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DESCRIPCION

Marcador para predecir el prondstico de cancer de estdbmago y procedimiento para predecir el pronéstico de cancer
de estbmago

[Sector técnico]

La presente invencidn se refiere a un marcador para predecir el prondstico de cancer gastrico, a una composicion y
a un kit para predecir el pronostico de cancer gastrico que comprende un agente para medir el nivel de expresién del
mismo, y a un procedimiento para predecir el pronostico del cancer gastrico utilizando el marcador.

[Técnica anterior]

En 2005, un total de 65.479 personas, que es el 26,7% de todas las muertes, murieron de cancer. El cancer que
causa la mayoria de las muertes es el cancer de pulmén, del cual murieron 28,4 pacientes por cada 100.000
habitantes (21,1%), el siguiente es el cancer gastrico con 22,6 pacientes (16,8%), el cancer de higado con 22,5
pacientes (16,7%), el cancer colorrectal con 12,5 pacientes (9,3%), en este orden. El cancer gastrico es conocido
como el factor que hace que sea el segundo con mas muertes en todo el mundo entre las muertes causadas por el
cancer.

Los sintomas del cancer gastrico muestran diversos aspectos, que van desde la ausencia de sintomas a dolor
severo. Ademas, en los sintomas del cancer gastrico aparecen sintomas digestivos comunes sin ningun tipo de
caracteristica especifica. En general, en la etapa temprana del cancer gastrico, la mayoria de los casos no
presentan ningun sintoma, incluso si los hay, sélo es un poco de indigestion o malestar abdominal superior, lo que
hace que la mayoria de las personas lo pase por alto y por lo tanto pueda aumentar la mortalidad del cancer
gastrico.

La mayoria de los procedimientos de examen para el cancer gastrico hasta el presente han sido fisicos. En primer
lugar estan los rayos-X del estbmago, que incluye el procedimiento de doble contraste, los rayos-X por compresion,
mucosagrafia y, a continuacion, esta la gastroscopia que aumenta el rendimiento diagnoéstico mediante la busqueda
de una lesién muy pequeia que no aparece en la inspeccion por rayos-X a través de la inspeccion del estbmago a
simple vista y que permite la biopsia del estémago en un lugar sospechoso. Sin embargo, este procedimiento tiene
las desventajas de un problema higiénico y de que los pacientes sufren dolor durante la inspeccién. Por lo tanto, en
los Ultimos afios, se han llevado a cabo investigaciones para el diagndstico del cancer gastrico mediante la medicion
del nivel de expresion de los genes marcadores que se expresan especificamente en el estémago, pero las
investigaciones sobre los marcadores genéticos para predecir el prondstico de pacientes con cancer gastrico son
relativamente inferiores. Varias publicaciones (W02009147656; US2007048749; Xu Z Y y otros, Medicine and
Pharmacotherapy 2010, 64: 133-139) dan a conocer marcadores para el prondstico del cancer gastrico. Sin
embargo, ninguna de estas publicaciones da a conocer el marcador especifico de la presente invencion. La tasa de
supervivencia de los pacientes con cancer gastrico depende de la fase patologica en el momento del diagndstico.
Segun los datos del Samsung Medical Center, la tasa de supervivencia a 5 afios de los pacientes con cancer
gastrico es la siguiente (Kim Sy otros, Int J Radiat Oncol Biol Phys 2005; 63: 1279-1285).

fase Il: 76,2%, fase IllA: 57,6%,

fase IlIB: 39,6%, fase IV: 26,3%

Los resultados muestran que la deteccion temprana del cancer gastrico puede contribuir significativamente al
aumento de la tasa de supervivencia. Sin embargo, dado que el cancer gastrico que ha sido diagnosticado con la
misma etapa muestra diferencias en el prondstico segun el paciente, la prediccién exacta del prondstico del cancer
gastrico, asi como la deteccién temprana del cancer gastrico son los factores mas importantes para un tratamiento
eficaz del cancer gastrico.

Por otro lado, en el diagndstico de cancer gastrico, el médico establece la realizacién de las inspecciones necesarias
y a los pacientes que se consideran como mas adecuados para el plan de tratamiento. Existen procedimientos para
el tratamiento del cancer, tales como cirugia, terapia endoscoOpica, quimioterapia y terapia con radiacion. El
procedimiento para el tratamiento habitualmente se determina considerando el tratamiento para el cancer gastrico, el
tamano, la ubicacion y el alcance del cancer gastrico, el estado general de salud del paciente y muchos otros
factores.

En el caso del tratamiento del cancer gastrico en fase IB/Il sélo con cirugia, se sabe que aproximadamente el 30%
de los pacientes recaen en menos de 5 afos. En este caso, dado que es imposible predecir en qué pacientes el
cancer gastrico es recurrente, los diferentes tratamientos se aplican segin el médico. Por lo tanto, si el pronéstico de
los pacientes con cancer gastrico se puede predecir con precision, se pueden determinar procedimientos de
tratamiento apropiados, tales como cirugia o quimioterapia, basandose en el pronéstico, lo cual puede contribuir en
gran medida a la supervivencia de pacientes con cancer gastrico y, por lo tanto, se requiere una técnica que pueda
predecir con precision el prondstico de los pacientes con cancer gastrico.
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Convencionalmente, se han utilizado observaciones anatomicas (el grado de invasion de células cancerosas y el
nuamero de ganglios linfaticos con metastasis) a efectos de predecir el prondstico de pacientes con cancer gastrico,
pero ha habido la posible intervencion del juicio subjetivo del médico y la limitacién de una prediccion exacta del
prondstico.

[DESCRIPCION]
[Problemas técnicos]

Con tales antecedentes, los inventores de la presente invencién, como resultado de las investigaciones para el
procedimiento que pueda aumentar la tasa de supervivencia de pacientes con cancer gastrico mediante la
prediccién del prondstico del cancer gastrico con precision y la determinacion de la direcciéon del tratamiento
apropiado segun el prondstico predicho, identificaron que el pronéstico del cancer gastrico se puede predecir con
precision mediante la identificacién de un marcador para predecir el prondstico del cancer gastrico y la medicion del
nivel de expresiéon del marcador, para realizar la presente invencién.

[Solucion técnical

El objetivo de la presente invencion es dar a conocer la utilizacién de un marcador para predecir el pronostico del
cancer gastrico, en la que el marcador es una combinacion de todos los genes C200rf103 (marco de lectura abierto
103 del cromosoma 20), MATNS3 (matrilina 3), CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que contienen un dominio
CAP-GLY, miembro 4), NOX4 (NADPH oxidasa 4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK (tirosina quinasa
c-src), FZD9 (receptor 9 de la familia Frizzled), GALR1 (receptor de galanina 1), GRM6 (receptor metabotrépico de
glutamato 6), INSR (receptor de insulina), LPHN1 (latrofilina 1), LYN (homélogo de oncogén relacionado viral v-yes-1
del sarcoma de Yamaguchi) y MRGPRX3 (GPR relacionado con MAS, miembro X3).

Otro objetivo de la presente invencion es dar a conocer una utilizacion de una composicién para predecir el
prondéstico del cancer gastrico que comprende agentes para medir el nivel de expresion de ARNm o proteina del
marcador para predecir el prondstico del cancer gastrico, en la que el marcador es una combinacion de todos los
genes C200rf103 (marco de lectura abierto 103 del cromosoma 20), MATN3 (matrilina 3), CLIP4 (familia de
proteinas enlazadoras que contienen un dominio CAP-GLY, miembro 4), NOX4 (NADPH oxidasa 4), ADRA2C
(receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK (tirosina quinasa c-src), FZD9 (receptor 9 de la familia Frizzled), GALR1
(receptor de galanina 1), GRM6 (receptor metabotrépico de glutamato 6), INSR (receptor de insulina), LPHN1
(latrofilina 1), LYN (homdlogo de oncogén relacionado viral v-yes-1 del sarcoma de Yamaguchi) y MRGPRX3 (GPR
relacionado con MAS, miembro X3).

Otro objetivo de la presente invencién es dar a conocer una utilizacién de un kit para predecir el pronostico del cancer
gastrico que comprende agentes para medir €l nivel de expresién de ARNm o proteina del marcador para predecir el
prondstico del cancer gastrico, en la que el marcador es una combinacion de todos los genes C200rf103 (marco de
lectura abierto 103 del cromosoma 20), MATNS (matrilina 3), CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que contienen un
dominio CAP-GLY, miembro 4), NOX4 (NADPH oxidasa 4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK (tirosina
quinasa c-src), FZD9 (receptor 9 de la familia Frizzled), GALR1 (receptor de galanina 1), GRM®6 (receptor metabotropico
de glutamato 6), INSR (receptor de insulina), LPHN1 (latrofilina 1), LYN (homélogo de oncogén relacionado viral v-yes-1
del sarcoma de Yamaguchi) y MRGPRX3 (GPR relacionado con MAS, miembro X3).

Otro objetivo de la presente invencién es dar a conocer un procedimiento para predecir el prondéstico del cancer
gastrico que comprende a) obtener el nivel de expresion o el patrén de expresion del ARNm o la proteina del
marcador para predecir el prondstico del cancer gastrico en una muestra recogida de un paciente con cancer
gastrico; y b) comparar el nivel de expresion o el patrén de expresion obtenido de la etapa a) con el nivel de
expresion o el patron de expresiéon de ARNm o proteina de los genes correspondientes en un paciente con cancer
gastrico con prondstico conocido, en el que el marcador es una combinacion de todos los genes C200rf103 (marco
de lectura abierto 103 del cromosoma 20), MATNS3 (matrilina 3), CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que
contienen un dominio CAP-GLY, miembro 4), NOX4 (NADPH oxidasa 4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico),
CSK (tirosina quinasa c-src), FZD9 (receptor 9 de la familia Frizzled), GALR1 (receptor de galanina 1), GRM6
(receptor metabotropico de glutamato 6), INSR (receptor de insulina), LPHN1 (latrofilina 1), LYN (homdlogo de
oncogén relacionado viral v-yes-1 del sarcoma de Yamaguchi) y MRGPRX3 (GPR relacionado con MAS, miembro
X3).

Otro objetivo de la presente invencién es dar a conocer un procedimiento para predecir el prondstico del cancer
gastrico que comprende a) medir el nivel de expresion del ARNm o la proteina del marcador para predecir el
prondstico del cancer gastrico en una muestra recogida de un paciente con cancer gastrico para obtener el valor de
la expresion cuantificada; b) aplicar el valor de expresion obtenido en la etapa a) al modelo de prediccion del
prondstico para obtener la puntuacion del pronéstico del cancer gastrico; y ¢) comparar la puntuacion del pronostico
del cancer gastrico obtenida en la etapa b) con el valor de referencia para determinar el prondstico de un paciente,
en el que el marcador es una combinacion de todos los genes C200rf103 (marco de lectura abierto 103 del
cromosoma 20), MATNS (matrilina 3), CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que contienen un dominio CAP-GLY,
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miembro 4), NOX4 (NADPH oxidasa 4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK (tirosina quinasa c-src), FZD9
(receptor 9 de la familia Frizzled), GALR1 (receptor de galanina 1), GRM6 (receptor metabotrépico de glutamato 6),
INSR (receptor de insulina), LPHNT1 (latrofilina 1), LYN (homélogo de oncogén relacionado viral v-yes-1 del sarcoma
de Yamaguchi) y MRGPRX3 (GPR relacionado con MAS, miembro X3).

[Efecto ventajoso]

Segun la presente invencion, el prondstico del cancer gastrico puede predecirse con rapidez y precision, y se puede
determinar un plan de tratamiento apropiado basandose en el prondstico predicho, que presenta la ventaja de
contribuir a una reduccion significativa de la muerte causada por cancer gastrico. En particular, segin la presente
invencion, la tasa de supervivencia se puede incrementar notablemente mediante la utilizacion de las terapias
dirigidas desarrolladas para el cancer gastrico en la fase Ill, ya que a un paciente que se le ha predicho un
pronéstico negativo entre los pacientes con cancer gastrico en la fase Ib/Il muestra un pronéstico similar que un
paciente con cancer gastrico en la fase lll y es resistente a la quimioterapia estandar existente.

[Descripcion de las figuras]

La figura 1 es un gréfico que muestra la relacién entre los riesgos basados en la normalizacion por cuantiles y la
autonormalizacion utilizando un gen de referencia.

La figura 2 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresién de los genes C200rf103, COL10A1.

La figura 3 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresién de los genes MATNS, FMO2.

La figura 4 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresién de los genes FOXS1, COL8A1.

La figura 5 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresién de los genes THBS4, ALASH.

La figura 6 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresién de los genes CASP8, CLYBL.

La figura 7 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresién de los genes CST2, HSPC159.

La figura 8 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes MADCAM1, MAF.

La figura 9 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes REG3A, RNF152.

La figura 10 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes UCHL1, ZBEDS.

La figura 11 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes GPNMB, HIST1H2AJ.
La figura 12 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes RPL9, DPP6.

La figura 13 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes ARL10, ISLR2.

La figura 14 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes GPBAR1, CPSH1.

La figura 15 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes BCL11B, PCDHGAS.
Los valores de p de las figuras 2 a 15 son los valores del resultado de clasificar el nivel de expresion de los genes en
alta expresioén o baja expresion y el nivel de la expresion génica y de realizar las pruebas de logaritmo-rango.

La figura 16 es el grafico de Kaplan-Meier que muestra la tasa de supervivencia libre de enfermedad del grupo de
prondstico positivo (bajo riesgo) o del grupo de prondstico negativo (alto riesgo) clasificados segun el modelo de
prediccién del prondstico utilizando los genes indicados en la tabla 5.

La figura 17 es el grafico de Kaplan-Meier que muestra la tasa de supervivencia libre de enfermedad de pacientes
con cancer gastrico en fase Ib/ll clasificados en un grupo de prondstico positivo 0 un grupo de pronéstico negativo
segun el modelo de prediccion del pronodstico utilizando los genes indicados en la tabla 5.

La figura 18 es el grafico de Kaplan-Meier que muestra la tasa de supervivencia libre de enfermedad de un grupo de
prondstico positivo (bajo riesgo) o un grupo de prondstico negativo (alto riesgo) clasificados segun el modelo de
prediccion del pronoéstico utilizando los genes indicados en la tabla 7. HR en la figura 18 es la proporcion de la
funcion de riesgo acumulado y el valor de p se calcul6 utilizando 100 permutaciones.

La figura 19 es el grafico de Kaplan-Meier para grupos de pacientes mediante la clasificacion del paciente (alto
frente a bajo), que fueron clasificados segun el modelo de prediccion del prondstico utilizando los genes indicados
en la tabla 7, segun la fase patologica (IB + Il frente a lll + IV). El valor de p se calcul6 mediante la prueba de
logaritmo-rango de dos vias.

La figura 20 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes CDC25B, CDK1.

La figura 21 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes CLIP4, LTB4R2.

La figura 22 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes NOX4, TFDP1.

La figura 23 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes ADRA2C, CSK.

La figura 24 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes FZD9, GALR1.

La figura 25 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes GRM6, INSR.

La figura 26 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion de los genes LPHN1, LYN.

La figura 27 representa el grafico de Kaplan-Meier segun el nivel de expresion del gen de MRGPRX3.

Los valores de p de las figuras 20 a 27 son los valores del resultado de clasificar el nivel de expresién de los genes
en alta expresion o baja expresion y el nivel de la expresion génica y de realizar las pruebas de logaritmo-rango.

La figura 28 representa el andlisis de corte de GCPS de los genes indicados en la tabla 10. La mejor discriminacién
fue el caso de la clasificaciéon de los pacientes como el 75% del grupo de alto riesgo y el 25% del grupo de bajo
riesgo.

La figura 29 representa la tasa de supervivencia libre de enfermedad de pacientes con cancer gastrico en fase Il en
el grupo del descubrimiento basandose en el corte optimizado de GCPS de los genes indicados en la tabla 10.

La figura 30 representa las distribuciones de GCPS de los genes indicados en la tabla 10 en el grupo de
descubrimiento frente al grupo de validacién, y muestra que la distribucién de GCPS en el grupo de descubrimiento
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coincide con la del grupo de validacion. Esto representa la robustez analitica de este ensayo.

La figura 31 representa la tasa de supervivencia libre de enfermedad de la cohorte de validacion segun el algoritmo
predefinido GCPS y el punto de corte (rojo = riesgo elevado).

La figura 32 representa la tasa de supervivencia libre de enfermedad de pacientes con cancer gastrico en fase Il que
recibieron cirugia basada en GCPS de los genes indicados en la tabla 11 y la radioterapia. El color azul representa
un riesgo elevado definido por GCPS.

La figura 33 representa la tasa de supervivencia libre de enfermedad de pacientes con cancer gastrico en fase Il que
recibieron soélo cirugia basada en GCPS de los genes indicados en la tabla 11. El color azul representa un riesgo
elevado definido por GCPS.

[Modo preferente de la invencion]

Como un aspecto para alcanzar los objetivos, la presente invencién da a conocer un marcador para predecir el
prondstico del cancer gastrico, en el que el marcador es una combinacion de todos los genes C200rf103 (marco de
lectura abierto 103 del cromosoma 20), MATN3 (matrilina 3), CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que contienen
un dominio CAP-GLY, miembro 4), NOX4 (NADPH oxidasa 4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK
(tirosina quinasa c-src), FZD9 (receptor 9 de la familia Frizzled), GALR1 (receptor de galanina 1), GRM6 (receptor
metabotrépico de glutamato 6), INSR (receptor de insulina), LPHN1 (latrofilina 1), LYN (homélogo de oncogén
relacionado viral v-yes-1 del sarcoma de Yamaguchi) y MRGPRX3 (GPR relacionado con MAS, miembro X3).
También se describen, pero sin estar dentro del alcance de las reivindicaciones, marcadores que comprenden genes
seleccionados del grupo que consiste en los genes COL10A1, FMO2, FOXS1, COL8A1, THBS4, CDC25B, CDK1,
LTB4R2, TFDP1, ALAS1, CASP8, CLYBL, CST2, HSPC159, MADCAM1, MAF, REG3A, RNF152, UCHL1, ZBEDS5,
GPNMB, HIST1H2AJ, RPL9, DPP6, ARL10, ISLR2, GPBAR1, CPS1, BCL11B y PCDHGAS.

Como otro aspecto, la presente invenciéon da a conocer una composicion para predecir el prondstico del cancer
gastrico que comprende agentes para medir el nivel de expresion de ARNm o proteina del marcador para predecir el
prondstico del cancer gastrico.

El pronéstico clinico de cada cancer gastrico, aunque en la misma fase patolégica, es diferente y el procedimiento de
tratamiento adecuado debe utilizarse segun el prondstico a efectos de aumentar la tasa de supervivencia de los
pacientes con cancer gastrico. Por consiguiente, la presente invencién da a conocer una composicion para predecir
el pronéstico del cancer gastrico que comprende un marcador para predecir el pronostico del cancer gastrico y un
agente para medir el nivel de expresion del mismo a efectos de predecir con precisién el prondstico de los pacientes
que fueron diagnosticados con cancer gastrico y determinar la direccion del tratamiento apropiado en base al
prondstico previsto para aumentar la tasa de supervivencia de los pacientes con cancer gastrico.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "marcador" se refiere a una molécula asociada cuantitativa
o cualitativamente con la presencia de fenédmenos bioldgicos, y el marcador de la presente invencion se refiere al
gen que es la base para predecir un buen o mal pronéstico a los pacientes con cancer gastrico.

Los marcadores de la presente invencion tienen valores de p significativamente bajos y una alta fiabilidad para
predecir el prondstico del cancer gastrico y, en particular, los marcadores indicados en las tablas 5, 7, 10, y 11
pueden clasificar el grupo de pacientes en un grupo de pronéstico positivo o un grupo de pronéstico negativo,
dependiendo del nivel de expresion del mismo, y el pronéstico de los pacientes con cancer gastrico se puede
predecir con precisiéon midiendo el nivel de expresién de los marcadores, ya que la tasa de supervivencia de los
grupos de prondstico positivo es mayor que la del grupo de prondstico negativo segun el grafico de Kaplan-Meier
que muestra la tasa de supervivencia de estos grupos.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "prondstico" se refiere a la expectativa en el desarrollo
médico (por ejemplo, la posibilidad de supervivencia a largo plazo, la tasa de supervivencia libre de enfermedad,
etc.), incluye el pronostico positivo o el prondstico negativo, el prondstico negativo incluye la progresion de la
enfermedad, tal como la recurrencia, crecimiento tumoral, metastasis y mortalidad por resistencia a farmacos, y el
prondstico positivo incluye la remisién de la enfermedad, tal como el estado libre de enfermedad, la mejora de la
enfermedad, tal como la regresién del tumor, o la estabilizacion.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "predecir” se refiere a adivinar sobre el desarrollo médico,
y, para el objetivo de la presente invencién, adivinar el desarrollo de la enfermedad (progresién de la enfermedad,
mejora, recurrencia del cancer gastrico, crecimiento tumoral, resistencia a farmacos) de los pacientes que fueron
diagnosticados con cancer gastrico.

En un ejemplo de la presente invencidn, el pronéstico de los pacientes con cancer gastrico se predijo mediante la
clasificacion de los pacientes que fueron diagnosticados con cancer gastrico en un grupo de prondstico positivo o un
grupo de pronostico negativo, y ademas, el prondstico de los pacientes con cancer gastrico se predijo mediante la
clasificacion de los pacientes que fueron diagnosticados con cancer gastrico de fase patolégica segun el prondstico
(ejemplos 7 a 9).
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Un marcador adicional descrito para predecir el prondstico del cancer gastrico puede ser la combinacién de los
genes C200rf103, COL10A1, MATN3, FMO2, FOXS1, COL8A1 y THBS4, la combinacion de los genes ALAST,
C200rf103, CASP8, CLYBL, COL10A1, CST2, FMO2, FOXS1, HSPC159, MADCAM1, MAF, REG3A, RNF152,
THBS4, UCHL1, ZBED5, GPNMB, HIST1H2AJ, RPL9, DPP6, ARL10, ISLR2, GPBAR1, CPS1, BCL11B y
PCDHGAS, la combinacién de los genes C200rf103, CDC25B, CDK1, CLIP4, LTB4R2, MATN3, NOX4 y TFDP1, o la
combinacién de los genes ADRA2C, C200rf103, CLIP4, CSK, FZD9, GALR1, GRM6, INSR, LPHN1, LYN, MATNS,
MRGPRX3 y NOX4 y la combinacion de los genes C200rf103, CDC25B, CDK1, CLIP4, LTB4R2, MATN3 , NOX4 y
TFDP1. El marcador, segun la presente invencion, es la combinacion de los genes ADRA2C, C200rf103, CLIP4,
CSK, FZD9, GALR1, GRMS6, INSR, LPHN1, LYN, MATN3, MRGPRX3 y NOX4.

Los inventores de la presente invencion identificaron que los genes anteriores pueden predecir con precision el
pronéstico del cancer gastrico mediante el siguiente procedimiento. Los inventores de la presente invencién
extrajeron ARN de tejido tumoral embebido en parafina y fijado en formalina de cancer gastrico, midieron el nivel de
expresion de genes utilizando ARN extraido y el kit de ensayo DASL de todo el genoma y, a continuacion, se realizé
un andlisis estadistico estandar utilizando el modelo de riesgos proporcionales de Cox en el que el nivel de
expresion del gen se procesa como una variable continua. Como resultado, se identificaron 369 genes para predecir
el pronostico del cancer gastrico (tabla 2) con una gran correlacién con la tasa de supervivencia libre de enfermedad
mediante analisis univariante y se identificaron los genes para predecir el prondstico del cancer gastrico patolégico
en fase Ib/Il (tabla 3). A continuacién, se creé el modelo de prediccidn del pronostico que comprende los genes de la
tabla 5 mediante la aplicacion del algoritmo superPC para el nivel de expresion de los genes identificados, y los
pacientes con cancer gastrico se clasificaron en el grupo de prondstico positivo o el grupo de prondstico negativo
segun el modelo de prediccién. Los resultados del grafico de Kaplan-Meier para el grupo clasificado verificaron la
validez y la fiabilidad del modelo de prediccién del pronéstico utilizando marcadores de la presente invencién,
mostrando que la tasa de supervivencia del grupo de prondstico positivo es mayor que la del grupo de prondstico
negativo (ejemplo 7 y las figuras 16, 17). Ademas, los resultados de la creacién del modelo de prediccion del
pronéstico que comprende los genes de la tabla 7 mediante la aplicacion del algoritmo lasso en gradiente para el
nivel de expresién de los genes identificados y la clasificacion de los pacientes con cancer gastrico en el grupo de
prondéstico positivo 0 el grupo de pronéstico negativo, identificaron que la clasificacién coincide con el resultado
clinico (ejemplo 8 y las figuras 18, 19).

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "agente para la medicién de los niveles de expresion de
los marcadores" se refiere a una molécula que se puede utilizar para determinar los niveles de expresion de los
genes marcadores o proteinas codificadas por estos genes, y puede ser, de manera preferente, un anticuerpo,
cebador o sonda, que es especifico para los marcadores.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "anticuerpo”, que es el término conocido en la técnica, se
refiere a una molécula de proteina especifica dirigida a los sitios antigénicos. Para el objetivo de la presente
invencion, el anticuerpo se refiere al anticuerpo que se une especificamente al marcador de la presente invencion y
se puede preparar mediante procedimientos convencionales a partir de la proteina, que es codificada por el gen
marcador, obtenida mediante clonacion de cada gen en el vector de expresion de una manera convencional, en el
que se incluye un péptido parcial que puede producirse a partir de la proteina.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cebador" se refiere a la secuencia corta de acido nucleico,
como la secuencia de &cido nucleico con el grupo hidroxilo terminal en 3 corto libre (grupo hidroxilo 3’ libre), que
puede formar una pareja de bases con una plantilla complementaria y funciona como el punto de partida para la
copia de una plantilla. En la presente invencion, el prondstico del cancer gastrico puede predecirse a través de si el
producto deseado es creado mediante la realizacion de la amplificacién por PCR utilizando los cebadores de sentido
y antisentido del polinucleétido marcador de la presente invencién. Las condiciones de la PCR y la longitud de los
cebadores de sentido y antisentido se pueden modificar basandose en lo que se conoce en la técnica.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sonda" se refiere al fragmento de acido nucleico, tal como
ARN o ADN, de unos pocas a cientos de bases de longitud, que puede construir la unién especifica con ARNm y
puede determinar la presencia de ARNm especifico debido al mantenimiento del marcaje. La sonda se puede
preparar en forma de sonda de oligonucleétidos, sonda de ADN de una sola cadena, sondas de ADN de doble
cadena y sonda de ARN, etc. En la presente invencion, el prondstico del cancer gastrico puede predecirse a través
de si estd hibridada o no mediante la realizacién de la hibridacion utilizando el polinucleétido marcador de la
presente invencion y la sonda complementaria. La eleccion adecuada de la sonda y las condiciones de hibridacion
se pueden modificar basandose en lo que se conoce en la técnica.

Los cebadores o sondas de la presente invencion se pueden sintetizar quimicamente utilizando el procedimiento de
soporte sélido de fosforamidita u otros procedimientos bien conocidos. La secuencia de acido nucleico también se
puede modificar utilizando muchos medios conocidos en la técnica. Entre los ejemplos no limitantes de estas
modificaciones se encuentran la metilacién, la adicién de bloqueo, la sustitucién con uno o mas analogos de
nucleétidos naturales y la modificacién entre nucleétidos, por ejemplo, la modificacién del cuerpo de conexién sin
carga (por ejemplo, metil fosfonato, fosfotriéster, fosforamidita, carbamatos, etc.), o del cuerpo de conexién cargado
(por ejemplo, fosforotioato, fosforoditioato, etc.).
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En la presente invencidn, el nivel de expresién del marcador para predecir el pronostico del cancer gastrico se puede
determinar mediante la identificacién del nivel de expresién de ARNm del gen marcador o de la proteina codificada
por el gen.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién "medir el nivel de expresion de ARNm" se refiere al
procedimiento para identificar la presencia de ARNm del gen marcador en la muestra biol6égica y el nivel de
expresion del mismo a efectos de predecir el prondstico del cancer gastrico y es posible midiendo la cantidad de
ARNm. Los procedimientos de andlisis para esto son, pero sin limitarse a éstos, RT-PCR, RT-PCR competitiva,
RT-PCR en tiempo real, ensayo de proteccion de ARNasa (RPA), transferencia Northern, chip de micromatriz de
ADN, etc.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "medir el nivel de expresion de la proteina" se refiere al
procedimiento para identificar la presencia de proteina expresada en el gen marcador en la muestra biolégica y el
nivel de expresion de la misma a efectos de predecir el pronostico del cancer gastrico y se puede determinar la
cantidad de proteina mediante la utilizacién del anticuerpo que se une especificamente a la proteina expresada en el
gen anterior. Los procedimientos de analisis para esto son, pero sin limitarse a los mismos, transferencia Western,
ELISA (ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima), radicinmunoensayo, radioinmunodifusién, inmunodifusion de
Ouchterlony, electroforesis de Rocket, inmunotincion de tejidos, ensayo de inmunoprecipitacion, ensayo de fijacion
completa, FACS, chip de proteinas, etc.

Como otro aspecto, la presente invencién da a conocer la utilizacién de un kit para predecir el pronéstico del cancer
gastrico que comprende agentes para medir el nivel de expresion de ARNm o de proteina del marcador para
predecir el prondstico del cancer gastrico.

Se puede utilizar un kit de la presente invencién para identificar el nivel de expresion del marcador para predecir el
prondstico del cancer gastrico a efectos de predecir el prondstico del cancer gastrico.

Un kit de la presente invencién puede ser un kit de RT-PCR, un kit de RT-PCR en tiempo real, un kit de QRT-PCR
en tiempo real, un kit de chip micromatriz o un kit de chip de proteinas.

Un kit de la presente invencién puede comprender no solo el cebador, la sonda para medir el nivel de expresion del
marcador para predecir el prondstico del cancer gastrico o el anticuerpo que reconoce especificamente el marcador,
sino también la composicién, en solucidn o dispositivo de uno 0 mas tipos de otros componentes adecuados para el
procedimiento de analisis.

Segun el ejemplo de la presente invencién, un kit para medir el nivel de expresion de ARNm de los genes
marcadores puede ser un kit que comprende los elementos esenciales necesarios para llevar a cabo la RT-PCR. El
kit de RT-PCR puede comprender, ademas de cada pareja de cebadores que son especificos para el gen marcador,
un tubo de ensayo u otro recipiente adecuado, solucion tampon de reaccion, desoxinucleétidos (dNTP),
Tag-polimerasa y transcriptasa inversa, ADNasa, inhibidor de ARNasa, y DEPC-agua y agua estéril.

Segun otro ejemplo de la presente invencion, un kit para medir el nivel de expresion de proteina codificada por los
genes marcadores puede comprender sustrato, solucién tampén adecuada, anticuerpo secundario marcado con
enzima cromogénica o sustancia fluorescente y sustrato cromogénico.

Segun otro ejemplo de la presente invencién, un kit en la presente invencién puede ser un kit para detectar el
marcador para predecir el pronostico del cancer gastrico, que comprende los elementos esenciales necesarios para
la realizacion del chip de micromatriz de ADN. El kit del chip de micromatriz de ADN puede comprender el sustrato al
que el gen o el ADNc correspondiente al fragmento del mismo se unen como sonda, y el sustrato puede comprender
el gen de control cuantitativo o el ADNc correspondiente al fragmento del mismo.

Como otro aspecto, la presente invencidén da a conocer un procedimiento para predecir el pronéstico del cancer
gastrico que comprende a) obtener el nivel de expresién o el patron de expresion de ARNm o de la proteina del
marcador para predecir el prondstico del cancer gastrico en una muestra recogida de un paciente con cancer
gastrico; y b) comparar el nivel de expresién o patrén de expresién obtenido en la etapa a) con el nivel de expresién
0 patrén de expresion de ARNm o proteina de los genes correspondientes en un paciente con cancer gastrico con
prondstico conocido.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "muestra recogida de un paciente con cancer gastrico”
puede ser, pero sin limitarse a los mismos, tejido, célula, sangre entera, suero, plasma originado del estomago de un
paciente con cancer gastrico y, de manera preferente, tejido tumoral gastrico.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "paciente con cancer gastrico con prondstico conocido”

se refiere al paciente cuya progresion de la enfermedad se muestra entre los pacientes que fueron diagnosticados
con cancer gastrico, por ejemplo, el paciente confirmado con un pronéstico negativo debido a la recurrencia dentro
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de los 3 afios después de la cirugia o el paciente confirmado con un pronostico positivo debido a estar
completamente curado después de la cirugia, y el pronostico del paciente cuyo pronéstico debe establecerse se
puede predecir con precision mediante la obtencién y la comparacion de los niveles de expresion o los patrones de
expresion de las muestras recogidas del paciente anterior y el paciente cuyo prondstico debe establecerse.

Segun el ejemplo de la presente invencidn, el pronoéstico se puede predecir mediante la medicién de los niveles de
expresion o los patrones de expresion de los genes marcadores de muchos pacientes con cancer gastrico, la
construccion de una base de datos de los valores medidos con el pronéstico de los pacientes e introduccion del nivel
de expresion o el patron de expresion del paciente cuyo prondstico debe establecerse en la base de datos. En este
caso, el algoritmo conocido o el programa de analisis estadistico pueden utilizarse para comparar los niveles de
expresion o los patrones de expresion. Ademas, la base de datos se puede subdividir aiin mas en la fase patoldgica,
el tratamiento recibido, etc.

Segun el ejemplo de la presente invenciodn, los pacientes con cancer gastrico en las etapas a) y b) son los pacientes
que recibieron el mismo tratamiento y el tratamiento puede ser la radioterapia, quimioterapia, quimiorradioterapia,
quimioterapia adyuvante, gastrectomia, quimioterapia o quimiorradioterapia después de gastrectomia y gastrectomia
sin radioterapia después de la quimioterapia adyuvante u operacion.

Segun el ejemplo de la presente invencidn, el cancer gastrico puede ser cancer gastrico en la fase Ib o Il

En la presente invencion, el nivel de expresidn del gen marcador se puede medir en el nivel de ARNm o proteina, y
la separacién de ARNm o proteina de la muestra biolégica se puede realizar utilizando el procedimiento conocido
publicamente.

El procedimiento de analisis para medir el nivel de ARNm o proteina es tal como se ha descrito anteriormente.

A través de los procedimientos de analisis anteriores, se puede comparar el nivel de expresion del gen marcador de
cancer gastrico medido de la muestra del paciente con cancer gastrico con prondstico conocido con el nivel de
expresion del gen marcador de cancer gastrico medido de la muestra del paciente cuyo pronostico debe establecerse, y
puede predecirse el prondstico del cancer gastrico mediante la determinacién del aumento o disminucion del nivel de
expresion. En otras palabras, si la muestra de un paciente cuyo prondstico debe establecerse muestra un nivel de
expresion o un patrén de expresion similar a la muestra del paciente con cancer gastrico con pronéstico positivo como
resultado de la comparacion de los niveles de expresion, se puede determinar que tiene un prondstico positivo, y por el
contrario, si se muestra un nivel de expresion o un patrén de expresion similar a la muestra del paciente con cancer
gastrico con pronostico negativo, se puede determinar que tiene un prondstico negativo.

Segun el ejemplo de la presente invencion, el pronostico se puede predecir mediante la comparacién y la normalizacién
del nivel de expresion del gen marcador con el nivel de expresion de uno o mas genes seleccionados del grupo que
consiste en los genes indicados en la tabla 4 y, a continuacién, la utilizacién del nivel de expresién normalizado.

Como otro aspecto, la presente invencidén da a conocer un procedimiento para predecir el pronéstico del cancer
gastrico que comprende a) medir el nivel de expresién del ARNm o la proteina del marcador para predecir el
prondstico del cancer gastrico en una muestra recogida de un paciente con cancer gastrico para obtener el valor de
expresion cuantificado; b) aplicar el valor de expresion obtenido en la etapa a) al modelo de prediccion del
prondstico para obtener la puntuacién del pronostico del cancer gastrico; y ¢) comparar la puntuacion del prondstico
del cancer gastrico obtenida en la etapa b) con el valor de referencia para determinar el prondstico del paciente.

La etapa a) es la etapa para medir el nivel de expresion del gen marcador de forma cuantitativa. El valor de
expresion cuantificada del gen marcador se puede lograr utilizando un software, kits y sistemas conocidos para
cuantificar los niveles de expresion medidos mediante el procedimiento de analisis para medir el nivel de ARNm o de
proteina, tal como se ha descrito anteriormente. Segun un ejemplo de la presente invencion, la medicion del nivel de
expresion del gen marcador puede realizarse utilizando el kit de ensayo nCounter (NanoString Technologies). En
este caso, el nivel de expresién del gen marcador se puede normalizar mediante la comparacion con el nivel de
expresion del gen de referencia. Segun el ejemplo de la presente invencion, el nivel de expresién medido del gen
marcador se puede normalizar mediante la comparacién con los niveles de expresién de uno o mas genes de
referencia seleccionados del grupo que consiste en los genes de referencia indicados en la tabla 4.

Segun el ejemplo de la presente invencién, en la etapa a), se puede medir el nivel de expresion de ARNm o de
proteina de los genes C200rf103, CDC25B, CDK1, CLIP4, LTB4R2, MATN3, NOX4 y TFDP1, no incluidos dentro del
alcance de las reivindicaciones, o los genes ADRA2C, C200rf103, CLIP4, CSK, FZD9, GALR1, GRM®6, INSR,
LPHN1, LYN, MATN3, MRGPRX3 y NOX4.

La etapa b) es la etapa para aplicar el valor de expresién obtenido en la etapa a) al modelo de prediccién del
prondstico para obtener la puntuacién del prondstico del cancer gastrico.

Segun el ejemplo de la presente invencién, el modelo de prediccidn del prondstico se puede expresar como:
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[S = B1X1 + ...+ Ban]

en el que x, es el valor de expresién cuantificada del gen n-ésimo,
Bn es la estimacion de la regresién Cox del gen n-ésimo, y
S representa la puntuacion del prondstico del cancer gastrico.

La etapa c) es la etapa para comparar la puntuacién del prondéstico del cancer gastrico obtenida en la etapa b) con el
valor de referencia para determinar el pronéstico del paciente.

El valor de referencia se puede determinar como un valor en un intervalo desde el valor de corte para el tercer cuartil
hasta el valor de corte para el cuarto cuartil en la distribucién de las multiples puntuaciones del pronéstico del cancer
gastrico obtenidas mediante la introduccion de los valores de expresion de los genes marcadores de los multiples
pacientes con cancer gastrico. Ademas, el valor de referencia se puede determinar como un valor en un intervalo
desde el valor de corte para el segundo cuartil hasta el valor de corte para el tercer cuartil en la distribucion de las
multiples puntuaciones del pronostico del cancer gastrico obtenidas mediante la introduccion de los valores de
expresion de los genes marcadores de los multiples pacientes con cancer gastrico. De manera preferente, el valor
de referencia se puede determinar como un valor en un intervalo desde el valor de corte para el tercer cuartil hasta
el valor de corte para el cuarto cuartil en la distribucién de las multiples puntuaciones del pronéstico del cancer
gastrico obtenidas mediante la introduccion de los valores de expresion de los genes marcadores de los multiples
pacientes con cancer gastrico.

El valor de corte para el cuartil se puede definir como el valor correspondiente a los puntos 1/4, 2/4, 3/4 y 4/4 cuando
los multiples pacientes con cancer gastrico se distribuyen segin el tamafno de la puntuacion del prondstico del
cancer gastrico. En este caso, el valor de corte para el cuarto cuartil puede ser la mayor puntuacién entre las
puntuaciones del pronostico del cancer gastrico obtenidas de los pacientes.

Segun un ejemplo de la presente invencién, se puede determinar que el caso en el que la puntuacién del prondstico
del cancer gastrico obtenida en la etapa b) es igual o mayor que el valor de referencia tiene prondstico negativo.

Segun un ejemplo de la presente invencion, el valor de corte puede ser 0,2205 o0 -0,4478, y se puede determinar que
el caso en el que la puntuacién del prondstico del cancer gastrico obtenida en la etapa b) es igual o mayor que el
valor de corte tiene pronostico negativo. De manera preferente, el valor de corte puede ser 0,2205 si se miden los
niveles de expresion de los genes C200rf103, CDC25B, CDK1, CLIP4, LTB4R2, MATN3, NOX4 y TFDP1 en la
etapa a), y el valor de corte puede ser -0,4478 si se miden los niveles de expresion de los genes ADRA2C,
C200rf103, CLIP4, CSK, FZD9, GALR1, GRM6, INSR, LPHN1, LYN, MATN3, MRGPRX3 y NOX4 en la etapa a).

En un ejemplo de la presente invencion, se cred el modelo de prediccién del prondstico que comprende los genes en
las tablas 10 y 11 mediante la aplicacién del algoritmo lasso en gradiente, los pacientes con cancer gastrico se
clasificaron en el grupo de prondstico positivo o el grupo de pronéstico negativo mediante la comparacion del valor
del pronéstico del cancer gastrico obtenido mediante la introduccion del valor de expresion en la férmula anterior con
el valor de referencia. Los resultados del grafico de Kaplan-Meier para el grupo clasificado verifico la validez y la
fiabilidad del modelo de prediccion del pronoéstico utilizando marcadores de la presente invencién al mostrar que la
tasa de supervivencia del grupo de pronostico negativo (riesgo elevado) es significativamente menor que la del
grupo de pronostico positivo (riesgo bajo) (ejemplo 9 y figuras 29, 31, 32). Ademas, los resultados de la clasificaciéon
de los pacientes segun el valor del prondstico del cancer gastrico obtenido mediante la medicion del nivel de
expresion del gen marcador con los pacientes que recibieron sélo gastrectomia en cuestion identificaron que el
pronéstico de los pacientes que recibieron sélo gastrectomia también se puede predecir con el marcador de la
presente invencion al mostrar que la tasa de supervivencia del grupo de prondstico negativo (riesgo elevado) es
significativamente baja (ejemplo 9 y figura 33).

Por lo tanto, el prondstico del cancer gastrico se puede predecir con precision seguin la presente invencién y se
puede conseguir el beneficio de un plan de tratamiento adecuado segun el prondstico predicho. Por ejemplo, se
puede determinar que se continle con la terapia estandar u opciones de tratamiento menos invasivas para los
pacientes que se considera que tienen un pronéstico positivo, se puede determinar que se continle el procedimiento
de tratamiento para los pacientes con cancer gastrico en una fase superior o un tratamiento muy agresivo o
experimental para los pacientes que se considera que tienen un pronostico negativo. En particular, se puede elegir el
procedimiento de tratamiento adecuado segun el pronéstico predicho, segun la presente invencién, para los
pacientes que son diagnosticados con cancer gastrico en fase Ib o fase Il, ya que pueden mostrar un pronoéstico
diferente. Por ejemplo, se pueden utilizar procedimientos de tratamiento, tales como la cirugia o farmacos contra el
cancer, para los pacientes con cancer gastrico en fase lll para los pacientes que son predichos con un prondstico
negativo entre los pacientes que son diagnosticados con cancer gastrico en fase Ib o fase Il.

[Modo de la invencién]

En lo sucesivo, la presente invencion se describe con mas detalles a través de los ejemplos. Sin embargo, estos
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ejemplos simplemente pretenden ilustrar, pero de ninguna manera limitar, la presente invencion reivindicada.
Ejemplo 1: Seleccion de pacientes con cancer gastrico

El presente estudio se realiz6 en el Samsung Medical Center y el Samsung Cancer Research Institute segun la
Declaracién de Helsinki. El presente estudio fue aprobado por el Consejo de Administracién del Samsung Medical
Center. Durante el periodo de 1994 a diciembre de 2005, se seleccioné una cohorte de 1.152 pacientes de los 1.557
pacientes que recibieron gastrectomia después de quimioterapia adyuvante de 5-FU/LV (régimen INT-0116) segun
los siguientes criterios:

1) diagnéstico histol6gico de adenoma, reseccion del tumor sin tumor residual,

2) diseccion de los ganglios linfaticos D2,

3) hombres y mujeres de mas de 18 afios de edad,

4) de la fase patoldgica Ib (T2bNO, TIN1 o No T2aN0) a la fase IV segun el AJCC (American Joint Committee on
Cancer), 62 edicion,

5) conservacion completa de los registros quirdrgicos y los registros de tratamiento, y los pacientes que recibieron
quimioterapia adyuvante con 5-fluorouracilo/leucovorina (régimen INT-0116), como minimo, dos veces, segun los
procedimientos siguientes, es decir, los pacientes que recibieron quimiorradioterapia (una radiacién total de 4.500
cGy con 180 cGy al dia, 1 semana/5 dias, durante 5 semanas) seguido de la administracion de 5-fluoro-uracilo (400
mg/m?/dia) y leucovorina (20 mg/m?/dia) durante 5 dias (1 vez) y una vez adicional de la administracion de
5-fluoro-uracilo (400 mg/m?/dia) y leucovorina (20 mg/m?dia).

Se excluyeron del andlisis 405 pacientes del grupo de 1.557 pacientes debido a las siguientes razones:
1) pacientes que recibieron quimioterapia adyuvante con 5-FU/LV menos de dos veces (N = 144),

2) pacientes con un margen de reseccion microscopicamente positivo (N = 73),

3) pacientes con cancer primario doble (N = 53),

4) pacientes con cancer gastrico recurrente en el estbmago remanente después de gastrectomia subtotal (N = 5),

5) pacientes sin registros médicos completos (N = 11),

6) pacientes que utilizaron algo distinto del régimen INT-0116 (N = 65)

7) otros (N = 54).

Este estudio se realiz6 con un cribado aleatorio final de 432 pacientes después de un cribado secundario de 1.152
pacientes de los 1.557 pacientes seleccionados inicialmente, y las caracteristicas médicas para los pacientes se
muestran en la tabla 1. La clasificacién de los 432 pacientes segun la fase patologica del cancer gastrico mostro la
composicion de 68 en la fase Ib, 167 en la fase ll, 111 en la fase IlIA, 19 en la fase IlIB y 67 en la fase IV (tabla 1).

[Tabla 1]
Caracteristicas N=432
Edad (afios)
Mediana, intervalo 53, 23-74

Género
Masculino
Femenino

280 (64,8%)
152 (35,2%)

Tipo de gastrectomia
Gastrectomia subtotal
Gastrectomia total
Otras

256 (59,3%)
175 (40,5%)
1(0,2%)

Extension de la cirugia
Reseccion del bazo
Reseccion del bazo, pancreas

73 (16,9%)
8 (1,9%)

Ubicacién del tumor
Distal 1/3
Central 1/3
Cardias, union GE
Total, muticéntrico
Estémago remanente

231 (53,5%)
130 (30,1%)
53 (12,3%)
17 (3,9%)
1(0,2%)

Grado

Tubular de bien a moderadamente diferenciado
Tubular escasamente diferenciado

Célula en anillo de sello

Mucinoso

Papilar

Hepatoide

Otros

10

111 (25,7%)
200 (46,3%)
101 (23,4%)
14 (3,2%)
3 (0,7%)
2 (0,5%)
1(0,2%)
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Ejemplo 2: Extraccion de ARN del tumor gastrico

Se extrajo ARN del tumor gastrico de los pacientes con cancer gastrico cribados finalmente en el ejemplo 1. Para
ello, se selecciond el bloque de parafina con tumor primario que consistia en el tumor mas grande. Se extrajo ARN
de 2 a 4 secciones de 4 um de grosor en tejido embebido en parafina fijado con formalina y se extrajeron los
elementos no tumorales mediante microdiseccion antes de pasar al tubo de extraccién. A continuacion, se extrajo el
ARN total utilizando el kit High Pure RNA Paraffin (Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania) o el kit FFPE RNA
Isolation E.Z.N.A.® (Omega Bio-Tek, Norcross, GA, Estados Unidos) segun las instrucciones del fabricante. La
concentracion del ARN extraido se determind utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 8000 (Thermo Scientific) y
se almacend a una temperatura baja de -80°C antes de su utilizacién. En el experimento, la muestra de ARN con
una concentracion de menos de 40 ng/ul y una proporcion de A260/A280 de menos de 1,5 o una proporcion de
A260/230 de menos de 1,0 no se utilizé en el analisis por ser una muestra inadecuada.

Ejemplo 3: Obtencion del perfil de expresion del genoma completo

Se realiz6 el ensayo lllumina Whole-Genome DASL® (hibridacion, seleccidn, extension y ligadura mediada por
ADNc (“cDNA-mediated Annealing, Selection, Extension, and Ligation”), lllumina, Estados Unidos) con 200 ng de
ARN extraido del ejemplo 2 segun las instrucciones del fabricante. En primer lugar, se preparé la plantilla de PCR
mediante la transcripcion inversa del ARN completo en ADNc utilizando cebadores oligo-dT y aleatorios biotinilados,
la hibridacién de ADNc biotinilado a una pareja de oligos de busqueda, la extensién del espacio entre los oligos de
blusqueda y, a continuacién, la ligadura. Posteriormente, los productos de la PCR amplificados utilizando una pareja
de cebadores de PCR universales se hibridaron al HumanRef-8 Expression BeadChip (> 24.000 transcripciones
anotadas). Después de la hibridacion, los HumanRef 8 BeadChips se rastrearon utilizando iScan (lllumina, Estados
Unidos).

Ejemplo 4: Control de calidad del ensayo DASL del genoma completo

La sonda denominada "ausente" entre las 24.526 sondas de HumanRef-8 Expression BeadChip utilizado en el
ejemplo 3 se filiré y se extrajo. Se utilizaron 17.418 sondas después de la filtracién en el andlisis posterior. La
intensidad de la sonda se modific6 mediante el logaritmo con base 2) y se normalizd utilizando el algoritmo de
normalizacién por cuantiles. Como resultado, se realizé el analisis estadistico utilizando las 17.418 sondas y las 432
muestras.

Ejemplo 5: Identificacion del gen de prediccion del cancer gastrico

A efectos de identificar el gen cuyo nivel de expresion se asocia con resultados clinicos, tales como la supervivencia
libre de enfermedad (DFS), se realiz6 el analisis estadistico estandar utilizando el modelo de riesgo proporcional Cox
para procesar los niveles de expresiéon de genes como variables continuas. Como resultado, se identificaron 369
sondas con la asociacion significativa de la tasa de supervivencia libre de enfermedad entre 17.418 sondas
mediante el andlisis univariante, y los resultados se muestran en la tabla 2 (p <0,001).

Ademas, dado que es importante predecir el pronostico de los pacientes en la fase Ib/ll, se identificé el gen del
prondstico del cancer gastrico especifico para la fase Ib/ll con la muestra recogida de pacientes en fase Ib/ll entre
las muestras en cuestion de la misma manera que anteriormente, y los resultados se muestran en la tabla 3. El valor
de p en la tabla 3 representa el grado de los efectos de los niveles de expresion de los genes en el prondstico clinico
con menor valor de p que afecta mas significativamente al prondstico y la proporcion de riesgo representa la grado
de los efectos sobre la tasa de recurrencia del cancer gastrico con un significado importante de aumento o
disminucion de las cifras.

Segun las tablas 2 y 3, se identificd la presencia de un nimero de genes de prondstico especificos de la fase Ib/ll,

aunque los genes de pronostico identificados con todo el grupo de pacientes en cuestién coinciden con los genes de
pronéstico identificados con los pacientes en fase Ib/Il en cuestion.
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[Tabla 2]

'DENT'F'cﬁﬁI'fn":i:f) LASONDA  simMBOLO Numero de acceso valor de p Pr“"r‘i’;g’o" de
ILMN_1713561 C200rf103 NM_012261.2 1,48E-09 1,302187
ILMN_1811790 FOXS1 NM_004118.3 1,65E-07 1,426582
ILMN_1736078 THBS4 NM_003248.3 6,59E-07 1,320863
ILMN_1672776 COL10A1 NM_000493.3 8,79E-07 1,657158
ILMN_1732158 FMO2 NM_001460.2 9,81E-07 1,262049
ILMN_2402392 COL8A1 NM_001850.3 1,36E-06 1,469684
ILMN_2206746 BGN NM_001711.3 1,83E-05 5,841759
ILMN_1780667 WDR51A NM_015426.3 2,38E-05 0,727733
ILMN_1673843 CST2 NM_001322.2 2,59E-05 1,289074
ILMN_1775931 EPHA3 NM_005233.3 3,22E-05 1,313913
ILMN_1749846 OMD NM_005014.1 3,31E-05 1,360159
ILMN_1755318 HIST1H2AJ NM_021066.2 3,56E-05 0,660616
ILMN_1677636 COMP NM_000095.2 4,31E-05 1,204699
ILMN_2316386 GPBAR1 NM_170699.2 4,93E-05 2,746716
ILMN_1740265 ACOTY NM_181864.2 5,57E-05 0,487482
ILMN_1774350 MYOZ3 NM_133371.2 7,75E-05 1,2456
ILMN_2093500 ZBEDS NM_021211.2 8,06E-05 1,403335
ILMN_1701331 UBE2M NM_003969.3 8,35E-05 0,139592
ILMN_2071809 MGP NM_000900.2 9,96E-05 1,89168
ILMN_1759792 CLIP4 NM_024692.3 0,000103 1,264165
ILMN_2188451 HIST1H2AH NM_080596.1 0,00011 0,648883
ILMN_2138589 MERTK NM_006343.2 0,000117 1,344156
ILMN_1735996 NOX4 NM_016931. 2 0,00013 1,273066
ILMN_1782329 HIST1H4L NM_003546.2 0,000131 0,752221
ILMN_1726603 ATPSI NM_007100.2 0,000137 0,076217
ILMN_1695079 ZNF101 NM_033204.2 0,000146 0,669062
ILMN_1797693 BRI3BP NM_080626.5 0,000171 0,410778
ILMN_1653553 C140rf80 NM_173608.1 0,00019 0,500153
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IDENTIFICACION DE LA SONDA

Proporcion de

{lllumina) siMBoLO Numero de acceso valor de p riesqo
ILMN_1792538 CD7 NM_006137.6 0,000192 0,43232
ILMN_1757387 UCHLA1 NM_004181.3 0,000201 1,653798
ILMN_1693597 ZNF287 NM_020653.1 0,000208 1,194469
ILMN_1673548 HSPC159 NM_014181.1 0,000209 0,680392
ILMN_1753524 HIST1H2AB NM_003513.2 0,000211 0,72192
ILMN_2382679 REG3A NM_138938.1 0,000232 0,863324
ILMN_1769168 ARL10 NM_173664.4 0,000235 1,225049
ILMN_2071826 RNF152 NM_173557.1 0,000264 1,232257
ILMN_1719543 MAF NM_005360.3 0,000267 1,166273
ILMN_1711566 TIMP1 NM_003254.2 0,000268 5,209361
ILMN_2163873 FNDCA1 NM_032532.2 0,000292 1,275913
ILMN_1685433 COLS8A1 NM_020351.2 0,0003 1,530905
ILMN_2115696 usP42 NM_032172.2 0,000308 1,158447
ILMN_1801205 GPNMB NM_001005340.1 0,000313 1,298661
ILMN_1712430 ATP5G1 NM_005175.2 0,000346 0,76876
ILMN_1710752 NAPRT1 NM_145201.3 0,000351 0,281588
ILMN_2168166 ASPN NM_017680.3 0,000355 1,390402
ILMN_1787749 CASP8 NM_033356.3 0,000365 0,779592
ILMN_1727709 GPBAR1 NM_170699.2 0,000365 1,285664
ILMN_1765557 OLFML2B NM_015441.1 0,000368 1,226139
ILMN_1796734 SPARC NM_003118.2 0,000397 1,216715
ILMN_2392803 COL11A1 NM_001854.3 0,000398 1,203319
ILMN_1750180 HIST1H2BB NM_021062.2 0,000405 0,762857
ILMN_2300970 ETFB NM_001014763.1 0,000405 0,26307
ILMN_2396875 IGFBP3 NM_001013398.1 0,000413 1,252929
ILMN_1750052 NOL14 NM_003703.1 0,000417 0,519811
ILMN_2151368 NOL12 NM_024313.2 0,00043 1,217182
ILMN_2330570 LEPR NM_001003679.1 0,000455 1,303249
ILMN_1732782 SCN2A NM_001040142.1 0,000467 1,210705
ILMN_1708143 FAM127A NM_001078171.1 0,000473 1,250246
ILMN_2219867 KRT20 NM_019010.1 0,000544 0,761421
ILMN_1800331 PTCH1 NM_001083605.1 0,000571 1,248174
ILMN_1726815 HIST1H3G NM_003534.2 0,000597 0,777786
ILMN_1677652 PREX2 NM_024870.2 0,000601 1,168492
ILMN_1758067 RGS4 NM_005613.3 0,000603 1,239717
ILMN_1712751 HADHA NM_000182.4 0,00065 0,260972
ILMN_1710522 RUNX1T1 NM_175635.1 0,000655 1,238393
ILMN_1712532 CARDS NM_052813.3 0,000658 1,29096
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'DENT'F'c‘“}ﬁ,'fn":i,?f] LASONPA  simBoLO Namero de acceso valor de p Pr°pr‘i"::;"’°“ e
ILMN_1770290 CNN2 NM_201277.1 0,00069 3,212723
ILMN_2355786 BTNL3 NM_197975.1 0.000751 0,704169
ILMN_1749878 FAM124B NM_024785.2 0,000755 1,269953
ILMN_1712088 CLYBL NM_206808.1 0,00078 0.804096
ILMN_1677747 TMPO NM_003276.1 0,000783 0,716288
ILMN_1675706 APOA4 NM_000482.3 0,000795 0,83371
ILMN_2073184 S1PR5 NM_030760.4 0,000801 1,213767
ILMN_1735877 EFEMP1 NM_004105.3 0,000844 1,289706
ILMN_1758128 CYGB NM_134268.3 0,000856 1,926103
ILMN_1729033 RPL9 NM_001024921.2 | 0,000901 0,826367
ILMN_1678669 RRM2 NM_001034.1 0,000917 0,848107
ILMN_1809866 WDR74 NM_018093.1 0,000925 0,479147
ILMN_1662824 MADCAM1 NM_130760.2 0,000956 0,774827
ILMN_2328094 DACT1 NM_001079520.1 0,000977 1,243186
ILMN_1729368 FZD8 NM_031866.1 0,001017 1,195987
ILMN_1738116 TMEM119 NM_181724.1 0,001036 1,182145
ILMN_1810486 RAB34 NM_031934.3 0,001053 1,220139
ILMN_1712400 SERPINB6 NM_004568.4 0,001071 0,214418
ILMN_1780170 APOD NM_001647.2 0,001092 1,201164
ILMN_1671557 PHLDA2 NM_003311.3 0,001116 0,736297
ILMN_2077094 C11orf2 NM_013265.2 0,001117 0,405725
ILMN_2219681 RBP2 NM_004164.2 0,001131 0,741382
ILMN_2051972 GPC3 NM_004484.2 0,001168 1,214438
ILMN-2372200 ZNF586 NM_017652.2 0,001199 0,568325
ILMN_1738684 NRXN2 NM_138734.1 0,001203 1,202815
ILMN_1792748 CPS1 NM_001875.2 0,001224 0.827387
ILMN_1752299 RAB6B NM_016577.3 0,001235 1,190276
ILMN_1701403 HIP1 NM_005338.4 0,001245 1,219317
ILMN_1763491 CKMT1B NM_020990.3 0,00128 0,80908
ILMN_1722898 SFRP2 NM_003013.2 0,001291 1,269536
ILMN_1705468 PIK3CA NM_006218.2 0,00131 1,226938
ILMN_1803570 BRI3BP NM_080626.5 0,001319 0,867957
1LMN_1776077 SF1 NM_201997.1 0,001347 1,309907
ILMN_2118129 ITLNZ NM_080878.2 0,001364 0,872461
ILMN_1717163 F13A1 NM_000129.3 0,001373 1,300682
ILMN_1692739 ISLR2 NM_020851.1 0,001375 1,196592
ILMN_2067709 TFB2M NM_022366.1 0,001385 0,653243
ILMN_1697363 C200rf27 NM_001039140.1 0,001432 0,714003
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IDENTIFICACION DE LA SONDA|

Proporcion de

{Mumina) SiMBOLO Numero de acceso valor de p Heein

ILMN_1740523 KTN1 NM_182926.2 0,0015 1,203121
ILMN_2398664 RNF34 NL194271.1 0,001501 0,504034
ILMN_2148469 RASL11B NM_023940.2 0,001508 1,149716
ILMN_1747067 NPAS1 NM_002517.2 0,001542 0,781286
ILMN_1792110 C100rf76 NM_024541.2 0,001576 1,184364
ILMN_1714438 MUTYH NM_001048172.1 0,001606 1,246579
ILMN_1651964 ABCC5 NM_001023587 1 0,001622 1,21205
ILMN_1764709 MAFB NM_005461.3 0,001623 1,207708
ILMN_1652461 PARD3B NM_152526.4 0,001645 1,255893
ILMN_1694539 MAP3K6 NM_004672.3 0,001647 1,197227
ILMN_1765532 RDBP NM_002904.5 0,001667 0,463459
ILMN_1711009 ISLR NM_201526.1 0,001668 1,196724
ILMN_1811426 TMTC1 NM_175861. 2 0,001677 1,226595
ILMN_1702806 PDCL3 NM_024065.3 0,001685 0,589571
ILMN_1688067 SEPT5S NM_002688.4 0,001746 1,142858
ILMN_1770800 PODN NM_153703.3 0,001767 2,010032
ILMN_1787115 WWTR1 NM_015472.3 0,001836 1,205927
ILMN_1757060 CAMK2D NM_172115.1 0,001909 0,658325
ILMN_2350634 EFEMP1 NM_019894.1 0,001942 1,276171
ILMN_1672611 CDH11 NM_001797.2 0,00196 1,235423

ILMN_234310 GLTPD1 NM_001029885.1 0,001975 1,183448
ILMN_1680419 ASB7 NM_024708.2 0,001983 0,664755
ILMN_1673586 SLC6A6 NM_003043.3 0,00202 1,368342
ILMN_1777263 MEOX2 NK_005924 .4 0,002037 1,200134
ILMN_1670903 NAT2 NM_000015.2 0,002038 0,678685
ILMN_1673721 EXO1 NM_006027.3 0,002053 0,692379
ILMN_1667112 FBXO7 NM_012179.3 0,002055 0,716782
ILMN_2273911 ACSL5 NM_203380.1 0,00209 0,784848
ILMN_1734950 LOXL1 NM_005576.2 0,002152 1,22384
ILMN_1793965 PCDHGAS8 NM_032088.1 0,002196 0,767728
ILMN_1733396 CDC25A NM_001789.2 0,002317 0,837309
ILMN_1729188 HAMP NM_021175.2 0,002365 1,168372
ILMN_1718646 MMP15 NM_002428.2 0,002444 0,85565
ILMN_2230178 DANDS NM_152654.2 0,002497 0,764252
ILMN_1767665 LOC493869 NM_001008397 1 0,002565 1,187629
ILMN_1657683 C1orf198 NM_032800.1 0,002578 1,288479
ILMN_1741356 PRICKLE1 NM_153026.1 0,002616 1,505195
ILMN_1677043 AKR7A2 NM_003689.2 0,002709 0,468292
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IDENTIFICACION DE LA SONDA

Proporcién de

{lumina) siMBoLO Namero de acceso valor de p Hosip
ILMN_1721559 FABP6 NM_001445.2 0,002889 1,130136
ILMN_1720496 GUCY1A2 NM_000855.1 0,002901 1,22875
ILMN_2159044 PDF NM_022341.1 0,002908 0,676684
ILMN_1708369 EPS15L1 NM_021235.1 0,002965 1,214545
ILMN_1743579 WDR4 NM_033661.3 0,002985 0,73777
ILMN_2249018 LOC389816 NM_001013653.1 0,003016 0,773289
ILMN_1798379 HNT NM_001048209.1 0,003065 1,19188
ILMN_1779558 GAS6 NM_000820.1 0,003092 1,4833
ILMN_2150095 CES4 NM_016280.1 0,003155 1,161699
ILMN_1726392 NIN NM_020921.3 0,003165 0.684082
ILMN_2044832 NOL5A NM_006392.2 0,003244 0,750471
ILMN_1742238 SET NM_003011.2 0,003279 0,688373
ILMN_1662523 C3 NM_000064.2 0,003297 1,660256
ILMN_1778924 PDE1A NM_001003683.1 0,003326 1,172318
ILMN_2314140 PAX6 NM_005624.2 0,003344 0,616935
ILMN_1737817 CCL25 NM_005624.2 0,003382 0,894426
ILMN_2381296 GSTZ1 NM_145871.1 0,003384 0,755576
ILMN_1714041 PLCB3 NM_000932.1 0,003396 0,730519
ILMN_1668714 SNF1LK2 NM_015191.1 0,003424 1,17226
ILMN_1743103 SH3PXD2A NM_014631.2 0,003465 1,16748
ILMN_1755737 TRABD NM_025204.2 0,003492 0,259653
ILMN_1795228 ZFAND5 NM_006007.1 0,003506 0,824405
ILMN_1654737 TRIM32 NM_012210.3 0,003522 0,79033
ILMN_1752249 FAM38A NM_014745.1 0,00353 2,322901
ILMN_1730740 VSIGS8 NM_001013661.1 0,00357 1,197703
ILMN_1672660 MBP NM_001025100.1 0,003626 1,145594
ILMN_1738883 RNF135 NM_197939.1 0,003632 0,631082
ILMN_1718387 LOR NM_000427.2 0,003648 1,140323
ILMN_1718754 CD207 NM_015717.2 0,003649 1,139594
ILMN_2392261 FABP6 NM_001445.2 0,003697 1,128338
ILMN_1653251 HIST1H1B NM_005322.2 0,003721 0,759297
ILMN_1736178 AEBP1 NM_001129.3 0,003766 1,540385
ILMN_2253732 ST8SIA4 NM_175052.1 0,003779 1,242747
ILMN_1812795 RUNX1T1 NM_004349.2 0,003809 1,130963
ILMN_1779373 HIST1H2BF NM_003522.3 0,003828 0,82018
ILMN_1753823 IL17D NM_138284.1 0,003852 1,156443
ILMN_1676311 COX18 NM_173827.2 0,003858 0,70773
ILMN_1809267 cLcc1 NM_015127.3 0,003864 1,167778

16




ES 2 689958 T3

IDENTIFICACION DE LA SONDA|

Proporcion de

ililumina) siMBOLO Namero de acceso valor de p ies

ILMN_1723035 OLR1 NM_002543.3 0,003871 1,188039
ILMN_1720838 DECR1 NM_001359.1 0,003908 0,644174
ILMN_1791569 PLXNA1 NM_032242.2 0,003943 1, 230557
ILMN-2223056 TBX10 NM_005995.3 0,003953 0,78329
ILMN_1761084 FNDC5 NM_153756.1 0,004021 1,255781
ILMN_2323338 NR1I2 NM_022002.2 0,004034 0,72455
ILMN_2340131 MAPK10 NM_138981. 1 0,004035 1,186702
ILMN_2062468 IGFBP7 NM_001553.1 0.004039 1,445932
ILMN_1653940 USP2 NM_004205.3 0,004084 0,705592
ILMN_2276461 MAP2 NM_031845.2 0,004109 1,185406
ILMN_2215881 ARHGAP11B | NM_001039841. 1 0,004154 0,844611
ILMN_1678170 MME NM_000902.3 0,004174 0,838642
ILMN_2186983 ANXAB8L2 NM_001630.2 0,004193 1,118791
ILMN_1758209 UACA NM_001008224.1 0,004224 1,240201
ILMN_1663171 MATN3 NM_002381.4 0,004238 1,341007
ILMN_1749789 HIST1H1D NM_005320.2 0,004263 0,6848

ILMN_1696675 CES2 NM_003869.4 0,004291 0.557116
ILMN_1721127 HIST1H3D NM_03530.3 0,004306 0,697261
ILMN_680814 TXN NM_003329.2 0,004463 0.832985
ILMN_1790026 SFRP5 NM_003015.2 0,004465 1,120384
ILMN_2103685 DEPDC1B NM_018369.1 0,00447 0.706872
ILMN_1723111 HIST1H4A NM_003538.3 0,004505 0,844986
ILMN_2212878 ESM1 NM_007036.2 0,004516 1,298296
ILMN_1654946 ZSCAN18 NM_023926.3 0,004528 1,147692
ILMN_1661010 ZMATA NM_001011656.1 0,004591 1,147018
ILMN_1813625 TRIM25 NM_005082.4 0,00462 0.825171
ILMN_1791006 AHI1 NM_017651.3 0,004662 1,181987
ILMN_1660079 RNF44 NM_014901.4 0,004707 1,349436
ILMN_2095660 TMEM156 NM_024943.1 0.004727 0,677499
ILMN_1687652 TGFB3 NM_003239.1 0,00484 1,158037
ILMN_1765189 PTK2B NM_173174.1 0.004858 0,709154
ILMN_1654920 HNRPH3 NM_012207.1 0,004879 1,226349
ILMN_1678710 PHYHIPL NM_032439.1 0,004902 1,296577
ILMN_1748591 OoDcC1 NM_002539.1 0,004913 0,843751
ILMN_2413278 RPL13 NM_0332511 0,004966 0.633774
ILMN_2354855 OTUB1 NR_003089.1 0,005013 0.,456697
ILMN_1747146 TSG101 NM_006292.2 0,00502 0,740316
ILMN_1792682 MCTP2 NM_018349.2 0,005074 1,214269
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ILMN_2401779 FAM102A NM_001035254.1 0,005094 0.480071
ILMN_1667641 ACACA NM_198839.1 0,005104 1,164908
ILMN_2106818 MBIP NM_016586.1 0,005113 1,299724
ILMN_2324989 IKIP NM_201612.1 0,005168 0,825236
ILMN_1741994 L3MBTL3 NM_032438.1 0,005177 1,15951
ILMN_2223941 FBLN5 NM_006329.2 0,005178 1,411779
ILMN_2092536 HSPE1 NM_002157.1 0,005197 0,635259
ILMN_1752226 P2RY11 NM_002566.4 0,005209 0,481078
ILMN_1784871 FASN NM_004104.4 0,005254 0,291412
ILMN_1677385 C8orf40 NM_138436.2 0,005319 1,225286
ILMN_1736112 ARHGAP10 NM_024605.3 0,005348 1,242786
ILMN_2229649 KCTD12 NM_138444.3 0,005351 1,219597
ILMN_ 1669497 OSBPL10 NM_017784.3 0,005372 1,17703
ILMN_1665260 FLJ25996 NM_001001699.1 0,005385 1,214995
ILMN_2355033 KIAA1147 NM_001080392.1 0,005454 1,203143
ILMN_1768393 SNRPD1 NM_006938.2 0,005693 0,702623
ILMN_1671058 CDX2 NM_001265.2 0,005696 0,857541
ILMN_1704730 CD93 NM_012072.3 0,005717 1,153984
ILMN_1717888 KHK NM_000221.2 0,00574 0,833244
ILMN_2385647 ALAS1 NM_000688.4 0,005756 0,857815
ILMN_2385672 ELN NM_001081754.1 0,005759 1,253974
ILMN_1754655 TTLLS NM_015072.3 0,00581 0,810275
ILMN_1711005 CDC25A NM_001789.2 0,005869 0,770725
ILMN_2186137 RRAD NM_004165.1 0,005904 1,289988
ILMN_1769782 LAX1 NM_017773.2 0,005938 0,838368
ILMN_1738552 SLC1A3 NM_004172.3 0,005942 1,301663
ILMN_1726204 SCRG1 NM_007281.1 0,005979 1,165889
ILMN_2390526 RARB NM_000965.2 0,005985 1,386201
ILMN_1695631 CHP2 NM_022097.2 0.005994 0,827999
ILMN_1786612 PSME2 NM_002818.2 0,006016 0,649769
ILMN_1747716 ALDOB NM-000035.2 0,006038 0.890305
ILMN_2234187 CDO1 NM_001801. 2 0,006053 1,25975
ILMN_1761000 ASAH3L NM_001010887.2 0,006076 0,85266
ILMN_2121272 PDE10A NM_006661.1 0,006077 1,164521
ILMN_1813295 LMO03 NM_018640.3 0,006127 1,200168
ILMN_1686804 CCRK NM_012119.3 0,006219 1,2044
ILMN_1736176 PLK1 NM_005030.3 0,00622 0,779772
ILMN_1779448 EFHD1 NM_025202.2 0,006236 1,163807
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ILMN_1788729 TCF23 NM_175769.1 0,006252 1,172746
ILMN_1657836 PLEKHG2 NM_022835.1 0,006326 1,256047
ILMN_1758597 NAGS NM_153006.2 0,006357 0,826079
ILMN_1731374 CPE NM_001873.1 0,006365 1,172434
ILMN_2125395 GPR128 NM_032787.1 0,006386 0.860916
ILMN_1670638 PITPNCA NM_181671.1 0,006404 1,174446
ILMN_1658989 MEX3B NM_032246.3 0,006405 0,660644
ILMN_1712065 FAM19A5 NM_001082967.1 0,006442 1,132281
ILMN_1717261 HLA-DRB3 NM_022555.3 0,006482 0,877062
ILMN_1663786 EPB41 NM_203342.1 0,006503 0,757261
ILMN_1692511 TMEM106C NM_024056.2 0,00651 0,630838
ILMN_1654246 SIRT6 NM_016539.1 0,006513 0,864446
ILMN_1811278 RNF186 NM_019062.1 0,006532 0,704422
ILMN_1700306 OCIAD2 NM_001014446.1 0,006614 0,845453
ILMN_2141444 RPL18A NM_000980.2 0,006624 0,140945
ILMN_1754576 KRT6C NM_173086.3 0,006692 1,137425
ILMN_1745329 PRR14 NM_024031.2 0,006695 0,65701
ILMN_1772645 AGK NM_018238.2 0,006759 1,207978
ILMN_1766425 REPS2 NM_004726.2 0,006798 1.224906
ILMN_1803376 AEBP2 NM_153207.3 0,006913 0,688622
ILMN_1695093 SLC7A8 NM_012244.2 0,00695 0,803152
ILMN_1719089 EX01 NM_130398.2 0,006962 0,746364
ILMN_1665832 ID1 NM_181353.1 0,006984 0,853496
ILMN_1675219 WDHD1 NM_007086.2 0,007008 0,790273
ILMN_1797219 CLCAA1 NM_001285 .3 0,007035 0,877425
ILMN_1739594 ACOT11 NN_147161.2 0,007105 0,637043
ILMN_2094942 40238 NM_001012415.1 0,007129 1,183848
ILMN_1657495 KIAAD152 NM_014730.2 0,007174 0,714483
ILMN_1729287 NMURA1 NM_006056.3 0,007175 1,19547
ILMN_1804090 SLC25A10 NM_012140.3 0,007205 0,697334
ILMN_1713807 MAN1C1 NM_020379.2 0,007212 1,218037
ILMN_1801068 DACT1 NM_001079520.1 0,007228 1,155005
ILMN_2316236 HOPX NM_032495.5 0,007247 1,239065
ILMN_1736670 PPP1R3C NM_005398.4 0,007302 1.2415
ILMN_1676058 MAGOHB NM_018048.3 0,007329 0,706763
ILMN_1813207 MRPS9 NM_182640.1 0,007392 0,85342
ILMN_2389935 FYTTD1 NM_001011537.1 0,007408 0,707889
ILMN_2387995 ANTXRA1 NM_032208.1 0,007426 1,291281
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ILMN_1740160 PLCG1 NM_182811.1 0.007472 1,372496
ILMN_2299862 KCNH1 NM_172362.1 0,007479 0,732409
ILMN_1715401 MT1G NM_005950.1 0,007518 0,815893
ILMN_2232854 FAP NM_004460.2 0,007528 1,122417
ILMN_1712506 DPP6 NM_130797.2 0,007555 0,808478
ILMN_2289623 TTC36 NM_001080441.1 0,007579 0,847973
ILMN_2241168 MAFF NM_152878.1 0,007592 0,851913
ILMN_1665761 BCL11B NM_138576.2 0,007679 0,856148
ILMN_1721495 ADAMTSL2 NM_014694.2 0.007681 1,468854
ILMN_1811277 TRIM13 NM_213590.1 0,007696 0,782911
ILMN_1719616 DNASE1 NM_005223.3 0.007756 0,799984
ILMN_1744387 KCNIP1 NM_001034838.1 0,00779 1,185425
ILMN_1810274 HOXB2 NM_002145.3 0,007796 1,183641
ILMN_1776490 C170rf53 NM_24032.2 0,007804 0,797121
ILMN_1776314 CHRNA10 NM_020402.2 0,007829 0,753693
ILMN_2398184 NCAM1 NM_000615.1 0,007903 0,721315
ILMN_2405592 TMEM93 NM_031298.2 0,007932 0.816861
ILMN_1661695 IRAK3 NM_007199.1 0,007934 1,16293
ILMN_1758852 ENTPD? NM_020354.2 0,007942 0,786463
ILMN_1784749 GAS6 NM_000820.1 0.007988 1,496952
ILMN_1664828 APOBEC3H NM_181773.2 0,008019 1,149546
ILMN_1735827 NISCH NM_007184.3 0,00803 1,848072
ILMN_2072296 CKS2 NM_001827.1 0,008106 0,875387
ILMN_1683905 C19orf21 NM_173481.2 0.008128 0,674629
ILMN_1813206 CP NM_000096.2 0,008182 1,139449
ILMN_1774742 MTTP NM_000253.2 0,008191 0,851238
ILMN_1745108 ADAD2 NM_139174.2 0,008272 0,79017
ILMN_1805404 GRIN1 NM_021569.2 0,008324 0,825892
ILMN_2341006 SCARF2 NM_1563334.3 0,008346 1,146775
ILMN_1711766 SKP1A NM_006930.2 0,008391 1,167702
ILMN_1773080 OAZ1 NM_004152.2 0,008426 0,115385
ILMN_1673069 DPP9 NM_139159.3 0,008544 0,866548
ILMN_2362368 U2AF1 NM_001025203.1 0,008629 0,733454
ILMN_1769092 FAM176B NM_018166.1 0,008661 1,123628
ILMN_1724754 MPP3 NR_003562.1 0,008709 0,782568
ILMN_1750981 SLC25A26 NM_173471.2 0,008735 0,826359
ILMN_2160005 NUMA1 NM_006185.2 0.008776 1,173853
ILMN_1654324 HEYL NM_014571.3 0,008779 1,439102
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ILMN_1759184 C190rf48 NM_199250.1 0,008783 0,491992
ILMN_1815556 PRAP1 NM_145202.3 0,008801 0,865457
ILMN_2112417 PGAM1 NM_002629.2 0,008809 0,739931
ILMN_1718265 ATG5 NM_004849.2 0,008841 0,647927
ILMN_1697812 HLXB9 NM_005515.3 0,008859 0,80677
ILMN_1720300 PRRS NM_181333.2 0,008942 0,699181
ILMN_1806432 NT5C NM_014595.1 0,009019 0,523857
ILMN_1736154 ProSAPiP1 NM_014731.2 0,009019 1,138612
ILMN_1726786 TNRC6B NM_015088.2 0,009044 1,146365
ILMN_1682226 CLDN15 NM_014343.1 0,009051 0,861745
ILMN_2242900 IL1RLA NM_173459.1 0,00916 0,809737
ILMN_2343618 SAMD3 NM_152552.2 0,009198 1,149687
ILMN_1707513 PGPEP1 NM_017712.2 0,00923 0,804627
ILMN_1734766 C6orf182 NM_173830.4 0,009234 0,701394
ILMN_1702363 SULFA1 NM_015170.1 0,009314 1,180017
ILMN_1693250 ACBD5 NM_145698.2 0,009316 0,728409
ILMN_2322375 MAFF NM_152878.1 0,009335 0,724285
ILMN_1720114 GMNN NM_015895.3 0,009355 0,791881
ILMN_1753789 TNN NM_022093.1 0,009396 1,141063
ILMN_2108493 TMEM120B NM_001080825.2 0,009404 1,167851
ILMN_1735594 CDC42SE2 NM_020240.2 0,009429 0,764487
ILMN_2351230 RUFY3 NM_014961.2 0,009442 1,169369
TLMN_1662438 SOD1 NM_000454.4 0,009447 0,504471
ILMN_2116556 LSM5 NM_012322.1 0,00949 0,66213
ILMN_1787691 CITED4 MN_133467.2 0,009495 1,144128
ILMN_1706579 SHBG NM_001040.2 0,009582 0,841448
ILMN_2388517 MTERFD3 NM_001033050.1 0,009691 0,664478
ILMN_1800590 BBS1 NM_024649.4 0,009711 1,143601
ILMN_1709044 TGIF2 NM_021809.5 0,009722 0,750476
ILMN_1803956 BOC NM_033254.2 0,009754 1,22073
ILMN_1730734 TMEM205 NM_198536.1 0,00978 0,379033
ILMN_2330787 FRMD6 NM_152330.3 0,009801 1,243165
ILMN_1661875 ANK3 NM_001149.2 0,009868 0,814233
ILMN_1748077 DDX59 NM_001031725.3 0,009902 1.232856
ILMN_2343036 ZMYM5 NM_001039650.1 0,009915 1.154223
ILMN_2388669 GRIA3 NM_181894.1 0,00994 0,778696
ILMN_1748283 PIM2 NM_006875.2 0,009978 0,830243

21




ES 2 689958 T3

[Tabla 3]

'DENEE'SCSSE')?‘N RE siMBoLO Nimero de acceso valor de p riesgo
ILMN_1736078 THBS4 NM_003248.3 1,38572E-06 1, 682498015
ILMN_1713561 C200rf103 NM_012261.2 2,55588E-06 1,478694678
ILMN_1776490 C170rf53 NM_024032.2 6,03826E-06 0,34241099
ILMN_1755318 HIST1H2AJ NM_021066.2 1,2522E-05 0,470375569
ILMN_1769168 ARL10 NM_173664.4 1,4066E-05 1,561604462
ILMN_2180606 NAT13 NM_025146.1 1,73444E-05 0,33114386
ILMN_1726815 HIST1H3G NM_003534.2 2,23113E-05 0,599169194
ILMN_1663786 EPB41 NM_203342.1 5,97621E-05 0,488778032
ILMN_1789955 PNRC1 NM_006813.1 7,41079E-05 1,448627279
ILMN_1762003 SEC62 NM_003262.3 8,06626E-05 0,374133795
ILMN_1757060 CAMK2D NM_172115.1 8,99236E-05 0,276235186
ILMN_1721127 HIST1H3D NM_003530.3 0,000100991 0,360536141
ILMN_2390544 DKFZP564J102 NM_015398.2 0,000123879 1,638277475
ILMN_2249018 LOC389816 NM_001013653.1 0,000139453 0,427195449
ILMN_1694877 CASP6 NM_001226.3 0,000139804 0,325712607
ILMN_2103685 DEPDC1B NM_018369.1 0,00014085 0,366505298
ILMN_1694472 GCK NM_033508.1 0,000145382 1,428117308
ILMN_1769207 KCTD7 NM_153033.1 0,000190952 1,585238708
ILMN_1738116 TMEM119 NM_181724 .1 0,000198141 1,489761712
ILMN_1725314 GBP3 NM_018284.2 0,000198903 0,361133685
ILMN_1784871 FASN NM_004104.4 0,000207395 0,056877471
ILMN_1652716 THEX1 NM_153332.2 0,000207846 0,288484984
ILMN_2050761 EIF4E NM_001968.2 0,00025774 0,385622247
ILMN_1747911 CDC2 NM_001786.2 0,000263771 0,568007158
ILMN_1795340 TMPO NM_001032283.1 0,000264185 0,26979899
ILMN_1780769 TUBB2C NM_006088.5 0,00027646 0,339197541
ILMN_2318430 EIF5 NM_001969.3 0,000283832 0,321862089
1LMN_2051373 NEK2 NM_002497.2 0,000305397 0,631359834
ILMN_1736176 PLK1 NM_005030.3 0, 000307467 0,515204021
ILMN_1742238 SET NM_003011.2 0,000327498 0,403070785
ILMN_2159044 PDF NM_022341.1 0,000327825 0,457651002
ILMN_1678669 RRM2 NM_001034.1 0,000346452 0,717686042
ILMN_1721963 MEN1 NM_130801.1 0,000353953 0,671478274
ILMN_1701331 UBE2M NM_003969.3 0,000388326 0,036042361
ILMN_1797693 BRI3BP NM_080626.5 0,000397118 0,239964969
ILMN_2375386 RNPS1 NM_080594 .1 0,000413055 0,225058918
ILMN_2390974 DNAJB2 NM_006736.5 0,00042772 11,00703115
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ILMN_1727709 GPBAR1 NM_170699.2 0,00045926 1,658706421
ILMN_1792110 C100rf76 NM_024541. 2 0,000466902 1,369140571
ILMN_2041327 MRPL37 NM_016491.2 0.000469554 0,0563735215
ILMN_1680419 ASB7 NM_024708.2 0,000480501 0,417937044
ILMN_1684873 ARSD NM_001669.2 0,000494954 1,491248628
ILMN_2414399 NME1 NM_000269.2 0,000513696 0,635435354
ILMN_1729368 FZD8 NM_031866.1 0,000538803 1, 491192988
ILMN_2354269 FAM164C NM_024643.2 0,000560341 0,580400914
ILMN_2220187 GFPT1 NM_002056.1 0,000563592 0,444796775
ILMN_1693669 WDR79 NM_018081.1 0,000579389 0,432824705
ILMN_2155998 PSMD6 NM_014814.1 0,000581349 0,42069481
ILMN_2116556 LSM5 NM_012322.1 0,00059526 0,244672115
ILMN_1695079 ZNF101 NM_033204.2 0,000608109 0,497757641
ILMN_1661424 THAPG NM_144721.4 0,000613204 0,505963223
ILMN_1705861 AP1M2 NM_005498.3 0,000620207 0,487707134
ILMN_1788489 HIST1H3F NM_021018.2 0,000652917 0,536377137
ILMN_1740842 SALL2 NM_005407 .1 0,000652976 1,634825796
ILMN_1677794 BRCA2 NM_000059.3 0,000653428 0,521624269
ILMN_1712755 LRRC41 NM_006369.4 0,000655598 0,254806566
ILMN_1765532 RDBP NM_002904.5 0,000661777 0,226006062
ILMN_1655734 BXDC5 NM_025065.6 0,000691174 0,321806825
ILMN_1665515 MGC4677 NR_024204.1 0,000696851 0,379310859
ILMN_1652280 FBX032 NM_0568229.2 0,000697182 4,158410279
ILMN_1758067 RGS4 NM_005613.3 0,000731812 1,448721169
ILMN_1677636 COMP NM_000095.2 0,000731916 1,358640294
ILMN_2148796 MND1 NM_032117.2 0,000846675 0,525138393
ILMN_1804090 SLC25A10 NM_012140.3 0,000856602 0,410793488
ILMN_2358914 SLC35C2 NM_015945.10 0,000884827 0,309429971
ILMN_1771385 GBP4 NM_052941.3 0,000892961 0,535961124
ILMN_1780667 WDR51A NM_015426.3 0,000908419 0,509178934
ILMN_1710752 NAPRT1 NM_145201.3 0,000910567 0,122773656
ILMN_1774589 IQCC NM_018134.1 0,000939997 0,39966678
ILMN_1732158 FMO02 NM_001460.2 0,000962173 1,34318011
ILMN_1735453 FAMO8A NM_015475.3 0,000981164 0,237917743
ILMN_2265759 SLC2A11 MM_030807.2 0,001008065 1,348676454
ILMN_2190292 UGT8 NM_003360.2 0,001008405 0,335985912
ILMN_2258471 SLC30AS5 NM_022902.2 0,001009148 0,353367403
ILMN_1801205 GPNMB NM_001005340.1 0,001012932 1,569348784
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ILMN_2224990 HIST1H4J NM_021968.3 0,001040369 0,433804745
ILMN_2396875 IGFBP3 NM_000598.4 0,001056099 1,496136094
ILMN_2079004 MDH2 NM_005918.2 0,001059324 0.098117309
ILMN_2103480 ZNF320 NM_207333.2 0.001120173 0,515683347
ILMN_1756849 HIST1H2AE NM_021052.2 0,001128782 0,55825351
ILMN_1751264 CCDC126 NM_138771.3 0,001131162 0,539458225
ILMN_1670638 PITPNC1 NM_181671.1 0,001156364 1,432837149
ILMN_1805404 GRIN1 NM_021569.2 0,001179724 0,646993195
ILMN_1735108 ANKS6 NM_173551.3 0,001190605 0,531136784
ILMN_1710428 CcDC2 NM_001786.2 0,00120549 0,30663512
ILMN_1674620 SGCE NM_001099400.1 0,001211609 1,454072287
ILMN_1694400 MSR1 NM_138715.2 0,001211833 1,467532171
ILMN_2088847 OTUDS NM_017602.2 0,00121411 0,378973971
ILMN_2160209 TACSTD1 NM_002354 .1 0,001214616 0,429796469
ILMN_1803376 AEBP2 NM_153207.3 0,001233925 0,379590397
ILMN_1685431 DZIP1 NM_198968.2 0,001245864 1,355178613
ILMN_2287276 FAM177A1 NM_173607.3 0,001259789 0,515786967
ILMN_2241317 FOXK2 NM_004514.3 0,001263375 0,633792641
ILMN_1656192 ZNF704 NM_001033723.1 0,001275697 1,462816957
ILMN_1708105 EZH2 NM_152998.1 0,001284332 0,53646297
ILMN_1778617 TAF9 NM_001015891.1 0,001312314 0,437194069
ILMN_1678423 SPA17 NM_017425.2 0,001322915 0,31024646
ILMN_1735004 C4orf43 NM_018352.2 0,001330807 0,451219666
ILMN_1766264 PI16 NM_153370.2 0,001342722 1,54312461
ILMN_1651429 SELM NM_080430.2 0,001350332 7,120826545
ILMN_1652198 CCM2 NM_001029835.1 0,001360123 1,478634628
ILMN_1651872 UBIAD1 NM_013319.1 0,001363479 0,483856217
ILMN_1747353 KIF27 NM_017576.1 0,001366794 0,305754215
ILMN_1735958 METTL2B NM_018396.2 0,001372067 0,497518932
ILMN_2130441 HLA-H U60319.1 0,001383524 1, 309869151
ILMN_2320250 NOL6 NM_022917.4 0,001386545 0,198070845
ILMN_17 10170 PPAP2C NM_177526.1 0,001395701 0,643357078
ILMN_1719870 GCUD2 NM_207418.2 0,001456501 0,604998995
ILMN_2181060 CKAP2 NM_001098525.1 0,001459646 0,663378155
ILMN_1669928 ARHGEF16 NM_014448.2 0,001462437 0.,435748845
ILMN_2233099 SSRP1 NM_003146.2 0,001462983 0,313100651
ILMN_1788886 TOX NM_014729.2 0,001464337 1,382074069
ILMN_2150894 ALDH1B1 NM_000692.3 0,001471083 0,478898918
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ILMN_2148469 RASL11B NM_023940.2 0,001485489 1,301724101
ILMN_1734766 C6orf182 NM_173830.4 0,001504844 0,352005589
ILMN_1811790 FOXS1 NM_004118.3 0,001525515 1,493899582
ILMN_1711543 C140rf169 NM_024644.2 0,001566629 0,378006897
ILMN_1660698 GTPBP8 NM_014170.2 0,001588061 0,40836939
ILMN_1721868 KPNA2 NM_002266.2 0,001617872 0,566719073
ILMN_2344971 FOXM1 NM_202003.1 0,001627322 0,668830609
ILMN_2120340 RUVBL2 NM_006666.1 0,001643506 0,641655709
ILMN_1738938 TIMM8B NM_012459.1 0,001649996 0,507398524
ILMN_1718387 LOR NM_000427.2 0,001653634 1,304994604
ILMN_2388517 MTERFD3 NM_001033050.1 0,001661168 0,298295273
ILMN_1795063 ZADHZ2 NM_175907.3 0,001673092 1,385143264
ILMN_1695579 CIT NM_007174.1 0,001678569 0,631478718
ILMN_1767448 LHFP NM_005780.2 0,001686324 1,649522164
ILMN_1712803 CCNBH1 NM_031966.2 0,001729899 0,698597294
ILMN_1715583 BOP1 NM_015201.3 0,001745263 0,427680383
ILMN_1685343 NUPLA1 NM_001008565.1 0,001752276 0,531577742
ILMN_1790781 DHRS13 NM_144683.3 0,00180559 0,373621553
ILMN_2152387 DOCK7 NM_033407.2 0,001860415 0,372834463
ILMN_2223836 CHORDCA1 NM_012124 .1 0,001888776 0,314995736
ILMN_1775925 HIST1H2BI NM_003525.2 0,00191329 0.215094156
ILMN_2310909 ATP2A3 NM_174955.1 0,001920605 0,640714872
ILMN_1799999 LRRCCA1 NM_033402.3 0,001933642 0,310223122
ILMN_1765258 HLA-E NM_005516.4 0,001962169 0,41448045
ILMN_1693604 GRM2 NM_000839.2 0,001964674 0,605639742
ILMN_2396020 DUSP6 NM_001946.2 0,001989538 0,440365228
ILMN_2215370 WWP1 NM_007013.3 0,002004931 0,410021251
ILMN_1732127 RBKS NM_022128.1 0,002028283 0,519499482
ILMN_1709451 TFPT NM_013342.2 0,00203197 2,444929835
ILMN_1753467 SAMD4B NM_018028.2 0,002084896 1,944528201
ILMN_1797893 PFAAPS NM_014887.1 0,002089509 1,780690735
ILMN_2413898 MCM10 NM_018518.3 0,002098445 0,746035804
ILMN_1689086 CTSC NM_001814.2 0,002101771 0,357197864
ILMN_2363668 YIF1B NM_001039673.1 0,002144846 0,395212683
ILMN_1737195 CENPK NM_022145.3 0,002181123 0,652279
ILMN_1749789 HIST1H1D NM_005320.2 0,002196903 0,45086036
ILMN_1760153 GATAS NM_080473.3 0,00224015 1,333301072
ILMN_2369018 EVI2ZA NM_014210.2 0,002248908 1,53070581
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ILMN_2294653 PDESA NM_033437.2 0,00226466 1,325372841
ILMN_1742307 MEST NM_177524 1 0,002265982 0,384915559
ILMN_2207865 HIST1H3I NM_003533.2 0,002313157 | 0,390719052
ILMN_2061043 CD48 NM_001778.2 0,002343934 1,4403949
ILMN_2307656 AGTRAP NM_001040196.1 0,002353483 0,476416601
ILMN_1737709 RPL10L NM_080746.2 0,002355167 0,592421921
ILMN_1777156 GTPBP3 NM_032620.1 0,002378577 0,458656308
ILMN-2058141 HMGN2 NM_005517.3 0,00240793 0,396669549
ILMN_1700413 MAFF NM_152878.1 0,002420337 0,473434773
ILMN_1688755 AAKA1 NM_014911.2 0,0024249 1,443142271
ILMN_1656415 CDKN2C NM_078626.2 0,002445334 1,363082198
ILMN_1773080 OAZ1 NM-004152.2 0,002463203 0,006652434
ILMN_1655052 TRNT1 NM_016000.2 0,002469548 0,453240253
ILMN_1763491 CKMT1B NM_020990.3 0,002479888 0,696617712
ILMN_2349459 BIRC5 NM_001012271.1 0,002493781 0,632059133
ILMN_1693597 ZNF287 NM_020653.1 0,002546359 1,321302822
ILMN_1791149 ARLG6IP4 NM_001002252.1 0,002559255 0,445204912
ILMN_2191634 RPL37 NM_000997.3 0,002566623 0,439638182
ILMN_1692511 TMEM106C NM_024056.2 0,002584001 0,410086273
ILMN_2336335 40245 NM_006231.2 0,002594922 1,492701021
ILMN_1670903 NAT2 NM_000015.2 0,002621283 0,394117706
ILMN_2350183 STS NM_213618.1 0,00264123 1,71088169
ILMN_1806473 BEX5 NM_001012978.2 0,00264497 1,405290668
ILMN_1745108 ADAD2 NM_139174.2 0,002650355 0,564020967
ILMN_2208455 DDHD1 NM_030637.1 0,002666187 0,62040113
ILMN_2289381 DKK3 NM_015881.5 0,002677686 1,273699695
ILMN_2093500 ZBED5 NM_021211.2 0,002686929 1, 593462221
ILMN_1676215 DLG2 NM_001364.2 0,002687616 1, 393751447
ILMN_1746435 HIST1H1E NM_005321.2 0,002709568 0,426535974
ILMN_1681757 FAMB0B NM_020734.1 0,002716862 1,385585016
ILMN_1814282 1SG20L1 NM_022767.2 0,002720111 0,401067743
ILMN_1695107 IL20RA NM_014432.2 0,002727132 0,391212161
ILMN_1704261 RANGRF NM_016492.3 0,002732176 0,561395184
ILMN_1742544 MEF2C NM_002397.2 0,002763958 1, 634742949
ILMN_1800420 RNF214 NM_207343.2 0,002818409 0,441702219
ILMN_2115696 UsSP42 NM_032172.2 0,002826683 1,254016918
ILMN_2369104 TRAPPC6B NM_177452 .3 0,002836961 0,537255223
ILMN_1811426 TMTC1 NM_175861.2 0,002846937 1,449228612
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ILMN_1679641 FAM120B NM_032448.1 0,00286719 0,700685077
ILMN_2191436 POLA1 NM_016937.3 0,002880446 0,291792953
ILMN_1708160 KPNA2 NM_002266.2 0,002920159 0,671481421
ILMN_1752249 FAM38A NM_0147451 0,002968991 5,849847658
ILMN_2414027 CKLF NM_001040138.1 0,003007182 0,536219708
ILMN_1748147 MTO1 NM_133645.1 0,003021874 0,435348875
ILMN_1688231 TREM1 NM_018643.2 0,003038524 0,404373704
ILMN_2071826 RNF152 NM_173557 1 0,003053367 1,396524052
ILMN_1720542 POLR2I NM_006233.4 0,00316402 0,710946957
ILMN_1718334 ITPA NM_033453.2 0,003165015 0,441320307
ILMN_1731374 CPE NM_001873.1 0,003168171 1,387565375
ILMN_2099045 KIAA1524 NM_020890.1 0,003184317 0,397921546
ILMN_1774350 MYOQZ3 NM_133371.2 0,003202754 1,362439801
ILMN_2395926 MANBAL NM_022077.3 0,003220826 0,446106468
ILMN_1814002 TEAD3 NM_003214.3 0,00322364 0,508063459
ILMN_2351916 EXO1 NM_006027.3 0,00323852 0,621409496
ILMN_1785005 NCF4 NM_013416.2 0,003244984 1,852600594
ILMN_2082810 BRD7 NM_013263.2 0,003247679 0,445190505
ILMN_1702858 ADHFE1 NM_144650.2 0,003259448 1,522440502
ILMN_1815385 SMAD9 NM_005905.3 0,003266862 1,486381567
ILMN_1699665 CLICB NM_053277 1 0,003268017 1,394934339
ILMN_1672660 MBP NM_001025100.1 0,003308632 1,307617077
ILMN_1710495 PAPLN NM_173462.3 0,003317357 1,555971585
ILMN_1788955 PDLIM1 NM_020992.2 0,003335768 0,36434918
ILMN_1750130 GSPT1 NM_002094.2 0,003432206 0,561549921
ILMN_1715175 MET NM_000245.2 0,00344409 0,408579482
ILMN_1688041 TMEMS53 NM_024587.2 0,003458129 0,460287691
ILMN_1693333 TMEM19 NM_018279.3 0,003507351 0,36821929
ILMN_1688848 TMEM44 NM_138399.3 0,003510688 0,444391423
ILMN_2379527 ELMO1 NM_014800.9 0,003566733 1,44357207
ILMN_1729713 RAB23 NM_183227.1 0,003569889 1,290055449
ILMN_1717262 PROCR NM_006404.3 0,003588508 0,481142471
ILMN_1722829 HLF NM_002126.4 0,003592205 1,387440105
ILMN_1653165 AAMP NM_001087.3 0,003625108 0,51315174
ILMN_1652826 LRRC17 NM_005824 1 0,0036285 1,338749637
ILMN_1653200 SLC22A17 NM_020372.2 0,003656112 1,452161875
ILMN_2076250 GPBP1L1 NM_021639.3 0,003660253 0,525101894
ILMN_1731610 ABLIM1 NM_006720.3 0,00367075 1,420084637
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ILMN_1653001 CABLES1 NM_138375.1 0,003735355 0,421734171
ILMN_1670609 ATOX1 NM_004045.3 0,003736891 4,196917472
ILMN_1714197 ACSS2 NM_139274.1 0,003759326 0,144997669
ILMN_2367070 ACOT9 NM_001033583.2 0,003773424 0,439029956
ILMN_1757406 HIST1H1C NM_005319.3 0,00377794 0,545763401
ILMN_1815010 RNF141 NM_016422.3 0,003799608 0,499957309
ILMN_1687589 CPT1A NM_001876.2 0,003816375 0,656334372
ILMN_1702265 HDHD2 NM_032124 .4 0,003820466 0,255780221
ILMN_1776577 DSCCA1 NM_024094.2 0,003827106 0,445375329
ILMN_1680692 NUCKS1 NM_022731.2 0,003830411 0,352050942
ILMN_2301083 UBE2C NM_181803.1 0,00384705 0,746466822
ILMN_1660636 WWOX NM_130844.1 0,003850247 0,389587873
ILMN_2252408 CNPY4 NM_152755.1 0,003872081 1,926411669
ILMN_2122374 FAM49B NM_016623.3 0,003874185 0,475549021
ILMN_1679809 GSTP1 NM_000852.2 0,00390375 12,13414752
ILMN_1739645 ANLN NM_018685.2 0,003925781 0,565399848
ILMN_1804419 LRMP NM_006152.2 0,003992031 1,293737566
ILMN_2330410 EIF3C NM_003752.3 0,004011169 0,321444331
ILMN_1696380 GHRL NM_016362.2 0,004018356 1,26994829
ILMN_1787280 C1lorf135 NM_024037.1 0,004058179 0,650335614
ILMN_1736178 AEBP1 NM_001129.3 0,004064418 2,22040315
ILMN_1801939 CCNB2 NM_004701.2 0,004065318 0,738524159
ILMN_1682375 ATPBD3 NM_145232.2 0,004071346 0,47285411
ILMN_1657701 TMEM137 XR_0179711 0,004078655 0,178899275
ILMN_1662419 COXTA1 NM_001864.2 0.004102612 1,701574095
ILMN_1708041 PLEKHF1 NM_024310.4 0,004131276 1,32143517
ILMN_1667641 ACACA NM_198834.1 0,004154722 1,323720243
ILMN_1682675 TWF1 NM_002822.3 0,004217274 0,474590351
ILMN_2123402 TMEM4 NM_014255.4 0,00423593 0,426349629
ILMN_1720484 CRTAP NM_006371.3 0,004250147 1,390315752
ILMN_1756982 CLIC1 NM_001288.4 0,004251433 0,262265066
ILMN_2315964 PSRC1 NM_001032290.1 0,004265342 0,446786367
ILMN_1738704 TRIM26 NM_003449.3 0,004269347 0,598757026
ILMN_1713178 FAM116A XM_001132771.1 0,004275545 0,563919761
ILMN_1814856 C9orf7 NM_017586.1 0,004277418 0,424020863
ILMN_1755504 CALCOCO2 NM_005831.3 0,004300376 1,498460692
ILMN_1764694 ZFP14 NM_020917.1 0,004300529 1,492032427
ILMN_1718265 ATGS NM_004849.2 0.004309361 0,314797866
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ILMN_1764850 HPCAL1 NM_134421.1 0,004323109 0,56476959%4
ILMN_1677652 PREX2 NM_024870.2 0.004337807 1, 291465793
ILMN_2362293 FBX088 NM_205836.1 0,004344345 0,30957276
ILMN_2184231 CHRDLA1 NM_145234.2 0,004355928 1,405989697
ILMN_1674337 FKBP2 NM_057092.1 0,004365515 0,552251971
ILMN_1673380 GNG12 NM_018841.4 0,004429613 2,220091452
ILMN_1730347 CCDC115 NM_032357.2 0,004442253 1,299753115
ILMN_1752589 TMEM183A NM_138391.4 0,004454617 0,582347893
ILMN_1692790 ITGB3BP NM_014288.3 0,004456606 0,283335019
ILMN_1680626 PDIAG NM_005742.2 0,004486813 0,438758243
ILMN_1789040 SLITRKS NM_015567.1 0,004487421 1, 58800473
ILMN_2221046 GM2A NM_000405.3 0,004499557 1, 343681008
ILMN_2392818 RTKN NM_033046.2 0,004504209 0,380099265
ILMN_1691559 ELF2 NM_006874.2 0,004539554 1,445911237
ILMN_2120965 NPAT NM_002519.1 0,004608556 1, 53213071
ILMN_1761772 NUP155 NM_153485.1 0,004609259 0,787766929
ILMN_1768969 LBR NM_194442.1 0,004612078 0,381969617
ILMN_1669931 TM9SF3 NM_020123.2 0,004639769 0,455109316
ILMN_1731194 STRAP NM_007178.3 0,004663374 0,486661013
ILMN_1665717 EIF2S3 NM_001415.3 0,00466426 0,607788466
ILMN_2076567 UBE2V2 NM_003350.2 0,004673328 0,376889407
ILMN_1815570 HOXAB NM_024014.2 0,004677877 1,315082473
ILMN_1704943 ATPBD1C NM_016301.2 0,004692424 0,45831831
ILMN_1681304 PAN3 NM_175854.5 0,004694593 0,336691298
ILMN_1754842 DLGAP4 NM_014902.3 0,004695897 1,500771594
ILMN_2397347 SEMG1 NM_198139.1 0,004704468 0,504369353
ILMN_1766983 FBXW11 NM_033644.2 0,004733209 1,373759174
ILMN_1715607 CHMP4A NM_014169.2 0,004813934 0,599264497
ILMN_1657148 C190rf23 NM_152480.1 0,004839756 0,777157317
ILMN_1749213 SDF2L1 NM_022044.2 0,004874196 0,117041269
ILMN_1664761 TMEM138 NM_016464.3 0,004884175 1,768386882
ILMN_1782403 PRR11 NM_018304.2 0,004895172 0,692001418
ILMN_1749583 KIAA1285 NM_015694.2 0,004895535 0,485704875
ILMN_2294274 S100PBP NM_022753.2 0,004902704 0,348252651
ILMN_2089977 FKBPIL NM_182827.1 0,004925827 1,35715531
ILMN_1708143 FAM127A NM_001078171.1 0,004940424 1,536857038
ILMN_1687947 HIST1H2BE NM_003523.2 0,004945146 0,60890965
ILMN_1790741 RNF126 NM_194460.1 0,004999963 0,403652191
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ILMN_2084391 RAD18 NM_020165.2 0,005021514 0,478869988
ILMN_1700975 ENSA NM_207168.1 0,005023952 0,5697039464
ILMN_1758529 P2RX1 NM_002558.2 0,005040437 1,331690952
ILMN_1653824 LAMC2 NM_018891.1 0,005053334 0,510397105
ILMN_1673673 PBK NM_018492.2 0,005072448 0,502353808
ILMN_2188451 HIST1H2AH NM_080596.1 0,005091975 0,56869136
ILMN_1729430 FBX0O18 NM_032807.3 0,005096865 0,409638443
ILMN_2145670 TNC NM_002160.2 0,005099349 0,44945639
ILMN_1799113 CCDC41 NM_016122.2 0,005124666 0,331541717
ILMN_1694177 PCNA NM_182649.1 0,005131856 0,431824254
ILMN_2365176 ALDHB8A1 NM_022568.2 0,0051498 0,578765996
ILMN_1703791 ANXAT7 NM_004034.1 0,005194134 0,520011299
ILMN_1653432 HNRPDL NR_003249.1 0,00519902 1,962006317
ILMN_1711470 UBE2T NM_014176.2 0,005212905 0,70825341
ILMN_1672876 MFI12 NM_005929.4 0,005216636 0,688790743
ILMN_1803956 BOC NM_033254.2 0,005222405 1,56055792
ILMN_1793959 ADPGK NM_031284.3 0,005222668 0,622209617
ILMN_2141118 C150rf59 NM_001039614.1 0,005232281 1,288389631
ILMN_1740265 ACOT7 NM_181864.2 0,005276176 0,42513968
ILMN_1705515 UPF3A NM_080687 .1 0,005335596 0,5655924796
ILMN_1747870 CD3EAP NM_012099.1 0,005335819 0,431594263
ILMN_1662935 C1QTNF7 NM_031911.3 0,005340141 1,400132792
ILMN_2408796 C190rf28 NM_174983.3 0,005377619 0,535188081
ILMN_1808748 CLCN6 NM_001286.2 0,005389385 0,448798804
ILMN_2347999 IFNAR2 NM_207585.1 0,00540236 0,394741019
ILMN_1759184 C190rf48 NM_199250.1 0,005420614 0,262738545
ILMN_2402392 COL8A1 NM_001850.3 0,005441026 1,506073801
ILMN_1670542 AK2 NM_001625.2 0,005456193 0,4642596
ILMN_1815306 AP2A1 NM_014203.2 0,005479068 0,45782699
ILMN_1665982 AKTIP NM_022476.2 0,005552907 1,426606686
ILMN_1754476 TRIM15 NM_033229.2 0,005599962 0,672365812
ILMN_1715789 DOCK1 NM_001380 .3 0,005637866 1,290809728
ILMN_2140207 ATPBD4 NM_080650.2 0,005687417 0,465173775
ILMN_1707257 HIST1H3J NM_003535.2 0,00569548 0,411868035
ILMN_2330341 TCEAL4 NM_024863.4 0,005697718 1,905792982
ILMN_2371964 MRPS12 NM_021107.1 0,005734333 0,338999466
ILMN_1793888 SERPINB5 NM_002639.3 0,005756119 0,759749969
ILMN_1715616 PPIL5 NM_203467.1 0,005771905 0,454389155
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ILMN_1702526 C170rf48 NM_020233.4 0,005799246 1, 355222195
ILMN_1739076 HIST1H2BO NM_003527 .4 0,005801406 0,73401284
ILMN_2075714 ZNF284 NM_001037813.2 0,005824027 1,411449642
ILMN_1814151 AGR2 NM_006408.2 0,005831268 0,504940913
ILMN_1738684 NRXN2 NM_138734.1 0,005836232 1, 418214009
ILMN_2065022 KIAAQ0672 NM_014859.4 0,00584505 1, 279720801
ILMN_2402168 EXOSC10 NM_001001998.1 0,005845299 0,518518591
ILMN_1803570 BRI3BP NM_080626.5 0,00584885 0,795690999
ILMN_2103362 ARHGAP27 NM_199282 1 0,005891206 0,487395295
ILMN_1731048 TLR1 NM_003263.3 0,005909894 0,354107909
ILMN_1813295 LMO3 NM_018640.3 0,00592348 1,417834019
ILMN_1676058 MAGOHB NM_018048.3 0,005932808 0,466547235
ILMN_2255133 BCL11A BCL11A 0,005943127 0,464319877
ILMN_2311537 HMGA 1 NM_145902.1 0,005946164 0,801243797
ILMN_1718853 UQCRC2 NM_003366.2 0,005980146 0,513524684
ILMN_1776845 HIST1H3A NM_003529.2 0,005985544 0,710949575
ILMN_1672122 PH-4 NM_177938.2 0,005995002 0,5034317
ILMN_1651229 IPO13 NM_014652.2 0,006001369 2,321489493
ILMN_2217661 SREBF2 NM_004599.2 0,006020596 0,42538648
ILMN_2115340 HIST2H4A NM_003548.2 0,006051534 0,723953441
ILMN_1662140 SGPP2 NM_152386.2 0,006053142 0,735761893
ILMN_2362368 U2AF1 NM_001025203.1 0,006055125 0,543969023
ILMN_1710070 PCSK6 NM_138320.1 0,00611501 0,72158868
ILMN_2358783 ASB3 NM_016115.3 0,006128461 0,496862366
ILMN_2407464 FASTK NM_006712.3 0,006201308 0,537689921
ILMN_2382990 HK1 NM_033498.1 0,006216229 2,353179628
ILMN_2143685 CLDN7 NM_001307.4 0,00624499 0,7855261
ILMN_1726108 LASS2 NM_181746.2 0,006250473 0,422395144
ILMN_1734867 NR2C1 NM_003297 1 0,006253786 0,575169323
ILMN_1788180 RAB13 NM_002870.2 0,006265118 0,448550857
ILMN_1720595 MDGA1 NM_153487.3 0,006287087 1,594869983
ILMN_2162358 ZNF597 NM_152457 1 0,006307603 1,269525875
ILMN_1717393 PTCHD1 NM_173495.2 0,006308428 1,365299066
ILMN_1688033 HPS5 NM_181507 .1 0,006328446 1,350346589
ILMN_1664815 ELK4 NM_001973.2 0,006330513 0,648779128
ILMN_2388070 TMEM44 NM_138399.3 0,006349048 0,462595584
ILMN_1666096 ACSL3 NM_004457.3 0,006367395 1,470484977
ILMN_1717757 CALML4 NM_001031733.2 0,006395212 0,732505749
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ILMN_2116827 RGPD1 NM_001024457.1 0,006400663 1,273196499
ILMN_1684647 ILKAP NM_030768.2 0,006420595 0,520137067
ILMN_1795507 ABCAG NM_080284.2 0,00645301 1,266389585
ILMN_1726030 GPX7 NM_015696.3 0,006505417 1,319011509
ILMN_2336595 ACSS2 NM_018677.2 0,006519276 0,377268086
ILMN_1653251 HIST1H1B NM_005322.2 0,006533608 0,61504306
ILMN_2250923 FOXP1 NM_032682.4 0,006544389 0,435456884
ILMN_1694759 C19orf42 NM_024104.3 0,006574444 0,480847866
ILMN_2230025 PDLIM3 NM_014476.1 0,006617224 1, 749382931
ILMN_1812970 RWDD1 NM_016104.2 0,006651454 1, 274265391
ILMN_1733559 | LOC100008589 NR_003287.1 0,006655633 0,05494194
ILMN_2214278 ANKRD32 NM_032290.2 0,006672263 0,407002498
ILMN_2364928 APBA2BP NM_031231. 3 0,006674687 0,476662735
ILMN_2368721 CENPM NM_024053.3 0,006681262 0,775688614
ILMN_2042651 EVI2B NM_006495.3 0,006709516 0,398923979
ILMN_1757536 USP40 NM_018218.2 0,006719019 0.443606755
ILMN_1743579 WDR4 NM_033661.3 0,006719975 0,586652104
ILMN_1794017 SERTAD1 NM_013376.3 0,006766851 1,477182017
ILMN_2192683 DHX37 NM_032656.2 0,006803347 0,144674391
ILMN_2148452 BCAS2 NM_005872.2 0,00688614 0,394539719
ILMN_1805778 RBM12B NM_203390.2 0,006906573 1, 534168009
ILMN_1658821 SAMD1 NM_138352.1 0,006914193 0,710097017
ILMN_2072357 IRF6 NM_006147.2 0,006953237 0,502557868
ILMN_1740508 KCNMA1 NM_001014797.1 0,006971733 1,4569512
ILMN_2401779 FAM102A NM_001035254.1 0,007011925 0,251786364
ILMN_2330570 LEPR NM_002303.3 0,007074066 1,44870954
ILMN_1675106 YIPF2 NM_024029.3 0,007074451 0,454951256
ILMN_1784367 HSPD1 NM_02156.4 0,007116294 0,729230188
ILMN_1798254 ACTR10 NM_018477.2 0,00713915 0,456078802
ILMN_2061950 RABGAP1 NM_012197.2 0,007143416 1,909688817
ILMN_1657836 PLEKHG2 NM_022835.1 0,007225484 1,409139505
ILMN_2073307 IL10 NM_000572.2 0,007235338 0,581576619
ILMN_1669023 FHL5 NM_020482.3 0,007238126 1,314020057
ILMN_2413251 EWSR1 NM_005243.2 0,007243401 0,497456343
ILMN_1692779 PRPF39 NM_017922.2 0,007254878 0,410654488
ILMN_1803338 CCDC80 NM_199511.1 0,007368666 1,892126506
ILMN_2316918 PANK1 NM_148978.1 0,007397188 0,417679556
ILMN_1781400 SLC7A2 NM_001008539.2 0,007413353 1,515745654

32




ES 2 689958 T3

IDENTIFICACION DE

LA SONDA sSiMBOLO Namero de acceso valor de p riesgo
ILMN_1799289 MRPL55 NM_181454.1 0,007420628 0.,461570361
ILMN_2410924 PLOD2 NM_000935.2 0,007437692 1,876219594
ILMN_1684931 GPR119 NM_178471.1 0,007438219 0,463748761
ILMN_2138589 MERTK NM_006343.2 0,007438466 1,473780814
ILMN_1671557 PHLDAZ2 NM_003311.3 0,00745336 0,620891122
ILMN_1809101 STEAP2 NM_152999.3 0,007473192 1,405229708
ILMN_2381037 LIMS1 NM_004987.3 0,007479728 0,506576202
ILMN_1723522 APOLD1 NM_030817.1 0,007500182 1,273846061
ILMN_2292178 CLEC12A NM_201623.2 0,007513142 1,293618589
ILMN_2294684 CEP170 NM_014812.2 0,007567842 0,492080122
ILMN_2331163 CUL4A NM_003589.2 0,007580851 0,677020715
ILMN_2209163 CHD6 NM_032221.3 0,007605645 0,532521441
ILMN_1777263 MEOX2 NM_005924 4 0,007648662 1,344671457
ILMN_1688666 HIST1H2BH NM_003524 .2 0,007688938 0,679188681
ILMN_2064926 ITFG1 NM-030790.3 0,007689192 0,430133813
ILMN_1812795 RUNX1T1 NM_175636.1 0,007693535 1,234743018
ILMN_1783908 B3GNT9 NM_033309.2 0,007740725 0,548726198
ILMN_1689438 BTRC NM_033637.2 0,007752648 1,397535008
ILMN_1687652 TGFB3 NM_003239.1 0,007770746 1,352457691
ILMN_1695025 CcD2 NM_001767.3 0,007797265 1,313736386
ILMN_1749846 OMD NM_005014 .1 0,007801275 1,462435251
ILMN_1807945 ANP32A NM_006305.2 0,0078657 0,54232047
ILMN_1664910 RPSA NM_001012321.1 0,007938497 0,537155609
ILMN_2407605 GIYD2 NM_024044.2 0,007944606 0,531217635
ILMN_2152095 RNASEN NM_013235.3 0,007987447 0,458218869
ILMN_1678464 DCLRE1C NM_001033858.1 0,007991392 0,619351961
ILMN_1730529 CAB39L NM_001079670.1 0,008004106 0,465761281
ILMN_1809285 DCP1A NM_018403.4 0,008063544 0,499569903
ILMN_1699440 ZBTB47 NM_145166.2 0,008069873 1,300721326
ILMN_1774083 TRIAPA1 NM_016399.2 0,008084101 0,452093496
ILMN_1796523 FNIP1 NM_133372.2 0,008101041 1,251935595
ILMN_1742379 IFT122 NM_052989.1 0,008107069 0,585299967
ILMN_1798581 MCM8 NM_032485.4 0,008124758 0,39895875
ILMN_2045994 SEPW1 NM_003009.2 0,008180544 2,170610772
ILMN_2111237 MN1 NM_002430.2 0,008181064 1,480543494
ILMN_1727558 MRPL27 NM_148571.1 0,008216167 0,49290801
ILMN_1713613 PIAS2 NM_173206.2 0,008218756 0,533318798
ILMN_2207720 ITM2B NM_021999.3 0,008268371 0,409229979

33




ES 2 689958 T3

IDENTIFICACION DE

LA SONDA siMBOLO Numero de acceso valor de p riesgo
ILMN_1778059 CASP4 NM_033306.2 0,008299631 0,352535107
ILMN_2151281 GABARAPL1 NM_031412.2 0,00830592 1.,40344079
ILMN_2227368 SELT NM_016275.3 0,008323563 0,629151938
ILMN_1755222 C9orf82 NM_024828.2 0,008376736 0,537845874
ILMN_1670272 LRP10 NM_014045.3 0,008387951 0,488461901
ILMN_1750044 ZNH1T3 NM_004773.2 0,008414785 0,596203697
ILMN_1801899 PLECA1 NM_201380.2 0,008415501 0,788422978
ILMN_1667707 SPCS3 NM_021928.1 0,008416213 0,333306413
ILMN_1784459 MMP3 NM_002422.3 0,008424899 0.743845984
ILMN_1715613 TAOK2 NM_004783.2 0,008428815 0,577192898
ILMN_1783170 ING3 NM_198267.1 0,008464107 0,45594537
ILMN_2343332 TAF9 NM_001015891.1 0,008467944 0,502769469
ILMN_1746426 TOMMT70A NM_014820.3 0,008511501 0,451400009
ILMN_1708164 EIF3A NM_003750.2 0,0085147 0,273046283
ILMN_2319919 MAGEA2 NM_1757431 0,008522299 0,564708047
ILMN_1788166 TTK NM_003318.3 0,008532079 0,6260955
ILMN_1694731 CLCN7 NM_001287.3 0,008552366 0,047428986
ILMN_2189037 WDR52 NM_018338.2 0,008579091 0,442426039
ILMN_1654411 CCL18 NM_002988.2 0,008582303 0,534771494
ILMN_1666372 ATP5H NM_006356.2 0,00858678 0.339181294
ILMN_1663220 MRPL22 NM_014180.2 0,008657699 0,682213605
ILMN_1736689 PC NM_001040716.1 0,008686562 0,491364567
ILMN_1702609 B3GNT5 NM_032047 .4 0,008699695 0,35924426
ILMN_2126399 psiTPTE22 EF535614.1 0,008701089 0,508410979
ILMN_1714438 MUTYH NM_001048172.1 0,008708257 1,452044111
ILMN_1697117 TBP NM_003194.3 0,008717257 1,375754246
ILMN_2160476 CCL22 NM_002990.3 0,00873155 0,626816124
ILMN_2405156 PPAP2C NM_177543.1 0,008744942 0,486658323
ILMN_2357976 BAT1 NM_004640.5 0,008748889 0,39869983
ILMN_1686804 CCRK NM_012119.3 0,008781738 1, 379683611
ILMN_1735908 UTP15 NM_032175.2 0,008795849 0,455716604
ILMN_1739496 PRRX1 NM_006902.3 0,008810631 1,352203092
ILMN_2215631 OTUD6B NM_016023.2 0,008824788 0,318170009
ILMN_1676449 SLIT2 NM_004787 1 0,008825626 1,443309256
ILMN_1717982 BZwW1 NM_014670.2 0,008843056 0,496720206
ILMN_2089902 NUS1 NM_138459.3 0,008924061 0,426437437
ILMN_2172269 TMEM183B NM_001079809.1 0,008947562 0,531376285
ILMN_1750144 C3orf19 NM_016474 4 0,008998487 1,224881041
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ILMN_1686043 FAM164C NM_024643.2 0,009007654 0,524954198
ILMN_2342793 FBXW8 NM_153348.2 0,009010131 0,5626747165
ILMN_1684554 COL16A1 NM_001856.3 0,009207494 2,157593197
ILMN_2198878 INPP4B NM_003866.1 0,009224731 1, 355483357
ILMN_2183610 SERAC1 NM_032861.2 0,009237213 0,652929929
ILMN_1735827 NISCH NM_007184.3 0,009267976 3,244972339
ILMN_2408815 NAP1L1 NM_139207.1 0,009273677 0,466078202
ILMN_1736154 ProSAPIPI NM_014731.2 0,009297408 1,371836507
ILMN_1660043 UBXN11 NM_145345.2 0,009301234 0,414923686
ILMN_1723087 MDK NM_002391.3 0,009357376 0,477925138
ILMN_2405190 VAPA NM_003574.5 0,009380725 0,642869229
ILMN_2365549 BRPF1 NM_004634.2 0,009418423 0,030900528
ILMN_1688637 TMEM198 NM_001005209.1 0,009454295 0,53441861
ILMN_2381753 G3BP2 NM_012297.3 0,009454643 0,528560031
ILMN_2119945 NDUFB3 NM_002491.1 0,009512793 0,605900377
ILMN_2395913 ARHGAP11A NM_199357.1 0,009513189 0,52537859
ILMN_1799105 COL17A1 NM_000494.3 0,009521418 0,669237452
ILMN_1786707 C190rf63 NM_175063.4 0,009549933 0,705859833
ILMN_1695962 SLC12A9 NM_020246.2 0,00955532 0,632986434
ILMN_2213247 SPCS2 NM_014752.1 0,009568632 0,468103464
ILMN_1722016 LY6GS5C NM_001002849.1 0,009572932 1,337326232
ILMN_1809141 ING4 NM_198287.1 0,009584963 0,47920737
ILMN_1682332 GYPC NM_016815.2 0,009633083 1,887056171
ILMN_1761363 VAMP4 NM_003762.3 0,009646552 0,476950334
ILMN_1785179 UBE2G2 NX_003343.4 0,009701867 0,617105146
ILMN_1763000 ADAP2 NM_018404.2 0,009748952 1,681799633
ILMN_1716224 STARD4 NM_139164.1 0,009783456 0,489406267
ILMN_1739587 Uty NM_007125 .3 0,009816309 0,439298478
ILMN_1680643 KIAA1333 NM_017769.2 0,009820691 0,460192694
ILMN_2407879 SORBS2 NM_003603.4 0,009831185 1,548113873
ILMN_2275533 DIAPH3 NM_030932.3 0,009833778 0,686553443
ILMN_1773645 GMPPB NM_021971.1 0,009837559 0,446130182
ILMN_1764091 R3HDM2 NM_014925.2 0,009843159 0,685043284
ILMN_2400500 LASS2 NM_181746.2 0,009847868 0,442253821
ILMN_2334350 BTBD3 NM_014962.2 0,00985416 0,459870001
ILMN_1660602 C1lorf43 NM_015449.2 0,009874084 0,617987793
ILMN_2170353 PTPLB NM_198402.2 0,009918567 0,400585431
ILMN_1794492 HOXC6 NM_153693.3 0,00992158 0,721974031
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ILMN_2364357 RPS6KB2 NH_003952.2 0,009937711 0,244179599
ILMN_2147503 ALG13 NM_018466.3 0,009946793 0,352771071
ILMN_2177460 AQR NM_014691.2 0,009953961 0,404663806
ILMN_1668525 NR3C1 NM_001018076.1 0,009992789 0,617215381
ILMN_2258543 PRDM2 NM_012231.3 0,009994008 1,364891701

Ejemplo 6: Identificacion de genes de referencia para la autonormalizacion

Una de las maneras de reducir el nimero de genes de pronostico descubiertos en el sector clinico es la
autonormalizacién en cada caso, ya que no es posible normalizar a la vez con un grupo entero de los pacientes en
cuestion. Actualmente, se utiliza ampliamente la QRT-PCR en tiempo real (reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa de transcripcion inversa en tiempo real) para medir el nivel de expresion del gen, pero cuando se utiliza
la QTR-PCR, todos los genes en el ser humano no se pueden medir a efectos de realizar la normalizacion por
cuantiles, y existe un problema de una sefal significativamente menor de QRT-PCR en tiempo real generada
cuando se utiliza un bloque de parafina vieja con respecto a cuando se utiliza una nueva muestra.

En este momento, los inventores de la presente invencion intentaron identificar el gen de referencia para la
autonormalizacion del nivel de expresion medido de genes para la utilizacion fiable de genes de prondstico del
cancer gastrico identificados en el sector clinico. Por consiguiente, se identificaron 50 genes de referencia que no
tienen caracteristicas de pronostico y muestran el cambio minimo en cada caso diferente mediante el analisis de los
datos de los niveles de expresion génica medidos con WG-DASL en el ejemplo 3, y los resultados se muestran en la
tabla 4. La combinacién de uno o0 méas genes en 50 genes de referencia indicados en la tabla 4 se puede utilizar para
la normalizacién de los niveles de expresién de los genes de prondstico del cancer gastrico.

[Tabla 4]

'DENEE'SCC»;\D‘}[')?‘N DE Namero de acceso SiMBOLO
ILMN_ 2403446 NM_007011.5 ABHD2
ILMN_1708502 NM_014423.3 AFF4
ILMN_1780806 NM_025190.3 ANKRD36B
ILMN_2415467 NM_080550.2 AP1GBP1
ILMN_1722066 NM_018120.3 ARMCA1
ILMN_2352934 NM_004318.2 ASPH
ILMN_1808163 NM_022338.2 C11orf24
ILMN_1693431 NM_153218.1 C130rf31
ILMN_1733288 NM_016546.1 C1RL
ILMN_2202940 NM_020244.2 CHPT1
ILMN_2188533 NT_007592.15 CICKO721Q.1
ILMN_1795754 NM_001289.4 CLIC2
ILMN_2373779 NM_198189.2 COPS8
ILMN_1796180 NM_021117.2 CRY2
ILMN_1651499 NM_020462.1 ERGIC1
ILMN_1751425 NM_024896.2 ERMP1
ILMN_1712095 NM_005938.2 FOX04
ILMN_1747305 NM_175571.2 GIMAP8
ILMN_ 1737308 NM_002064.1 GLRX
ILMN_2168215 NM_016153.1 HSFX1
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ILMN_1789018 NM_012218.2 ILF3
ILMN_1809141 NM_016162.2 ING4
ILMN_1807767 NM_014615.1 KIAA0182
ILMN_1776963 NM_006816.1 LMANZ2
ILMN_1743583 NM_130473.1 MADD
ILMN_1774844 NM_032960.2 MAPKAPK2
ILMN_1761858 NM_033290.2 MID1
ILMN_1670801 NM_000254.1 MTR
ILMN_ 1780937 NM_025128.3 MUS81
ILMN_1784113 NM_020378.2 NAT14
ILMN_2147133 NM_173638.2 NBPF15
ILMN_2361185 NM_024878.1 PHF20L1
ILMN_1704529 NM_021130.3 PPIA
ILMN_ 2357577 NM_006251.5 PRKAA1
ILMN_ 2353202 NM_152882.2 PTK7
ILMN_1813753 NM_002825.5 PTN
ILMN_1677843 NM_001031677.2 RAB24
ILMN_1773561 NM_021183.3 RAP2C
ILMN_ 1749006 NM_052862.2 RCSD1
ILMN_2373266 NM_139168.2 SFRS12
ILMN_2117716 NM_005088.2 SFRS17A
ILMN_2379835 NM_003352.4 SUMO1
ILMN_1712075 NM_015286.5 SYNM
ILMN_1674866 NM_006354.2 TADA3L
ILMN_2390227 NM_015043.3 TBC1D9B
ILMN_1657983 NM_018975.2 TERF2IP
ILMN_1705213 NM_022152.4 TMBIM1
ILMN_1756696 NM_207291.1 USF2
ILMN_2054442 NM_001099639.1 ZNF146
ILMN_2352590 NM_006974.2 ZNF33A

Posteriormente, a efectos de confirmar la validez de la autonormalizacién mediante genes de referencia, se investigo
la correlacion entre normalizaciéon por cuantiles para los datos de WG-DASL vy los datos autonormalizados. Las
proporciones de riesgo basadas en los dos procedimientos de normalizacion se ilustran en la figura 1. Como
resultado, se identifica la estrecha correlacion entre el procedimiento de normalizacion por cuantiles y la
autonormalizacion (figura 1).

Ejemplo 7: Desarrollo y evaluacion de un modelo de prediccion del prondstico basado en los genes del
prondéstico del cancer gastrico - (1)

7-1: Modelo de prediccion del prondstico utilizando el analisis de componentes principales supervisado
A efectos de construir el modelo de prediccidn del prondstico, se utilizé un analisis componentes principales revisado

(SuperPC) desarrollado por Bair y Tibshirani (PLoS Biol abril del 2004; 2 (4): E108 Epub, 13 de abril del 2004). A
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efectos de desarrollar y evaluar el modelo de prediccidon del pronéstico del cancer gastrico en base al analisis
SuperPC, se utilizé el programa BRB Array Tools (Simon Ry otros, Cancer Inform 2007; 3: 11-7) desarrollado por
Richard Simon.

En el analisis SuperPC, se puede determinar un valor de p umbral para predecir el pronéstico en el nivel deseable y
en el programa de BRB array tools, el valor de p es 0,001. El valor de p de corte puede ser inferior a 0,01 en
cualquier region y el analisis SuperPC puede incluir el subconjunto de genes de prondstico indicados en la tabla 2 y
la tabla 3 mediante el valor de p predefinido y el calculo del principio activo. A efectos de construir el modelo de
prediccidon del prondstico con una validez reconocida, se combinaron una validaciéon cruzada de 10 veces y un
analisis SuperPC con BRB Array Tools. Como ejemplo de analisis SuperPC, a efectos de construir un modelo de
prediccidn del prondstico, se utilizaron un valor de p de corte de 0,00001 y los dos principios activos, y el modelo de
prediccidon del pronéstico SuperPC consiste en 7 genes de prondstico y el modelo de prediccién se ilustra en la
figura 16 (tabla 5 y figura 16). Ademas, los graficos de Kaplan-Meier que representan la tasa de supervivencia segun
el nivel de expresion de los 7 genes de prondstico seleccionados se muestran en las figuras 2 a 5.

[Tabla 5]
Identificacién del Gen |  Simbolo del gen Pesos (W;)

1 | ILMN_1713561 C200rf103 0,152677
2 | ILMN_1672776 COL10A1 0,038261
3 | ILMN_1663171 MATN3 0,016428
4 | ILMN_1732158 FMO2 0,08681

5 | ILMN_1811790 FOXS1 0,068965
6 | ILMN_2402392 COL8A1 0,060799
7 | ILMN_1736078 THBS4 0,088377

Las figuras 2 a 5 identificaron que la cohorte de pacientes se clasifica en el grupo de prondstico positivo o el grupo
de prondstico negativo segun el nivel de expresion de cada uno de los 7 genes indicados en la tabla 5, y la tasa de
supervivencia del grupo de pronéstico positivo aparece elevada en comparacién con la tasa de supervivencia del
grupo de prondstico negativo. Los resultados representan clinicamente que el pronéstico de pacientes con cancer
gastrico se puede predecir con precision midiendo el nivel de expresion del gen de prondstico del cancer gastrico en
la presente invencion.

Ademas, segun la figura 16, los resultados de la construccion del modelo de predicciéon del prondstico de los siete
genes indicados en la tabla 5 y la clasificacion de los pacientes segun el modelo mostraron que las tasas de
supervivencia del grupo clasificado en el grupo de prondstico positivo (riesgo bajo) son significativamente mayores
en comparacion con la tasa de supervivencia del grupo de prondstico negativo (riesgo elevado), correspondiente a
los resultados clinicos reales (figura 16). Los resultados muestran que los 7 genes de prondstico indicados en la
tabla 5 pueden ser Utiles para predecir el prondstico del cancer gastrico.

Ademas, los pacientes con cancer gastrico en fase Ib/ll entre los pacientes que habian sido clasificados segun el
modelo de prediccion del prondstico, se volvieron a clasificar en el grupo de prondstico positivo o el grupo de
prondstico negativo, y en la figura 17 se muestra el grafico de Kaplan-Meier que representa la tasa de supervivencia
libre de enfermedad del grupo clasificado. Como resultado, la tasa de supervivencia de los pacientes con cancer
gastrico en fase Ib/ll que fueron clasificados en el grupo de prondstico positivo segin el modelo de prediccion del
pronéstico SuperPC es significativamente mayor en comparacion con la tasa de supervivencia de pacientes con
cancer gastrico en fase Ib/Il que se clasificaron en el grupo de prondstico negativo (figura 17).

En particular, en el modelo de prediccién del pronéstico SuperPC (que utiliza los niveles de expresion de siete genes
de la tabla 5), el indice de prondstico se puede calcular a través de la siguiente férmula. Si el indice de prondstico,
que se calcula a través de la siguiente férmula, es mayor que -0,077491, el paciente a quien se recogié la muestra
se puede clasificar en el grupo de prondstico negativo.

Zlwi xi - 4,51425
[wi y xi representan el peso i-ésimo y el nivel de expresion logaritmica del gen, respectivamente]

7-2: Evaluacion comparativa con factores de prondstico convencionales

Los inventores de la presente invencion utilizaron un andlisis Cox multivariado como andlisis estadistico estandar
para determinar si la prediccion del prondstico en base a los genes de prondstico en la presente invencion

38



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 689958 T3

proporciona una informacién de pronostico mas significativa que el factor de prondstico convencional.
Especificamente, se investigd el modelo de Cox multivariado que muestra la tasa de supervivencia libre de
enfermedad evaluada mediante el indice de pronostico SuperPC (tabla 5) y la validacién cruzada de 10 veces,
profundidad de la invasién de las células tumorales (fase pT), el nUmero de ganglios linfaticos con metastasis por
células tumorales (Nédulo P).

Los resultados del analisis multivariado identificaron que 7 genes de pronostico, independientemente de la fase pT y
Nodulo P, son excelentes predictores de la tasa de supervivencia libre de enfermedad de pacientes con cancer
gastrico que recibieron gastrectomia curativa y quimioterapia adyuvante (HR = 1,9232, IC del 95%, 1,4066, 2,6294,
P < 0,0001, tabla 6).

[Tabla 6]
Covariable b SE P Exp(b) |IC del 95% de Exp(b)
HER2=positivo -0,3020 0,2510 0,2289 0,7393 | 0,4531 a 1,2062
NODULO P 0,5548 | 0,08754 | <0,0001 1,7415 | 1,4683 a 2,0657
Fase T 0,7339 0,1696 <0,0001 2,0831 1,4965 a 2,8997
Riesgo predicho = “elevado” | 0,6540 0,1604 <0,0001 1,9232 | 1,4066 a 2,6294

Ejemplo 8: Desarrollo y evaluacion de un modelo de prediccion del prondstico basado en los genes del
prondéstico del cancer gastrico - (2)

8-1: Modelo de prediccion del prondstico utilizando el procedimiento de lasso en gradiente

Los genes que pueden ser Utiles en la prediccion del pronéstico del cancer gastrico entre los 369 genes de
pronéstico del cancer gastrico identificados en el ejemplo 5 se cribaron utilizando el algoritmo lasso en gradiente
(Sohn | y otros: Bioinformatics 2009; 25: 1775-1781). En el modelo de prondéstico lasso en gradiente, la puntuacion
de pronostico se puede calcular utilizando la siguiente formula y si la puntuacion de prondstico de una muestra
aleatoria es positiva, se puede predecir un prondstico positivo.

B’x [B” es el coeficiente de regresién estimado a partir de un grupo de entrenamiento, X es el vector del nivel de
expresioén génica de un grupo de entrenamiento].

Después de seleccionar los genes utilizando lasso en gradiente, es necesario verificar la afectividad utilizando el
conjunto de datos independientes. Para ello, se utilizé la validacion cruzada dejando uno fuera (LOOCYV).
Especificamente, la validacion cruzada dejando uno fuera es para utilizar N-1 muestras (datos de entrenamiento), a
excepcion de una muestra (datos de prueba) del grupo de pacientes, en la generacion del algoritmo de prediccidn
del pronéstico mediante lasso en gradiente y para clasificar dicha una muestra remanente en un grupo de prondstico
positivo 0 un grupo de prondstico negativo mediante la aplicacién del mismo al algoritmo de prondstico. Dicho
proceso se llevé a cabo de forma repetitiva para N muestras del grupo de pacientes. Después de completar la
clasificacion de todas las muestras en un grupo de prondstico positivo o un grupo de prondstico negativo, se
compararon las tasas de supervivencia entre el grupo de prondéstico positivo y el grupo de prondstico negativo
mediante el analisis estadistico.

Se cribaron 26 genes de prondstico mediante el algoritmo lasso en gradiente durante la realizacién de la validacién
cruzada dejando uno fuera y los genes cribados se indican en la tabla 7. Ademas, en las figuras 5 a 15 se muestra el
grafico de Kaplan-Meier que representa la tasa de supervivencia segun los niveles de expresion de 26 genes de
prondstico cribados. Segun las figuras 5 a 15, se identifica que el grupo de pacientes se clasifica en un grupo de
prondstico positivo o un grupo de pronéstico negativo segun el nivel de expresion de cada uno de los 26 genes
indicados en la tabla 7, y la tasa de supervivencia del grupo de pronéstico positivo parece ser mayor en comparacion
con la tasa de supervivencia del grupo de pronéstico negativo. Los resultados representan clinicamente que el
prondstico de pacientes con cancer gastrico se puede predecir con precision midiendo el nivel de expresion del gen
de prondstico del cancer gastrico en la presente invencion.

[Tabla 7]

'DENEE'SCC*;"&')?“N DE| sgiMBOLO | Valordep | Frecuencia Ubicacién cromosémica Coeficiente de regresion (5)
ILMN_2385647 ALAS1 0,005756 432 3p21.1 -0,024715
ILMN_1713561 | C200rf103 | 0,000000 432 20p12 0,008195
ILMN_1787749 CASP8 0,000365 432 2g33-934 -0,003561
ILMN_1712088 CLYBL 0,000780 432 13qg32 0,147852
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'DENEE'S%&%N DE| sjmBoLO | Valordep | Frecuencia Ubicacién cromosémica Coeficiente de regresion (£)
ILMN_1672776 COL10A1 0,000001 432 6921-g22 -0,048568
ILMN_1673843 C8T2 0,000026 432 20p11.21 -0,054399
ILMN_1732158 FMO02 0,000001 432 1923-g25 0,025852
ILMN_1811790 FOXS1 0,000000 432 20g11.21 -0,004554
ILMN_1673548 | HSPC159 | 0,000209 432 2p14 0,027885
ILMN_1662824 | MADCAM1 | 0,000956 432 19p13.3 -0,017717
ILMN_1719543 MAF 0.000267 432 16922-q23 0,074349
ILMN_2382679 REG3A 0,000232 432 2p12 0,059214
ILMN_2071826 RNF152 0,000264 432 18q21.33 0,008419
ILMN_1736078 THBS4 0,000001 432 5913 0,017118
ILMN_1757387 UCHL1 0,000201 432 4p14 -0,021701
ILMN_2093500 ZBEDS 0,000081 432 11p15.3 -0,026228
ILMN_1801205 GPNMB 0,000313 431 7p15 0,010272
ILMN_1755318 | HIST1H2AJ | 0,000036 431 6p22-p21.3 -0,019642
ILMN_1729033 RPL9 0,000901 431 4p13 0,018665
ILMN_1712506 DPP6 0,007555 428 7q36.2 -0,003465
ILMN_1769168 ARL10 0,000235 421 5q35.2 -0,052923
ILMN_1692739 ISLR2 0,001375 421 15924 .1 0,032727
ILMN_2316386 GPBAR1 0,000049 408 2935 -0,020300
ILMN_1792748 CPS1 0,001224 397 2935 0,059843
ILMN_1665761 BCL11B 0,007679 378 14q32.2 0,037040
ILMN_1793965 | PCDHGAS8 | 0,002196 373 5q31 0,032342

Posteriormente, el grupo de pacientes se clasificd en el grupo de prondstico positivo o el grupo de prondstico
negativo segun el modelo de prediccion de pronoéstico utilizando 26 genes seleccionados (lasso en gradiente y
validaciéon cruzada dejando uno fuera). Ademas, el grupo de pacientes que habia sido clasificado en el grupo de
prondstico positivo o el grupo de pronéstico negativo se volvié a clasificar segun la fase patologica, de manera que el
prondstico se podria predecir segun la fase patolégica.

8-2: Evaluacion del modelo de prediccion del pronostico utilizando el procedimiento de lasso en gradiente

A efectos de determinar si el prondstico predicho utilizando 26 genes de prondstico coincide con los resultados
clinicos reales, se representaron las tasas de supervivencia libre de enfermedad del grupo clasificado en el grupo de
prondstico positivo y el grupo de prondstico negativo en el grafico de Kaplan-Meier (figura 18). Como resultado, la
tasa de supervivencia libre de enfermedad durante 5 afos del grupo de pronéstico positivo (riesgo bajo) es
significativamente mayor en comparacién con la tasa de supervivencia libre de enfermedad durante 5 afos del grupo
de pronoéstico negativo (riesgo elevado) (71,7% frente a 47,7 %) y los resultados parecen corresponder a la
proporcion de riesgo de la tasa de recurrencia del 2,12 (IC del 95%, 1,57, 2,88, P = 0,04, figura 18). Por lo tanto, se
identifico que el prondstico de los pacientes con cancer gastrico que fueron clasificados utilizando 26 genes de
prondstico coincide con los resultados clinicos reales.

A efectos de determinar si los resultados del pronéstico predicho mediante la reclasificaciéon de los pacientes que
habian sido clasificados en un grupo de prondstico positivo y un grupo de prondstico negativo segun la fase
patolégica, de manera que el pronéstico puede predecirse segun la fase patolégica, coinciden con los resultados
clinicos reales, en la figura 19 se muestra el grafico de Kaplan-Meier que representa las tasas de supervivencia libre
de enfermedad del grupo de pacientes clasificados en cada fase patologica segun el prondstico. Como resultado, la
cohorte que consistia en un total de 432 pacientes se clasifico en 145 de riesgo bajo, fase Ib/ll (tasa de
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afos del 84,8%); 90 de riesgo elevado, etapa Ib/ll (tasa de supervivencia
libre de enfermedad a los 5 afos del 61,1%); 83 de riesgo bajo, fase Ill/IV (tasa de supervivencia libre de
enfermedad a los 5 afos del 48,9%) y 114 de riesgo elevado, fase Ill/IV (tasa de supervivencia libre de enfermedad
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a los 5 anos del 36,9%). Especificamente, se identificé que en la fase Ib/ll, la tasa de supervivencia del grupo de
prondstico positivo (riesgo bajo Ib/ll) es significativamente mayor en comparacion con la tasa de supervivencia del
grupo de prondstico negativo (riesgo elevado Ib/ll) e incluso en la fase III/1V, la tasa de supervivencia del grupo de
prondstico positivo (riesgo bajo IlI/1V) es significativamente mayor en comparacién con la tasa de supervivencia del
grupo de pronéstico negativo (riesgo elevado llI/IV) (figura 19).

Los resultados representan que los pacientes en la fase patoldgica se pueden clasificar con precisién segun el
pronéstico mediante el procesamiento de los niveles de expresién de genes de prondstico con el algoritmo para el
andlisis estadistico, y se puede mejorar la tasa de supervivencia de pacientes con cancer gastrico mediante la
seleccion del tratamiento apropiado segun el prondstico predicho. Por ejemplo, el nivel de expresién del gen de
pronéstico se mide del paciente que fue diagnosticado con la fase Ib/ll, se autonormaliza mediante la medicion del
nivel de expresion relativo al gen de referencia y, a continuacion, si se clasifica en el grupo de pronéstico negativo de
fase Ib/ll segun el algoritmo lasso en gradiente, puede determinarse que el prondstico del paciente es similar al
pronéstico de la fase I, y la supervivencia del paciente puede prolongarse mediante la utilizacion del procedimiento
de tratamiento para los pacientes en la fase lIl.

8-3: Evaluacion comparativa con factores de pronodstico convencionales

Como factores de prondstico conocidos para predecir el prondstico del cancer gastrico, se encuentran la
determinacién de la profundidad de la invasion de las células tumorales (fase pT) y el nimero de ganglios linfaticos
con metéstasis por células tumorales (Nédulo P). Los inventores de la presente invencion utilizaron un andlisis Cox
multivariado como andlisis estadistico estandar para determinar si la prediccion del pronéstico en base a los genes
de prondstico en la presente invencion proporciona una informacion de pronéstico mas significativa que el factor de
pronéstico convencional. Especificamente, se investigaron el modelo Cox multivariado que muestra la tasa de
supervivencia libre de enfermedad evaluada mediante el indice lasso en gradiente (26 genes de prondstico
indicados en la tabla 7) y la validacion cruzada dejando uno fuera, la profundidad de la invasion de las células
tumorales (fase pT), el nimero de ganglios linfaticos con metastasis por células tumorales (Nédulo P) o fase
patolégica (AJCC 62 edicion). En este caso, la fase pT se dividié en pT1/T2y T3 y el logaritmo de Nédulo P se tomo
con la sustitucion de 0 por 0,1.

Los resultados del andlisis multivariado identificaron que 26 genes de prondéstico, independientemente de la fase pT
y Nodulo P, son excelentes predictores de la tasa de supervivencia libre de enfermedad de pacientes con cancer
gastrico que recibieron gastrectomia curativa y quimioterapia adyuvante (HR = 1,859, IC del 95%, 1,367, 2,530, P =
0,000078, tabla 8). Del mismo modo, tal como se muestra en la tabla 9, se identificd que se puede predecir la tasa
de supervivencia libre de enfermedad de forma independiente en la Ultima fase patoldégica mediante los 26 genes de
pronostico (HR = 1,773, IC del 95%, 1,303, 2,413, P < 0,00001, fase P en la tabla 9 es la combinacion de fase pT y
nédulo P).

[Tabla 8]
Proporcion de | IC del 95% para la proporcién | sjor de P
riesgo de riesgo
Fase T 2,225 (1,605, 3.085) 0,000002
Log(NODULO P) | 2,129 (1,612, 2,812) 0,000000
Nivel de riesgo 1,859 (1,367, 2,530) 0,000078
[Tabla 9]
Proporcidn de  [IC del 95% para la proporcion Valor de P
riesgo de riesgo alor de
Fase P 2,779 (2,024, 3,816) <0,000001
Nivel de riesgo| 1,773 (1,303, 2,413) 0,000265

Ejemplo 9: Desarrollo y evaluacion de un modelo de prediccion del prondstico basado en los genes del
pronostico del cancer gastrico - (3)

9-1: Desarrollo y evaluacion de la puntuacion de prondstico del cancer gastrico para un paciente con cancer
gastrico en fase Il utilizando el ensayo nCounter

Mediante la aplicacién del algoritmo lasso en gradiente a las muestras de tumores de pacientes con cancer gastrico
en fase Il (N = 186) obtenidos de una cohorte utilizada en el ensayo de WG-DASL, se identificd la combinacion de 8
genes de prondstico del cancer gastrico para proporcionar una informacion de prondstico robusta (tabla 10). La
puntuacion de prondstico del cancer gastrico (GCPS) se desarroll6 mediante los niveles de expresién normalizada
de los 8 genes y la combinacion lineal de la estimacién de regresién de Cox. La medicion del nivel de expresion del
gen se realizé utilizando un kit de ensayo nCounter (sistema; NanoString Technologies).
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[Tabla 10]
Simbolo del gen |Estimacion de la regresion
C200rf103 0,0636
CDC25B -0,0175
CDK1 -0,1005
CLIP4 0,4822
LTB4R2 -0,3950
MATN3 0,2982
NOX4 0,0288
TFDP1 -0,2886

Se identifico el GCPS para distribuir el 25% de los pacientes en un grupo de prondstico negativo como el mas
robusto mediante el analisis del punto de corte (figura 28). El punto de corte se selecciond para la futura verificacion
en la cohorte de validacion independiente. Como resultado de aplicar el punto de corte optimizado a la cohorte, tal
como se muestra en la figura 29, se identificé la supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios del grupo de riesgo
elevado (grafico inferior del 42,6%) mediante el nivel de expresion del gen basado en el modelo de prediccién en
comparacion con la tasa de supervivencia libre de enfermedad a los 5 afos de grupo de riesgo bajo (grafico
superior) del 84,3% (p < 0,0001).

Debido al problema de sobreajuste, es necesario validar el GCPS con algoritmos y puntos de corte fijos con la
cohorte de pacientes independiente que no se utiliza para identificar el gen en cuestién. Con este fin, se obtuvo en
primer lugar una cohorte de pacientes para la verificacion. El GPS se aplicé a la cohorte de validacion independiente
de pacientes con cancer gastrico en fase 2 que recibieron la misma quimiorradioterapia que los pacientes (N = 186,
cohorte de descubrimiento) utilizados para la identificacion del gen de pronéstico del cancer gastrico de los
pacientes. Como resultado, la distribucion de la puntuacién de riesgo es muy similar a la figura 30, que representa el
rendimiento analitico robusto de este ensayo.

El resultado de aplicar el punto de corte predefinido de 0,2205 de GCPS obtenido a partir de la cohorte de
descubrimiento a la cohorte de validacién y de generar el grafico de Kaplan-Meier en base a la distribucién de
clases, identifico que el algoritmo puede identificar con precisidn el paciente con un mayor riesgo de cancer gastrico
entre los pacientes con cancer gastrico en fase 2 que recibieron quimiorradioterapia (figura 31). Tal como se muestra
en la figura 31, el GPS de los 8 genes de prondstico predijo con éxito 216 pacientes con cancer gastrico en fase 2 en
el grupo de riesgo elevado (DFS a los 5 anos, 58,7 %, el gréafico inferior) y el grupo de riesgo bajo (DFS a los 5 afnos,
86,3%, el grafico superior) (P = 0,00004, HR = 3,15).

9-2: Optimizacion del GCPS

Segun los ejemplos, después de verificar que los pacientes de riesgo elevado se pueden identificar entre los
pacientes en fase 2 que recibieron quimiorradioterapia mediante la obtencién del perfil de expresion de los genes de
prondéstico del cancer gastrico, la cohorte de descubrimiento y la cohorte de validacion se combinaron como una
cohorte para desarrollar la generacion del segundo GCPS. A efectos de desarrollar el modelo de prediccién basado
en el modelo Cox de riesgo proporcional para la tasa de supervivencia libre de enfermedad, se utilizd el algoritmo
lasso (Least Absolute Shrinkage and Selection Operator) en gradiente. La tabla 11 representa 13 genes (sondas)
que componen el modelo de prediccion obtenido utilizando un conjunto de datos de la fase 2 (N = 402) que es la
combinacién del grupo de descubrimiento y el grupo de validacion.

[Tabla 11]
Simbolo del gen | Estimacién de la regresion

ADRA2C -0,0156
C200rf103 0,1082
CLIP4 0,3891
CsK -0,6654
FZD9 -0,0829
GALR1 -0,0509
GRM®6 -0,0244
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Simbolo del gen Estimacion de la regresién
INSR 0,0251
LPHNA1 -0,0126
LYN -0,0012
MATN3 0,2134
MRGPRX3 -0,0009
NOX4 0,0951

El GCPS del paciente se calcul6 como S = [B1x1 + ... + Bn Xn], €n la que x, es el valor de la expresién cuantificada del
gen n-ésimo, Bn es la estimaciéon de regresion del gen n-ésimo indicado en las tablas 10 y 11, y S representa la
puntuacion de pronostico del cancer gastrico. Posteriormente, se estimaron los puntos de corte para el primer cuartil
y el tercer cuartil de la distribucion de la puntuacién de riesgo a partir del conjunto de datos de la fase 2 (Q1 =
-0,9842, Q3 = -0,4478). Mediante la aplicacion de los puntos de corte a 306 pacientes del grupo de validacion final,
los pacientes con GCPS inferior a Q1 y los pacientes con GCPS superior a Q3 se distribuyeron en el grupo de riesgo
bajo y el grupo de riesgo elevado, respectivamente. Como resultado, tal como se muestra en la figura 24, el gréafico
de Kaplan-Meier identificé que la tasa de supervivencia de los pacientes que fueron predichos como grupo de riesgo
elevado (el grafico inferior) es significativamente menor en comparacion con los pacientes de otros grupos (figura
32).

9-3: Validacion de GCPS de segunda generacion en pacientes con cancer gastrico en fase Il que recibieron
solo cirugia.

A efectos de probar el rendimiento del GCPS para los pacientes que recibieron sélo cirugia sin quimioterapia o
radioterapia, se examinaron los tejidos cancerosos de 306 pacientes diagnosticados con la fase 2 que recibieron
s6lo gastrectomia curativa radical sin quimioterapia o radioterapia postoperatoria adyuvante en el Samsung Medical
Center. Los pacientes se seleccionaron segun los siguientes criterios.

Entre 476 pacientes con cancer gastrico diagnosticados con la fase patoldgica 2 que recibieron sélo gastrectomia
curativa radical sin quimioterapia o radioterapia postoperatoria adyuvante en el Samsung Medical Center desde abril
de 1995 a septiembre de 2006, se seleccionaron 306 pacientes segun los siguientes criterios.

1) diagnéstico histol6gico de adenoma,

2) reseccion del tumor sin tumor residual,

3) diseccion de los ganglios linfaticos D2,

4) mas de 18 arios de edad,

5) fase patoldgica Il (TIN2, T2aN1, T2bN1 y T3NO) segun AJCC (American Joint Committee on Cancer), 62 edicién,
6) conservacion completa de los registros quirdrgicos y los registros de tratamiento.

Se excluyeron del andlisis 170 pacientes de la cohorte de 476 pacientes debido a las siguientes razones:
1) pacientes sin registros médicos completos (N = 66),

2) muerte sin enfermedad o muerte inexplicable (N = 43),

3) fase patolégica corregida (N = 45)

4) bloque de parafina no disponible (N = 15),

5) canceres primarios duales (N = 1).

Tal como se muestra en la figura 33, como resultado de aplicar el GCPS de segunda generacion en la cohorte de los
pacientes con cancer gastrico de fase 2 que recibieron cirugia sola, se identific6 que los pacientes que se
clasificaron en un grupo de riesgo elevado (el gréafico inferior) segin GCPS tenian un mal pronéstico en comparacién
con el grupo de riesgo bajo a pesar de que el GCPS se desarrollo utilizando la cohorte de pacientes que recibio
quimiorradioterapia (p = 0,00287). Los resultados representan que los pacientes con riesgo elevado definidos por
GCPS mostraron esencialmente un mal pronéstico que no se puede mejorar con medicamentos contra el cancer y
radioterapia y deben desarrollarse nuevos tratamientos para estos pacientes.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un marcador para la prediccién del pronostico del cancer gastrico, en el que el marcador es una
combinacién de todos los genes C200rf103 (marco de lectura abierto 103 del cromosoma 20), MATNS (matrilina 3),
CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que contienen un dominio CAP-GLY, miembro 4), NOX4 (NADPH oxidasa
4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK (tirosina quinasa c-src), FZD9 (receptor 9 de la familia Frizzled),
GALR1 (receptor de galanina 1), GRM6 (receptor metabotrépico de glutamato 6), INSR (receptor de insulina),
LPHNT1 (latrofilina 1), LYN (homdlogo de oncogén relacionado viral v-yes-1 del sarcoma de Yamaguchi) y MRGPRX3
(GPR relacionado con MAS, miembro X3).

2. Utilizacién de una composicion para la prediccidn del pronostico del cancer gastrico que comprende agentes para
medir el nivel de expresion de ARNm o proteina de un marcador para predecir el pronéstico del cancer gastrico, en
la que el marcador es una combinacién de todos los genes C200rf103 (marco de lectura abierto 103 del cromosoma
20), MATNS3 (matrilina 3), CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que contienen un dominio CAP-GLY, miembro 4),
NOX4 (NADPH oxidasa 4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK (tirosina quinasa c-src), FZD9 (receptor 9
de la familia Frizzled), GALR1 (receptor de galanina 1), GRM6 (receptor metabotrépico de glutamato 6), INSR
(receptor de insulina), LPHN1 (latrofilina 1), LYN (homologo de oncogén relacionado viral v-yes-1 del sarcoma de
Yamaguchi) y MRGPRX3 (GPR relacionado con MAS, miembro X3).

3. Utilizacién, segun la reivindicacién 2, en la que el agente para medir el nivel de expresién de ARNm del gen es la
pareja de cebadores o sonda que se une especificamente al gen y el agente para medir el nivel de expresion de la
proteina es el anticuerpo especifico para la proteina codificada por el gen.

4. Utilizacion de un kit para la prediccion del pronostico del cancer gastrico que comprende agentes para medir el
nivel de expresién de ARNm o proteina de un marcador para predecir el pronéstico del cancer gastrico, en la que el
marcador es una combinacién de todos los genes C200rf103 (marco de lectura abierto 103 del cromosoma 20),
MATNS3 (matrilina 3), CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que contienen un dominio CAP-GLY, miembro 4),
NOX4 (NADPH oxidasa 4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK (tirosina quinasa c-src), FZD9 (receptor 9
de la familia Frizzled), GALR1 (receptor de galanina 1), GRM6 (receptor metabotrépico de glutamato 6), INSR
(receptor de insulina), LPHN1 (latrofilina 1), LYN (homologo de oncogén relacionado viral v-yes-1 del sarcoma de
Yamaguchi) y MRGPRX3 (GPR relacionado con MAS, miembro X3).

5. Procedimiento para predecir el pronostico del cancer gastrico que comprende a) obtener el nivel de expresion o el
patron de expresiéon de ARNm o proteina de un marcador para predecir el prondstico del cancer gastrico en una
muestra recogida de un paciente con cancer gastrico; y b) comparar el nivel de expresién o el patron de expresion
obtenido en la etapa a) con el nivel de expresion o el patrén de expresion de ARNm o proteina de los genes
correspondientes en un paciente con cancer gastrico con prondstico conocido, en el que el marcador es una
combinacién de todos los genes C200rf103 (marco de lectura abierto 103 del cromosoma 20), MATNS (matrilina 3),
CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que contienen un dominio CAP-GLY, miembro 4), NOX4 (NADPH oxidasa
4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK (tirosina quinasa c-src), FZD9 (receptor 9 de la familia Frizzled),
GALR1 (receptor de galanina 1), GRM6 (receptor metabotrépico de glutamato 6), INSR (receptor de insulina),
LPHNT1 (latrofilina 1), LYN (homdlogo de oncogén relacionado viral v-yes-1 del sarcoma de Yamaguchi) y MRGPRX3
(GPR relacionado con MAS, miembro X3).

6. Procedimiento, segun la reivindicacién 5, en el que el nivel de expresion de ARNm del gen se mide utilizando la
pareja de cebadores o sonda que se une especificamente al gen y el nivel de expresién de la proteina se mide
utilizando el anticuerpo especifico para la proteina correspondiente.

7. Procedimiento, segun la reivindicacion 5, en el que el nivel de expresiéon de ARNm del gen o la proteina codificada
por el gen se normaliza mediante la comparacion con el nivel de expresion de ARNm de uno o mas genes de
referencia seleccionados del grupo que consiste en los genes de referencia indicados en la tabla 4 o el nivel de
expresion de la proteina codificada por los genes de referencia.

8. Procedimiento, segun la reivindicacion 5, en el que los pacientes con cancer gastrico en las etapas a) y b) son los
pacientes que recibieron el mismo tratamiento, y el tratamiento se selecciona del grupo que consiste en radioterapia,
quimioterapia, quimiorradioterapia, quimioterapia adyuvante, gastrectomia, quimioterapia o quimiorradioterapia
después de gastrectomia, y gastrectomia sin radioterapia después de quimioterapia adyuvante u operacion.

9. Procedimiento para predecir el pronéstico del cancer gastrico que comprende a) medir el nivel de expresion de
ARNm o proteina de un marcador para predecir el prondstico del cancer gastrico en una muestra recogida de un
paciente con cancer gastrico para obtener el valor de expresién cuantificada; b) aplicar el valor de expresion
obtenido en la etapa a) al modelo de prediccidn del prondstico para obtener la puntuacion del prondstico del cancer
gastrico; y ¢) comparar la puntuacion del prondstico del cancer gastrico obtenida en la etapa b) con el valor de
referencia para determinar el prondstico del paciente,

en el que el marcador es una combinacion de todos los genes C200rf103 (marco de lectura abierto 103 del
cromosoma 20), MATNS (matrilina 3), CLIP4 (familia de proteinas enlazadoras que contienen un dominio CAP-GLY,
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miembro 4), NOX4 (NADPH oxidasa 4), ADRA2C (receptor alfa-2C-adrenérgico), CSK (tirosina quinasa c-src), FZD9
(receptor 9 de la familia Frizzled), GALR1 (receptor de galanina 1), GRM6 (receptor metabotrépico de glutamato 6),
INSR (receptor de insulina), LPHNT1 (latrofilina 1), LYN (homélogo de oncogén relacionado viral v-yes-1 del sarcoma
de Yamaguchi) y MRGPRX3 (GPR relacionado con MAS, miembro X3).

10. Procedimiento, segun la reivindicacion 9, en el que el modelo de prediccion del pronéstico en la etapa b) se
expresa como:

[S = B1X1 + ...+ Ban]

en el que x, es el valor de expresién cuantificada del gen n-ésimo,
Bn es la estimacion de la regresién Cox del gen n-ésimo, y
S representa la puntuacion del prondstico del cancer gastrico.

11. Procedimiento, segun la reivindicacién 9, en el que el valor de referencia en la etapa c) se define como un valor
en un intervalo desde el valor de corte para el tercer cuartil hasta el valor de corte para el cuarto cuartil en la
distribucion de las puntuaciones del prondstico del cancer gastrico obtenidas de los multiples pacientes con cancer
gastrico, segun la siguiente formula:

[S = B1X1 + ...+ Ban]

en la que x, es el valor de expresién cuantificada del gen n-ésimo,
Bn es la estimacién de la regresion Cox del gen n-ésimo, y
S representa la puntuacion del prondstico del cancer gastrico.

12. Procedimiento, segun la reivindicacién 9, en el que el valor de referencia en la etapa c) se define como un valor
en un intervalo desde el valor de corte para el segundo cuartil hasta el valor de corte para el tercer cuartil en la
distribucion de las puntuaciones del prondstico del cancer gastrico obtenidas de los multiples pacientes con cancer
gastrico, segun la siguiente formula:

[S = B1X1 + ...+ Ban]

en la que x, es el valor de expresién cuantificada del gen n-ésimo,
Bn es la estimacién de la regresion Cox del gen n-ésimo, y
S representa la puntuacion del prondstico del cancer gastrico.

13. Procedimiento, segun la reivindicacion 9, en el que en el caso de que la puntuacion del prondstico del cancer
gastrico obtenida en la etapa b) sea igual o mayor que el valor de referencia se determina que tiene prondstico
negativo.

14. Procedimiento, segun la reivindicacién 9, en el que el valor de corte para el tercer cuartil es -0,4478 en el caso

de medir el nivel de expresién de los genes ADRA2C, C200rf103, CLIP4, CSK, FZD9, GALR1, GRM6, INSR,
LPHN1, LYN, MATN3, MRGPRX3 y NOX4 en la etapa a).
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[Figura 1]
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[Figura 2a]
C200rf103 (Valor de p del logaritmo-rango< ,0001)
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[Figura 2b]
COL10A1 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0032)
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[Figura 3a]

MATNS3 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0382)
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[Figura 3b]
FMO?2 (Valor de p del logaritmo-rango < ,0001)
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[Figura 4a]

FOXS1 (Valor de p del logaritmo-rango < ,0001)
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[Figura 4b]
COLS8A1 (Valor de p del logaritmo-rango < ,0001)
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[Figura 5a]
THBS4 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0004)
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[Figura 5b]

ALAS1 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,001231)

<.
—

08
|

06
|

HH—H—
Expresién génica baja

Expresién génica elevada

Probabilidad de supervivencia
04

0.2

T I
0 50 100 180

Tiempo (meses)

54



ES 2 689958 T3

[Figura 6a]
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[Figura 6b]
CLYBL (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0287)
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[Figura 7a]
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CST2 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0007)
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[Figura 8a]
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MADCAM1 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0168)
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[Figura 9a]
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[Figura 9b]

RNF 152 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0025)
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[Figura 10a]
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[Figura 1lla]

GPNMB (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0022)
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[Figura 11b]

HIST1H2AJ (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0022)
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{Figura 12b]
DPP6 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,005507)
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[Figura 13b]

ISLR2 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0248)
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[Figura 1l4a]

GPBAR1 (Valor de p del logaritmo-rango = 0,0003)
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[Figura 1lba]

BCL11B (Valor de p del logaritmo-rango = 0,000059)
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[Figura 15b]

PCDHGAS (Valor de p del logaritmo-rango = 0,000330)
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[Figura 16]
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[Figura 17]
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[Figura 18]
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[Figura 19]
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[Figura 20a]
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[Figura 20b]
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[Figura 21a]
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[Figura 21b]
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[Figura 22a]

NOX4 , Valor de p del logaritmo-rango = 0,00031
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(Figura 22b]
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[Figura 23a]
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[Figura 23b]
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[Figura Z24a]
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FZD9 , Valor de p del logaritmo-rango = 0,00126
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[Figura 24Db]
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[Figura 25a]
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[Figura 25b]
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[Figura 26a]
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[Figura 26b]
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[Figura 27]
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[Figura 28]
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[Figura 29]
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[Figura 30]
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[Figura 31]
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Valor de p logaritmo-rango = 1,8e-05
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[Figura 32]
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[Figura 33]
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