alelos de
riesgo de cada uno de los diversos SNPcp de dicha categoria de SNPcp;

3. Combinar los datos relativos a al menos tres biomarcadores de CaP de tipo calicreina para formar un valor
compuesto de biomarcador que represente el riesgo de desarrollar CaP relacionado con biomarcadores de CaP,
donde el procedimiento permite ignorar datos de un subconjunto de al menos uno de dichos biomarcadores de CaP,
como por ejemplo uno o dos de dichos biomarcadores de CaP, al formar dicho valor compuesto de biomarcadores
de al menos tres biomarcadores de CaP;

4. Combinar los datos relativos a dicha categoria de SNPcp para formar un valor compuesto de SNPcp que
represente el riesgo de desarrollar CaP relacionado con SNPcp, donde el procedimiento permita ignorar datos de un
subconjunto de aproximadamente del 10 % al 30 %, como por ejemplo el 15 %, 20 % o 30 % de los SNPcp de la
categoria de SNPcp, al formar el valor compuesto de SNPcp, donde dicho valor compuesto de SNPcp se forma a
partir de al menos 70 SNPcp seleccionados de entre cualquiera de los SNPcp de la tabla | o la tabla Il;

5. Combinar el valor compuesto de biomarcadores y el valor compuesto de SNPcp para formar un valor compuesto
global;

6. Correlacionar dicho valor compuesto global con la presencia o no presencia de CaP agresivo en dicho individuo
comparando dicho valor compuesto global con un valor de corte predeterminado establecido con muestras de
control de presencia conocida de CaP agresivo y de no presencia conocida de CaP agresivo, donde al menos uno,
como por ejemplo dos, de dichos biomarcadores de CaP de tipo calicreina se selecciona de entre el grupo
compuesto por (i) PSA, (ii) PSA total (tPSA), (iii) PSA intacto (iPSA), (iv) PSA libre (fPSA) y (v) hK2.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, donde dicho valor compuesto de SNPcp se forma a partir de al
menos 80 SNPcp, 90 SNPcp, 100 SNPcp o 150 SNPcp o a partir de al menos el 70 % de los SNPcp de la tabla | o la
tabla Il.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, donde el procedimiento permite ignorar un subconjunto de
al menos uno de dichos biomarcadores de CaP (i)-(v) de la categoria de biomarcadores de CaP al formar dicho valor
compuesto de biomarcadores, como por ejemplo un subconjunto de uno, dos, tres o cuatro de dichos biomarcadores
de CaP (i)-(v).

4, El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde los datos relativos a
dicha categoria de biomarcadores de CaP se combinan segun una ecuacion predeterminada para formar dicho valor
compuesto de biomarcadores.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde los datos relativos a
dicha categoria de SNPcp se combinan segun una ecuacion predeterminada para formar dicho valor compuesto de
SNPcp.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho valor compuesto
de biomarcadores y dicho valor compuesto de SNPcp se combinan segun una ecuacion predeterminada para formar
dicho valor compuesto global.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que ademas comprende
recomendar al individuo una biopsia si el valor compuesto global es superior al valor de corte.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que ademas comprende
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recomendar al individuo cambiar los habitos alimentarios, perder peso, lograr un valor de IMC por debajo de 30,
hacer ejercicio con regularidad y/o dejar de fumar, si el valor compuesto global es superior al valor de corte.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde los al menos 70 SNP
se seleccionan de entre el grupo consistente en 657del5, rs10086908, rs1016343, rs10187424, rs1041449,
rs10486567, rs1054564, rs10875943, rs10896449, rs10934853, rs10993994, rs11067228, rs11135910, rs11228565,
rs11568818, rs11649743, rs11650494, rs11672691, rs11704416, rs12130132, rs12409639, rs12418451,
rs12500426, rs12543663, rs12621278, rs12653946, rs1270884, rs130067, rs13252298, rs13385191, rs1354774,
rs1363120, rs137853007, rs138213197, rs1447295, rs1465618, rs1512268, rs1571801, rs16901979, rs16902094,
rs17021918, rs17632542, rs17879961, rs1859962, rs1894292, rs1933488, rs1983891, rs2018334, rs2121875,
rs2242652, rs2273669, rs2292884, rs2405942, rs2660753, rs2735839, rs2736098, rs2928679, rs3213764,
rs339331, rs3771570, rs3850699, rs3863641, rs401681, rs4245739, rs4430796, rs445114, rs4643253, rs4857841,
rs4962416, rs5759167, rs5919432, rs5945619, rs6062509, rs620861, rs6465657, rs6763931, rs684232, rs6869841,
rs6983267, rs6983561, rs7127900, rs7210100, rs721048, rs7241993, rs7611694, rs7679673, rs7931342,
rs8008270, rs8102476, rs888663, rs902774, rs9364554, rs9600079 y rs9623117.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde los al menos 70 SNP se
seleccionan de entre el grupo consistente en rs582598, rs439378, rs2207790, rs1046011, rs10458360, rs7525167,
rs10489871, rs7529518, rs4245739, rs4512641, rs10178804, rs11900952, rs1873555, rs10191478, rs6755901,
rs6545962, rs721048, rs2710647, rs12612891, rs2028900, rs1009, rs12233245, rs6760417, rs10496470,
rs10199796, rs12475433, rs16860513, rs12151618, rs3765065, rs13017302, rs12988652, rs871688, rs749264,
rs3771570, rs4346531, rs6770955, rs12637074, rs2660753, rs13319878, rs6437715, rs2162185, rs1515542,
rs2270785, rs9830294, rs1439024, rs6762443, rs888507, rs6794467, rs12490248, rs1477886, rs4833103,
rs3796547, rs17779822, rs2366711, rs16849146, rs1894292, rs12640320, rs3805284, rs12500426, rs4699312,
rs17021918, rs7679673, rs2047408, rs2647262, rs12506850, rs7658048, rs2078277, rs12505546, rs13113975,
rs4246742, rs2736098, rs401681, rs11134144, rs10060513, rs40485, rs2087724, rs1482679, rs16901841,
rs1295683, rs2070874, rs7752029, rs2018334, rs9358913, rs1140809, rs409558, rs3096702, rs9267911,
rs2025645, rs9359428, rs6569371, rs2813532, rs1933488, rs712242, rs6934898, rs9456490, rs651164, rs3120137,
rs9364554, rs9457937, rs10486562, rs10807843, rs7801918, rs6962297, rs2465796, rs6957416, rs7777631,
rs2272316, rs6961773, rs2132276, rs13265330, rs16887736, rs2911756, rs2272668, rs2339654, rs1380862,
rs9297746, rs12543663, rs10086908, rs16901922, rs1016343, rs17832285, rs16901979, rs4871779, rs10107982,
rs16902094, rs620861, rs17467139, rs6983267, rs9297756, rs10094059, rs7818556, rs1992833, rs986472,
rs12552397, rs4273907, rs4237185, rs753032, rs11253002, rs2386841, rs10795841, rs10508422, rs7075945,
rs10508678, rs539357, rs10826398, rs3818714, rs7090755, rs10993994, rs4382847, rs1891158, rs10887926,
rs10788160, rs6579002, rs10832514, rs7358335, rs1944047, rs3019779, rs10896437, rs12793759, rs7106762,
rs7102758, rs2449600, rs585197, rs2509867, rs11568818, rs7125415, rs11601037, rs11222496, rs4570588,
rs6489721, rs3213764, rs17395631, rs4423250, rs11168936, rs10875943, rs3759129, rs902774, rs1827611,
rs4760442, rs11610799, rs6539333, rs11067228, rs7485441, rs6489794, rs4119478, rs17070292, rs2293710,
rs17256058, rs1950198, rs2331780, rs7141529, rs12880777, rs17123359, rs785437, rs524908, rs12903579,
rs7178085, rs7164364, rs896615, rs11634741, rs9972541, rs12594014, rs11631109, rs1558902, rs8044335,
rs2738571, rs885479, rs385894, rs684232, rs4925094, rs17138478, rs11649743, rs2107131, rs7213769,
rs12946864, rs306801, rs138213197, rs1863610, rs17224342, rs9911515, rs12947919, rs966304, rs17744022,
rs7234917, rs1943821, rs2227270, rs1363120, rs888663, rs1227732, rs1054564, rs4806120, rs11672691,
rs758643, rs3745233, rs6509345, rs2659051, rs2735839, rs1354774, rs2691274, rs6090461, rs2297434,
rs6062509, rs2315654, rs2823118, rs2838053, rs398146, rs16988279, rs2269640, rs4822763, rs132774, rs747745,
rs5978944, rs6530238, rs5934705, rs5935063, rs4830488, rs17318620, rs5945619, rs5945637, rs11091768,
rs2473057, rs5918762, rs4844228, rs6625760 y rs17324573.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que ademas comprende la
obtencion de los antecedentes familiares relativos al CaP, antecedentes de tratamiento y datos de la exploracion
fisica de dicho individuo; y donde dichos antecedentes familiares, antecedentes de tratamiento y/o datos de la
exploracion se incluyen en los datos combinados que forman dicho valor compuesto global.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 2-11, que ademas comprende analizar una
categoria adicional de biomarcadores de CaP, midiendo la presencia o la concentracién de uno o cada uno de una
diversidad de biomarcadores de CaP de dicha categoria adicional de biomarcadores; combinar los datos relativos a
dicha categoria adicional de biomarcadores de CaP para formar un valor compuesto adicional de biomarcadores
para dicha categoria adicional de biomarcadores de CaP e incluir dicho valor compuesto adicional de biomarcadores
en el valor compuesto global; donde la combinaciéon de datos para formar el valor compuesto adicional de
biomarcadores esta disefiada de forma redundante cuando la categoria adicional de biomarcadores de CaP
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comprende mas de un biomarcador de CaP, preferiblemente, donde la categoria adicional de biomarcadores de CaP
comprende el biomarcador MIC-1 y, opcionalmente, otros biomarcadores relacionados con MIC-1, o el biomarcador
MSMB y, opcionalmente, otros biomarcadores relacionados con MSMB.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho individuo tiene
un valor de IMC superior a 25.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la medicion de la
presencia o la concentracién de dichos biomarcadores de CaP se realiza mediante el uso de tecnologia de
micromatrices.

15. Un dispositivo de ensayo, que comprende una fase sélida sobre la que hay inmovilizada al menos dos
categorias diferentes de ligandos, donde:

- la primera categoria de dichos ligandos se une especificamente a al menos tres biomarcadores de CaP de tipo
calicreina e incluye una diversidad de ligandos diferentes que se unen especificamente a cada uno de una
diversidad de diferentes biomarcadores de CaP de tipo calicreina, que incluyen al menos uno de PSA, iPSA, tPSA,
fPSA y hK2 y, opcionalmente, MSMB y/o MIC-1; y

- la segunda categoria de dichos ligandos se une especificamente a una diversidad de SNPcp e incluye una
diversidad de ligandos diferentes que se unen especificamente a cada uno de dichos SNP, y donde la diversidad de
SNPcp comprende al menos 70 SNPcp seleccionados de entre las listas de SNP de la tabla | o la tabla Il

16. Un kit de andlisis, que comprende un dispositivo de ensayo de acuerdo con la reivindicacion 15 y al
menos dos categorias de moléculas de deteccion, donde:

- la primera categoria de dichas moléculas de deteccion es capaz de detectar al menos tres biomarcadores de CaP
de tipo calicreina, incluyendo al menos uno de PSA, iPSA, tPSA, fPSA y hK2 y, opcionalmente, MSMB y/o MIC-1; y

- la segunda categoria de dichas moléculas de deteccion es capaz de detectar un SNPcp y donde al menos 70 SNP
se seleccionan de entre las listas de SNP de la tabla | o la tabla II.

17. El kit de analisis del dispositivo de ensayo o de acuerdo con la reivindicacién 15 o 16, donde se
detectan al menos 80 SNPcp, 90 SNPcp, 100 SNPcp o 150 SNPcp, o al menos el 70 % de los SNPcp de la tabla | o
la tabla II.

18. Un programa informatico que se puede cargar directamente en la memoria interna de un ordenador

digital, caracterizado porque dicho programa informatico comprende medios de cédigo de software para realizar al
menos las etapas 3, 4 y 5 de la reivindicBacién 1, como por ejemplo las etapas 1-6 de la reivindicacion 1.
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FIG. 1
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FIG. 3
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