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DESCRIPCION
Método para determinar la radiosensibilidad.

La presente invencion se refiere a un método para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto.
Mas particularmente, la invencion se refiere a un método que comprende la induccion de un estrés exégeno en
una muestra bioldgica de un sujeto y la comparacion del nivel de por lo menos un compuesto identificado entre
dicha muestra bioldgica y una muestra de referencia. La presente invencion se refiere asimismo a la utilizacion
de dicho por lo menos un compuesto como biomarcador predictivo de la radiosensibilidad de un sujeto. La
invencion se refiere asimismo a un kit, que puede utilizarse en un método segun la invencion, para la deteccion
del nivel de por lo menos uno de dichos compuestos identificados.

El éxito de la radioterapia depende principalmente de la dosis administrada total. Los individuos varian
ampliamente en cuanto a la susceptibilidad del tejido al dafio por radiacién ionizante. Cada afio,
aproximadamente 4 millones de personas se tratan mediante radioterapia en todo el mundo. Las estimaciones
actuales sugieren que el 5-10% de los pacientes que reciben radioterapia presentan reaccion adversa debida a
hipersensibilidad. Los pacientes hipersensibles a radiaciones ionizantes pueden desarrollar importantes efectos
secundarios inducidos por radiacion. La prediccion de estos efectos secundarios sigue siendo imposible en la
actualidad, implicando limitacion de la dosis administrada con el riesgo de reducir el beneficio terapéutico para
los pacientes. Hasta el momento, los métodos de laboratorio para evaluar la radiosensibilidad eran demasiado
laboriosos como para examinar grandes poblaciones.

Se han desarrollado unas pocas pruebas para predecir la radiotoxicidad, sin embargo, hasta ahora, ninguna de
ellas puede utilizarse en la rutina clinica.

Una prueba clonogénica evalua la pérdida de la capacidad de proliferacion de linfocitos tras la irradiacion (West
et al., 1995). Otras pruebas se basan en la deteccion de micronucleos tras la irradiacion (Floyd y Cassoni, 1994).
Sin embargo, la implementacion rutinaria de estas pruebas es limitada y ninguna de ellas se utilizan en entorno
clinico.

El ensayo de apoptosis de linfocitos inducida por radiacion (RILA) mide la apoptosis en linfocitos T CD4 y CD8
tras la irradiacion (0.5-8 Gy) mediante citometria de flujo (Ozsahin et al., 1997, Azria et al., 2009). Se confirmaron
resultados en una cohorte de 399 pacientes (Ozsahin et al., 2005). Esta medida se basa en la disminucién de la
fluorescencia de ADN nuclear debido a cambios de cromatina especificos que acompafan a la apoptosis y puede
identificar pacientes hipersensibles. El valor predictivo positivo del ensayo de RILA es débil, no presentando
ninguna toxicidad tardia el 80% de los pacientes de la poblacién detectada con nivel de apoptosis débil. El
ensayo de RILA presenta una sensibilidad de 0.70 y una especificidad inferior a 0.50 (Ozsahin et al., 2005).

Se ha estudiado una correlacion entre algunas variaciones genéticas, tales como polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP), variabilidad del nimero de copias (CNV) o modificaciones epigenéticas, y la radiotoxicidad
(Azria et al., 2008, Azria et al., 2012). Se han identificado algunos genes relacionados con la reparacion del ADN
durante el estrés oxidativo o en la inflamaciéon y se han asociado con la toxicidad temprana o tardia. Sin
embargo, hasta ahora, no se ha mostrado ninguna relacioén entre genotipo y radiotoxicidad y ningiin marcador
genético fuerte de radiotoxicidad.

Algunos estudios protedmicos han abordado provisionalmente la determinacion de marcadores radiosensibles. El
documento WO 2013/001507 describe un método que incluye crear o adaptar un plan de tratamiento para un
paciente sometido a radioterapia, en el que dicho método se basa en un conjunto de polipéptidos en suero del
paciente que son indicativos de una radiotoxicidad. Se encontré que alfa 1 anti-tripsina, APOA1 y el complemento
C3 estaban regulados por incremento en el suero de un modelo de ratén expuesto a radiaciéon ionizante
(Guipaud et al., 2007). Cai et al. (2011) dan a conocer un analisis protedmico de pacientes que reciben radiacion
para cancer de pulmén de células no pequefas. También se encontrdé que el complemento C3, la cadena alfa de
la proteina de union a C4b y vitronectina estaban reguladas por incremento en una pequefia cohorte de
pacientes con toxicidad de pulmén inducida por radiacion de grado > 2 (Cai et al., 2010; Cai et al., 2011).
Skvortsova et al. (2008) dan a conocer el perfil de proteoma de lineas celulares de carcinoma de prostata y
lineas celulares de cancer de prostata resistentes a la radiacion. Stenmark et al. (2011) dan a conocer niveles de
citocinas circulantes de pacientes que reciben terapia por radiacién. Finalmente, Oh et al. propusieron un analisis
in silico original e identificaron a-2-macroglobulina como posiblemente asociada con un riesgo aumentado de
inflamacién de pulmén inducida por radiaciéon en pacientes con cancer de pulmén, pero no validaron este
resultado en una cohorte independiente (Oh et al., 2011).

Ninguna de las pruebas predictivas existentes para determinar la radiosensibilidad puede utilizarse en la rutina
clinica, debido a dos inconvenientes principales: i) su falta de sensibilidad y/o especificidad, no presentando
ninguna de ellas un valor predictivo tanto positivo como negativo suficientemente bueno, ii) su falta de viabilidad
técnica y requisitos de largos plazos, de médicos altamente cualificados, su alto coste y la recogida invasiva de
muestras biologicas.
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Por tanto, todavia existe una necesidad de un método sencillo, rapido y fiable que muestre un alto valor
predictivo positivo y negativo de radiosensibilidad de un sujeto.

En el contexto de la presente invencion se ha mostrado que, tras la induccién de un estrés exdgeno en una
muestra biolégica de un sujeto o un paciente, la determinacion de por lo menos uno de los compuestos
expresados de manera diferencial identificados refleja la radiosensibilidad de dicho sujeto o paciente. Por tanto,
esta prueba permite la prediccion de toxicidad radioinducida tardia.

Un método y una utilizacion segun la invencion proporcionan al médico detalles de radiosensibilidad tisular, y por
tanto ayudan al reconocimiento temprano y al manejo apropiado de estos pacientes hipersensibles. Ademas, tal
método o ensayo puede aumentar la dosis de radiacion total para la mayoria de los pacientes que se predice que
no son hipersensibles y posiblemente obtengan una mayor tasa de cura o control en estos pacientes. En teoria,
el control tumoral local puede mejorarse significativamente en varios pacientes aumentando moderadamente la
dosis de radiacion total. Se ha sugerido que un aumento del 20% de las tasas de control es viable.

La presente invencion da a conocer un método que confirma resultados del ensayo de RILA y presenta una
mayor predictibilidad positiva. Ademas, dicho método segun la invencién puede utilizarse como combinacion con
otras pruebas, aumentando por tanto el valor predictivo de la deteccién. La combinacion del ensayo de RILAy un
método segun la invencidon puede conducir a una sensibilidad de 0.90 y una especificidad de 0.80 con una tasa
de prevalencia del 10%. Este resultado puede permitir implementar dicha prueba en la practica clinica diaria.

Un método segun la invencion representa una herramienta util dentro de un protocolo terapéutico, una ayuda
valiosa en la toma de decisiones y también puede utilizarse dentro de la prevencién de toxicidad radioinducida.

Un método segun la invencion permite, a partir de una simple extraccion de sangre y dentro del plazo de cinco
dias, determinar el perfil de proteina de la radiosensibilidad individual de tejidos. La rapidez, reproducibilidad y
simplicidad logistica de esta prueba son fuertes argumentos a favor de su implementacion en la rutina clinica.

Descripcion detallada

La presente invencion se pondra mas claramente de manifiesto a partir de la descripcion detallada proporcionada
en la presente memoria y a partir de los dibujos adjuntos, proporcionados Unicamente a titulo ilustrativo y no
limitativo del alcance previsto de la invencién.

La presente invencion se refiere en primer lugar a un método para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad
de un sujeto, que comprende las etapas de:

a) inducir un estrés exdgeno mediante por lo menos un método seleccionado de entre irradiacion, puesta en
contacto con por lo menos un agente radiomimético y una combinaciéon de los mismos, en una primera
fraccion de una muestra bioldgica que comprende células,

b) determinar en la fraccion de la etapa a) la presencia o el nivel de por lo menos un compuesto intracelular,

c) determinar la presencia o el nivel de dicho por lo menos un compuesto en una segunda fraccion de dicha
muestra bioldgica que no se ha sometido a dicho estrés exdgeno,

d) comparar los resultados de la determinacién de la presencia o el nivel de dicho por lo menos un
compuesto en dicha primera fraccién y en dicha segunda fraccion, y seleccionar por lo menos un
compuesto que se expresa de manera diferencial entre dicha primera y dicha segunda fraccion,

e) inducir un estrés exdgeno tal como se definié en la etapa a) en una muestra de prueba biolégica que
comprende células de dicho sujeto,

f) determinar en la muestra de prueba de la etapa e) la presencia o el nivel de dicho por lo menos un
compuesto seleccionado en la etapa d),

g) comparar los resultados de la determinacién de la presencia o el nivel de dicho por lo menos un
compuesto los resultados de la etapa f) con la presencia o el nivel de los mismos compuestos en una
muestra de referencia bioldgica, y

h) determinar a partir de la comparacion de la etapa g) la radiosensibilidad de dicho sujeto,
seleccionandose la muestra biolégica que comprende células en la etapa a) y la muestra de prueba bioldgica que

comprende células de dicho sujeto en la etapa €) del grupo que consiste en: extracto de sangre completa que
contiene glébulos blancos, extracto de sangre completa que contiene linfocitos y extracto de sangre completa
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que contiene linfocitos T.

El término “radiosensibilidad” se refiere a la susceptibilidad intrinseca de células, tejidos, érganos y/u organismos
a los dafios por radiacion ionizante perjudicial, que es o bien letal o bien subletal. En un método segun la
presente invencion, dicha exposicion a radiacion ionizante tiene lugar durante una radioionizacion terapéutica,
también denominada “radioterapia” o “terapia por radiacion”. Se someten pacientes a una utilizacion médica de
radiaciones ionizantes para controlar o destruir células diana segun la practica clinica, y en particular a dosis
irradiantes, ampliamente descritas y bien conocidas por los médicos y radioterapeutas.

La presente invencion se refiere en primer lugar a un método para la determinacion y/o para la prediccion de
radiosensibilidad intrinseca de un sujeto.

Los mecanismos subyacentes a los efectos de irradiacion en tejidos implican dafio molecular, seleccion como
diana en particular de ADN y membrana plasmatica, conducir a la formacion de radicales libres y roturas de ADN
bicatenarias, y una multitud de mecanismos celulares, tales como defensa celular, apoptosis, respuesta a estrés
y procedimientos de reparacion (Lacombe et al., 2013).

En un método segun la invencion, un “estrés exdgeno” es un estrés inducido en células, tejidos y/u érganos
mediante radiaciones ionizantes o mediante un agente radiomimético. En un método segun la invencion, se aisla
una “muestra biolégica que comprende células” del cuerpo humano, y se induce dicho estrés exégeno ex vivo en
dicha muestra bioldgica que comprende células.

En un aspecto de un método segun la divulgacién, una “muestra bioldgica que comprende células” comprende
cualquier tipo de células, en el que dichas células se eligen preferentemente del grupo que consiste en: células
sanguineas, mas preferentemente glébulos blancos, incluso mas preferentemente linfocitos, e incluso mas
preferentemente linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+.

En un aspecto particular de un método segun la invencion, en las etapas a), b), ¢) y e), se aisla una muestra
bioldgica que comprende células de un sujeto, o de un grupo de sujetos, que son diferentes del sujeto para el
que se desea determinar la radiosensibilidad. Segun este aspecto particular de un método segun la invencion,
dicha muestra biolégica que comprende células se aisla del cuerpo de un ser humano. En un aspecto particular
de un método segun la invencion, en las etapas a), b), c) y e), se aisla una muestra biolégica que comprende
células de un grupo de sujetos que padecen la misma enfermedad que el sujeto para el que se desea determinar
la radiosensibilidad.

En un método segun la invencion, un compuesto segun una cualquiera de las etapas b), c), d), f) y g) es un
compuesto intracelular. En una forma de realizacién particular de la invencién, dicho compuesto es una proteina,
definiéndose dicha proteina por su secuencia de aminoacidos. En una forma de realizacion mas particular, la
invencion comprende la deteccion de la presencia o el nivel de dicha proteina o de un fragmento especifico de la
misma. Por “fragmento especifico de la misma” segin un ejemplo de la divulgacioén, quiere decirse un fragmento
que resulta, por ejemplo, de la escision intracelular de un precursor, una proteina que es un fragmento de una
pre-pro-proteina y de una pre-proteina. En un aspecto de la invencioén, un “fragmento especifico” es un fragmento
0 un epitopo de la proteina reconocido especificamente por un ligando de la proteina, tal como un anticuerpo. En
otro aspecto de la invencion, la invenciéon comprende la detecciéon de la presencia o el nivel de una molécula de
acido nucleico que codifica para dicha proteina, siendo dicha molécula preferentemente una molécula de ARNm
o de ADNc, y definiéndose por su secuencia de nucledétidos.

La determinacién de la “presencia” de un compuesto conduce a una indicacién de su presencia o ausencia en
una muestra. La determinacién del “nivel” de un compuesto puede conducir a una estimaciéon de su cantidad en
una muestra. El nivel de un compuesto en una muestra puede expresarse con respecto a una muestra de
referencia, por ejemplo como razén o porcentaje. Dicho nivel también puede expresarse como la intensidad o
localizacion de una sefial, segun el método utilizado para dicha determinacion. Dicho nivel también puede
expresarse como una concentracion de dicho compuesto en una muestra. Preferentemente, la concentracion de
dicho compuesto en una muestra se expresa tras la normalizacion de la concentracion total de compuestos
relevantes en dicha muestra. En un método segun la invencion, el nivel de un compuesto en una primera fraccion
de dicha muestra biolégica se compara con el nivel de los mismos compuestos en una segunda fraccion de dicha
muestra bioldgica, en el que dicha comparacion se expresa posiblemente como estimacion de la razén de dicho
compuesto en la primera y la segunda fraccién, o como porcentaje del nivel de dicho compuesto en una de las
fracciones. En una forma de realizacion preferida, los niveles cuantitativos de dicho compuesto en cada fraccién
se comparan de manera estadistica, segun métodos conocidos por un experto en la materia, para demostrar una
expresion diferencial de un compuesto dentro de dichas dos fracciones.

En un método segun la invencion, el nivel de dicho compuesto se determina (en la etapa f)) en una muestra de
prueba de dicho sujeto. En una forma de realizacién particular, dicha muestra de prueba es una muestra
bioldgica de la misma naturaleza que la muestra bioldgica utilizada para seleccionar compuestos expresados de
manera diferencial (en la etapa d)). Como ejemplo, las muestras de las etapas d) y f) pueden recogerse y
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prepararse segun el mismo método. En otra forma de realizacién particular, dicha muestra de prueba de la etapa
f) y dicha muestra de la etapa d) son muestras biolégicas que se preparan segun métodos diferentes.

En una forma de realizaciéon de un método segun la invenciéon, una muestra de referencia es una muestra
preparada a partir del mismo sujeto antes de la induccidon de ningun estrés exdgeno, y es preferentemente una
fraccion de dicha muestra de prueba biolégica de dicho sujeto que no se ha sometido a un estrés exégeno. En
otra forma de realizacién, una muestra de referencia es una muestra de un sujeto diferente para el que se
determina la radiosensibilidad, por ejemplo, mediante deteccion clinica.

En una forma de realizacion particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in vitro
de la radiosensibilidad de un sujeto, que comprende las etapas de:

a) inducir un estrés exégeno en una muestra de prueba biolégica que comprende células de dicho sujeto,

b) determinar en la muestra de la etapa a) la presencia o el nivel de por lo menos un compuesto, siendo
dicho compuesto una proteina seleccionada de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2
(IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque
térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), anexina 1 (ANX1), un fragmento especifico de las
mismas, un acido nucleico que codifica para las mismas y una combinacion de los mismos,

c) comparar la presencia o el nivel de dicho por lo menos un compuesto con la presencia o el nivel de los
mismos compuestos en una muestra de referencia, y

d) determinar, a partir de la comparacion de la etapa c), la radiosensibilidad de dicho sujeto.

En una forma de realizacion de un método segun la invenciéon, el por lo menos un compuesto expresado de
manera diferencial en dicha muestra bioldgica, que se somete, o0 no, a un estrés exdgeno, se elige de proteinas
implicadas en mecanismos incluyendo metabolismo, produccion de energia, apoptosis, proteina de union a
calcio, reparacion de dafio del ADN y en la regulacion del nivel de especies reactivas de oxigeno intracelulares
(ROS). En otra forma de realizacion particular, el por lo menos un compuesto que se expresa de manera
diferencial en muestras sometidas, o no, a un estrés exdgeno, se elige de proteinas mitocondriales. En una
forma de realizacion particular, las proteinas implicadas en la regulacion del nivel de especies reactivas de
oxigeno intracelulares (ROS) se eligen del grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2)
mitocondrial, APEX, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1) y proteina cognada de choque térmico de
71 kDa (HSC70).

Segun una forma de realizacion particular, la invencion comprende la determinacién en una muestra de prueba
bioloégica del nivel de por lo menos una de las proteinas seleccionadas de entre grupo que consiste en las
proteinas que se sabe que estan implicadas en la respuesta celular al estrés. En una forma de realizacién mas
particular, una proteina implicada en la respuesta celular al estrés se elige del grupo que consiste en: isocitrato
deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1) y proteina cognada de
choque térmico de 71 kDa (HSC70).

La isocitrato deshidrogenasa 2 mitocondrial (NADP+) (secuencia de aminoacidos: SEC ID n° 1, secuencia de
ARNm: SEC ID n° 6, GenelD: 3418; UniProt ID: P48735) también se define como IDH2, ICD-M, IDP, ICDH
especifica de NADP+, oxalosuccinato descarboxilasa o se designa mediante el nombre génico IDH2. Contiene
un péptido sefial mitocondrial N-terminal y se localiza en la mitocondria. Desempefia un papel clave en la
regulacion de ciclo de TCA en multiples tejidos catalizando la conversion reversible de isocitrato en -
cetoglutarato y de NADP+ en NADPH. Por tanto, IDH2 es un componente critico en la ruta antioxidante
mitocondrial porque NADPH es necesario para la regeneracion de glutation reducido (GSH), el principal
antioxidante responsable de prevenir el dafio por ROS (Lee et al., 2004). IDH2 se regula mediante SIRT3 que
puede desacetilar y por tanto activar IDH2, conduciendo a niveles de NADPH aumentados y a una razon
aumentada de glutation reducido con respecto a oxidado en la mitocondria (Someya et al., 2010). IDH2 también
puede desempefiar un papel importante en la regulacion de la apoptosis inducida mediante radiacion ionizante
(Lee et al., 2007).

La APEX1 (secuencia de aminoacidos: SEC ID n° 2, secuencia de ARNm: SEC ID n°® 7, GenelD: 328; UniProt ID:
P27695) se denomina APEX nucleasa (APEN), endonucleasa apurinica-apirimidinica 1 (AP endonucleasa 1,
APE-1), REF-1, factor redox 1 o se designa mediante los nombres génicos APEX1, APE, APE1, APEX, APX,
HAP1 o REF1. Es la principal endonucleasa apurinica/apirimidica en células eucariotas que desempefia un papel
central en la ruta de reparacion de escision de bases de ADN de todas las lesiones de ADN (sitios de uracilo,
alquilados y oxidados, y abasicos), incluyendo roturas monocatenarias, y también presenta actividad
cotranscripcional modulando la expresion de genes regulados directamente por sus factores de transcripcion
ubicuos (es decir, AP-1, Egr-1, NF-kB, p53 e HIF) y especificos de tejido (es decir, PEBP-2, Pax-5y -8,y TTF-1).
Ademas, controla el estado redox intracelular inhibiendo la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
mediante su efecto inhibidor sobre Rac1, la subunidad reguladora de un sistema de NAD(P)H oxidasa no
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fagocitico de membrana (Tell et al., 2009). Estas actividades estan localizadas en dos dominios funcionalmente
distintos: el extremo N-terminal esta dedicado principalmente a la actividad redox mientras que el extremo C-
terminal ejerce la actividad enzimatica sobre los sitios abasicos de ADN. Varios estudios demostraron que los
polimorfismos funcionales de APEX1 pueden servir como biomarcadores predictivos inducidos por radiacién. Yin
et al. mostraron que los polimorfismos de APEX1 pueden predecir el riesgo de neumonitis por radiacion en
pacientes con cancer de pulmoén de células no pequefias tratados con terapia por radiacion definitiva (Yin et al.,
2011). Chang-Claude et al. demostraron que el alelo "“8Glu de APE1 puede ser protector contra el desarrollo de
efectos secundarios agudos tras la radioterapia (Chang-Claude et al., 2005).

La proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (secuencia de aminoacidos: SEC ID n° 3, secuencia de
ARNm: SEC ID n° 8, GenelD: 3312; UniProt ID: P11142) se denomina proteina de choque térmico de 70 kDa 8 o
se designa mediante los nombres génicos HSPA8, HSC70, HSP73 o HSPA10. Es una chaperona molecular
expresada de manera constitutiva que pertenece a la familia de la proteina de choque térmico 70 (HSP70).
HSC70 comparte algo de similitud estructural y funcional con HSP70 pero también presenta propiedades
diferentes en comparacion con la misma y con otros miembros de la familia de choque térmico. HSC70 realiza
sus funciones completas mediante la actuacion conjunta de cochaperonas. También interacciona con muchas
otras moléculas y regula diversas funciones celulares (Liu et al., 2012). También esta implicada en diversas
enfermedades y puede convertirse en un biomarcador para el diagnéstico y posibles dianas terapéuticas para el
disefio, descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos para tratar diversas enfermedades (Liu et al., 2012).
Estudios demostraron que la sobreexpresion de HSC70 proporciona un efecto protector contra ROS generadas
tanto enddgenas como exdgenas (Chong et al., 1998). Fomenta la ubiquitinacion y degradacion de proteinas de
Nox y por tanto reduce la produccién de ROS (Chen et al., 2012).

En otra forma de realizacion particular, la presente invencion se refiere a la deteccion del nivel de por lo menos
un compuesto, siendo dicho compuesto una proteina seleccionada de entre grupo que consiste en: adenilato
cinasa (AK2) y anexina A1 (ANX1).

La adenilato cinasa 2 (secuencia de aminoacidos: SEC ID n° 4, secuencia de ARNm: SEC ID n° 9, GenelD: 204;
UniProt ID: P54819) se denomina AK 2, ATP-AMP transfosforilasa 2 o se designa mediante los nombres génicos
AK2 o ADK2. Esta localizada en el espacio intermembranario mitocondrial que controla los niveles de nucleétido
de adenina. AK2 es un miembro de una antigua familia de proteinas, presentes desde bacterias hasta seres
humanos, que catalizan la reaccién reversible ATP + AMP = 2ADP. De manera clasica se describe que la funcion
de AK es el mantenimiento de una concentracion constante y una razoén fija de nucledtidos de adenina y la
monitorizacion del estado de energia celular mediante la deteccion y sefializacion de nucledtidos que es esencial
para el mantenimiento y el crecimiento celular. Recientes estudios indican que AK2 también se requiere para la
respuesta a proteinas desplegadas (UPR) (Burkat et al., 2011). Alteraciones en la homeostasis del reticulo
endoplasmatico (ER) provocan la acumulacion de proteinas mal plegadas/desplegadas en el ER y para mantener
la homeostasis del ER, células han desarrollado la UPR. La UPR es una ruta de sefializacion intracelular
adaptativa esencial que responde a rutas metabdlicas, de estrés oxidativo y de respuesta inflamatoria.

La ANX1 (secuencia de aminoacidos: SEC ID n° 5, secuencia de ARNm: SEC ID n°® 10, GenelD: 301; UniProt ID:
P04083) se denomina anexina |, anexina 1, calpactina Il, calpactina 2, cromobindina 9, lipocortina I, proteina
inhibidora de fosfolipasa A2, p35 o se designa mediante los nombres génicos ANXA1, ANX1 o LPC1. Se
describio por primera vez a finales de la década de 1970. Esta proteina de unién a calcio y fosfolipidos de 37 kDa
es un fuerte inhibidor de la sintesis de eicosanoides inducida por glucocorticoides y PLA2. Un reciente interés en
la actividad biolégica de esta intrigante molécula ha desvelado importantes atributos funcionales de anexina 1 en
una variedad de rutas inflamatorias, en la maquinaria de proliferacion celular, en la regulacién de la sefalizacion
de muerte celular, en el aclaramiento fagocitico de células apoptéticas, y lo mas importante, en el procedimiento
de carcinogénesis (Lim et al., 2007).

La tabla 1 resume las proteinas identificadas y sus referencias.

Tabla 1
Proteina Nombre y descripcion Referencia y secuencia | Referencia y secuencia de acido
de proteina nucleico
IDH2 Isocitrato deshidrogenasa 2 (NADP+), UniProt ID: P48735, ARNm, NCBI: NM_002168.2
mitocondrial, de Homo sapiens SECIDn°1 SECIDn°6
APEX1 APEX nucleasa de Homo sapiens UniProt ID: P27695, Variante de transcripto 4, ARNm,
(enzima de reparacion del ADN SECIDn°2 NCBI: NM_001244249.1 SEC ID
multifuncional) n°7
HSC70 Proteina de choque térmico de 70 UniProt ID: P 11142, Variante de transcripto 1, ARNm,
kDa 8 (gen: HSPA8) de Homo SECIDn®3 NCBI: NM_006597.4, SEC ID n°
sapiens 8
AK2 Adenilato cinasa 2, gen nuclear que Uniprot ID: 54819, SEC | Variante de transcripto 3, ARNm,
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Proteina Nombre y descripcion Referencia y secuencia | Referencia y secuencia de acido
de proteina nucleico
codifica para proteina mitocondrial de IDn°4 NCBI: NM_001199199.1, SEC ID
Homo sapiens n°9
ANX1 Anexina A1 de Homo sapiens UniProt ID: P04083, ARNm, NCBI: NM_000700.1,
SECIDn°5 SEC ID n° 10

En la presente solicitud, las proteinas se definen mediante una secuencia de aminoacidos particular y mediante
una secuencia de acido nucleico especifica correspondiente, que es preferentemente una secuencia de acido
nucleico de ARNm o ADNc. La presente invencion comprende la deteccion de dichas proteinas o acidos
nucleicos, incluyendo cualquier variante natural de dicha proteina que presenta una secuencia seleccionada de
entre grupo que consiste en SEC ID n°® 1 a SEC ID n° 5, o variantes de moléculas de acido nucleico que
presentan una secuencia seleccionada de entre grupo que consiste en: SEC ID n° 6 a SEC ID n° 10. La presente
invencion también comprende la deteccion de fragmentos especificos de moléculas de acido nucleico que
presentan una secuencia correspondiente a un fragmento de una secuencia seleccionada de entre grupo que
consiste en: SEC ID n° 6 a SEC ID n° 10 en los que dicho fragmento de acido nucleico corresponde a un
fragmento codificante de dicha molécula de acido nucleico, o en los que dicho fragmento de acido nucleico
codifica para un fragmento especifico de una proteina que presenta una secuencia seleccionada de entre grupo
que consiste en: SEC ID n°1a SEC ID n° 5.

Un método segun la presente invencion comprende la deteccion de variantes de proteinas que comprenden o
que presentan una secuencia de aminoacidos que presenta por lo menos el 80%, preferentemente el 90%, mas
preferentemente el 95% e incluso mas preferentemente el 98% de identidad con una secuencia seleccionada de
entre grupo que consiste en SEC ID n° 1 a SEC ID n°® 5. La presente invencion comprende la deteccion de
variantes de ARNm que comprenden o que presentan una secuencia de nucleétidos que presenta por lo menos
el 80%, preferentemente el 90%, mas preferentemente el 95% e incluso mas preferentemente el 98% de
identidad con una secuencia seleccionada de entre grupo que consiste en SEC ID n° 6 a SEC ID n° 10. Tal como
se utiliza en la presente memoria el término “identidad” en la presente memoria significa que dos secuencias de
aminoacidos, o secuencias de acido nucleico, son idénticas (es decir basandose en cada aminoacido, o en cada
acido nucleico) a lo largo del intervalo de comparacion.

El término “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias alineadas de manera
optima a lo largo del intervalo de comparacioén, determinando el numero de posiciones en las que se producen
los residuos de aminoacido idénticos en ambas secuencias para proporcionar el nimero de posiciones
coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes entre el nimero total de posiciones en el intervalo
de comparacion (es decir el tamafio de intervalo) y multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el
porcentaje de identidad de secuencia. El porcentaje de identidad de secuencia de una secuencia de aminoacidos
también puede calcularse utilizando el software BLAST con los parametros por defecto o definidos por el usuario.
Segun se aplica a polipéptidos, el término identidad sustancial significa que dos secuencias peptidicas, cuando
estan alineadas de manera o6ptima, comparten por lo menos aproximadamente el 80% de identidad de
secuencia, preferentemente por lo menos aproximadamente el 90% de identidad de secuencia, mas
preferentemente por lo menos aproximadamente el 95% de identidad de secuencia o mas (por ejemplo, el 99%
de identidad de secuencia). Tal como se utiliza en la presente memoria, un “derivado” o “secuencia derivada de”
se refiere a una secuencia de aminoacidos que presenta por lo menos el 80% de identidad, mas preferentemente
por lo menos el 90% de identidad e incluso mas preferentemente por lo menos el 95% de identidad o mas, tal
como el 99% de identidad.

Segun una forma de realizacién preferida, la invencién comprende la determinacién en una muestra biolégica de
la presencia o el nivel de un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa
2 (IDH2) mitocondrial, un fragmento especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la misma y una
combinacién de los mismos.

Segun otra forma de realizacion, la invencion comprende la determinacién en una muestra bioldgica de la
presencia o el nivel de un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: ADN-(sitio apurinico o
apirimidinico) liasa (APEX1), un fragmento especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la misma
y una combinacioén de los mismos.

Segun otra forma de realizacion, la invencion comprende la determinacién en una muestra biolégica de la
presencia o el nivel de un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: proteina cognada de choque
térmico de 71 kDa (HSC70), un fragmento especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la misma
y una combinacioén de los mismos.

Segun ofra forma de realizacion, la invencion comprende la determinacién en una muestra bioldgica de la
presencia o el nivel de un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: adenilato cinasa (AK2), un
fragmento especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la misma y una combinacion de los
mismos.
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Segun ofra forma de realizacion, la invencion comprende la determinacién en una muestra bioldgica de la
presencia o el nivel de un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: anexina A1 (ANX1), un
fragmento especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la misma y una combinacion de los
mismos.

Segun otra forma de realizacion preferida, la invencion comprende la determinacién en una muestra biolégica de
la presencia o el nivel de:

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2)
mitocondrial, un fragmento especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la misma y una
combinacioén de los mismos, y

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: ADN-(sitio apurinico o
apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato cinasa
(AK2), anexina A1 (ANX1), un fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que codifica para
las mismas y una combinacion de los mismos.

Segun otra forma de realizacion preferida, la invencion comprende la determinacion en una muestra biolégica de
la presencia o el nivel de:

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: ADN-(sitio apurinico o
apirimidinico) liasa (APEX1), un fragmento especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la
misma y una combinacion de los mismos, y

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2)
mitocondrial, proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), anexina
A1 (ANX1), un fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que codifica para las mismas y una
combinacioén de los mismos.

Segun otra forma de realizacion preferida, la invencion comprende la determinacion en una muestra biolégica de
la presencia o el nivel de:

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: proteina cognada de choque
térmico de 71 kDa (HSC70), un fragmento especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la
misma y una combinacion de los mismos, y

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2)
mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), adenilato cinasa (AK2), anexina A1
(ANX1), un fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que codifica para las mismas y una
combinacioén de los mismos.

Segun otra forma de realizacion preferida, la invencion comprende la determinacién en una muestra biolégica de
la presencia o el nivel de:

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: adenilato cinasa (AK2), un
fragmento especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la misma y una combinacioén de los
mismos, y

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2)
mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1) y proteina cognada de choque térmico de
71 kDa (HSC70), anexina A1 (ANX1), un fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que
codifica para las mismas y una combinacion de los mismos.

Segun otra forma de realizacion preferida, la invencion comprende la determinacién en una muestra biolégica de
la presencia o el nivel de:

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: anexina A1 (ANX1), un fragmento
especifico de la misma, un acido nucleico que codifica para la misma y una combinacién de los mismos, y

- al menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2)
mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque térmico de
71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), un fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que
codifica para las mismas y una combinacion de los mismos.

Segun una forma de realizacion particular, un método segun la invenciéon comprende la determinacion en una
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muestra biolégica de la presencia o el nivel de por lo menos dos compuestos, siendo dichos compuestos
proteinas seleccionadas de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial,
adenilato cinasa (AK2), anexina A1 (ANX1), ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina
cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70) un fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que
codifica para las mismas y una combinacion de los mismos.

Segun una forma de realizacion particular, un método segun la invencién comprende la determinacion en una
muestra biolégica de la presencia o el nivel de por lo menos tres compuestos, siendo dichos compuestos
proteinas seleccionadas de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial,
adenilato cinasa (AK2), anexina A1 (ANX1), ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina
cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), un fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que
codifica para las mismas y una combinacién de los mismos

Segun una forma de realizacion particular, un método segun la invenciéon comprende la determinacion en una
muestra biolégica de la presencia o el nivel de por lo menos cuatro compuestos, siendo dichos compuestos
proteinas seleccionadas de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial,
adenilato cinasa (AK2), anexina A1 (ANX1), ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina
cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), un fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que
codifica para las mismas y una combinacion de los mismos.

Segun una forma de realizacion particular, un método segun la invenciéon comprende la determinacion en una
muestra bioldgica de la presencia o el nivel de cinco compuestos, siendo dichos compuestos proteinas del grupo
que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, adenilato cinasa (AK2), anexina A1 (ANX1),
ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70) un
fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que codifica para las mismas y una combinacion de los
mismos.

En otra forma de realizacién, la presente invencién se refiere a un método para la determinacién de la
radiosensibilidad de un sujeto, que comprende las etapas de:

a) inducir un estrés exégeno en una muestra de prueba bioldgica que comprende linfocitos de dicho sujeto,
b) determinar el nivel de apoptosis inducida en dicha muestra de prueba bioldgica,

c) inducir un estrés exdégeno en una muestra de prueba bioldgica del mismo sujeto y determinar la presencia
o el nivel de por lo menos un compuesto, en el que dicho compuesto se elige del grupo que consiste en:
isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1),
proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), anexina 1 (ANX1), un
fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico que codifica para las mismas y una combinacién
de los mismos,

d) comparar la presencia o el nivel de dicho por lo menos un compuesto con la presencia o el nivel de los
mismos compuestos en una muestra de referencia, y

e) determinar, a partir del nivel de apoptosis inducida de la etapa b) y a partir de la comparacioén de la etapa
d), la radiosensibilidad de dicho sujeto.

Segun esta forma de realizacion particular, un método segun la invencion comprende la deteccion de apoptosis
de linfocitos inducida mediante un estrés exdégeno y la determinacion de la radiosensibilidad de un sujeto segun
un método de la invencion. En una forma de realizacion mas particular de la invencién, se induce apoptosis de
linfocitos mediante radiaciones ionizantes. En una forma de realizaciéon incluso mas particular, la deteccion de
apoptosis de linfocitos inducida por radiacion se realiza mediante un ensayo de RILA tal como se describe en
Ozsahin et al. (2005). En otra forma de realizacion particular, se detecta apoptosis mediante un método elegido
en la deteccion de fragmentacion de ADN (ensayo cometa, ensayo TUNEL) y la deteccion de ruta mitocondrial
(deteccion de caspasa 3, deteccion de citocromo C).

En una forma de realizacién particular, la deteccion de apoptosis de linfocitos y la determinacion de la
radiosensibilidad de un sujeto segin un método de la invencion se realizan en diferentes muestras bioldgicas del
mismo sujeto. En otra forma de realizacion particular, la deteccion de apoptosis de linfocitos y la determinacion
de la radiosensibilidad de un sujeto segun un método de la invencion se realizan en muestras biologicas de la
misma naturaleza, por ejemplo un extracto de glébulos blancos de la sangre. En una forma de realizacion incluso
mas particular, el método segun la invencion y un ensayo de RILA se realizan en diferentes fracciones de la
misma muestra bioldgica que comprende linfocitos del sujeto.

En otra forma de realizacién particular, la presente invencion se refiere a un método para predecir in vitro la
susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un sujeto, que comprende:
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- un método para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto segun la invencion, y

- una etapa de predecir la susceptibilidad a toxicidad radioinducida tardia de dicho sujeto si dicho por lo
menos un compuesto esta presente en dicha muestra de prueba bioldgica y ausente en dicha muestra de
referencia y/o si el nivel de dicho por lo menos un compuesto en dicha muestra de prueba bioldgica es
superior al nivel de los mismos compuestos en dicha muestra de referencia.

La presente invencion se refiere a un método para determinar la radiosensibilidad, o sensibilidad a radiacion, de
tejidos y/o células de un sujeto, en el que los tejidos y/o células sometidos a radiacion ionizante comprenden
tejidos y/o células seleccionados especificamente como diana por la irradiacion, y también tejidos y/o células
normales o “sanos” que no se seleccionan especificamente como diana por la radioterapia pero que estan
incluidos en el volumen irradiado de tejidos y/o células. En una forma de realizacion particular, la presente
invencion se refiere a un método para determinar la radiosensibilidad, o sensibilidad a radiaciéon, de tejidos sanos
del paciente, en el que “tejidos (o células) sanos” se definen como tejidos (o células) no seleccionados
especificamente como diana por la radioterapia. Dichos “tejidos sanos” se refieren a tejidos o células adyacentes
al, o que rodean el, tejido diana. Pueden aparecer “efectos secundarios tardios” o “efectos secundarios a largo
plazo” o “toxicidad tardia” comenzando de 3 a 6 meses tras la irradiacion. Los sintomas son mudltiples, incluyendo
con frecuencia fibrosis, necrosis tisular, atrofia, dafio vascular y, en casos muy intensos, canceres inducidos por
radiacion y muestran empeoramiento a lo largo del tiempo, incluso 20-34 afios tras la radioterapia (Lacombe et
al., 2013). En un aspecto particular, la toxicidad tardia es inflamacion pulmonar inducida por radiacion.

En una forma de realizacion particular, un método segun la invencidon permite la deteccion de pacientes
propensos a verse afectados por radio-hipersensibilidad tardia. La intensidad de los sintomas de toxicidad tardia
se clasifica segun grados. En un aspecto particular, un método segun la invencién permite la determinacion de
radiosensibilidad tardia de grado 2 y superior (grado 3 y mas).

Segun una forma de realizacion particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in
vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, comprendiendo dicho método:

- la determinacion de la presencia o el nivel de por lo menos un compuesto seleccionado de entre grupo
que consiste en: IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y ANX1, un fragmento especifico de las mismas, un acido
nucleico que codifica para las mismas y una combinacién de los mismos,

- al menos otro método predictivo de radiosensibilidad tal como se describe en la técnica anterior. Dicho
otro método predictivo es posiblemente, pero no se limita a, un ensayo de RILA o un ensayo de deteccion
de SNP.

Segun una forma de realizacion particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in
vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, que comprende:

- la determinacion de la presencia o el nivel de IDH2, un fragmento especifico de la misma, un acido
nucleico que codifica para la misma y una combinacion de los mismos,

- al menos otro método predictivo de radiosensibilidad, preferentemente un ensayo de RILA o un ensayo de
deteccion de SNP (Azria et al., 2008).

Segun otra forma de realizacién particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in
vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, que comprende:

- la determinacion de la presencia o el nivel de IDH2, un fragmento especifico de la misma, un acido
nucleico que codifica para la misma y una combinacion de los mismos,

- la determinacion de la presencia o el nivel de por lo menos un compuesto seleccionado de entre grupo
que consiste en: APEX1, HSC70, AK2 y ANX1, un fragmento especifico de las mismas, un acido nucleico
que codifica para las mismas y una combinacion de los mismos,

- al menos otro método predictivo de radiosensibilidad, preferentemente un ensayo de RILA o un ensayo de
deteccion de SNP.

Segun otra forma de realizacién particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in
vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, que comprende:

- la determinacion de la presencia o el nivel de: 1) IDH2, un fragmento especifico de la misma o un acido

nucleico que codifica para la misma, 2) APEX1, un fragmento especifico de la misma o un acido nucleico
que codifica para la misma, 3) HSC70, un fragmento especifico de la misma o un acido nucleico que
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codifica para la misma, 4) AK2, un fragmento especifico de la misma o un acido nucleico que codifica para
la misma, 5) ANX1, un fragmento especifico de la misma o un acido nucleico que codifica para la misma,

y

- al menos otro método predictivo de radiosensibilidad, preferentemente un ensayo de RILA o un ensayo de
deteccion de SNP.

En una forma de realizacién particular, un método para la determinacion de la radiosensibilidad segun la
invencion se realiza en una muestra biolégica de un sujeto para el que se conocen los resultados de una prueba
de apoptosis de linfocitos inducida. En una forma de realizacién mas particular, un método para la determinacion
de la radiosensibilidad segun la invencidon se realiza en una muestra bioldgica de un sujeto para el que los
resultados de ensayo de RILA son indicativos de un nivel bajo de apoptosis inducida, y preferentemente una
apoptosis inducida inferior al 16%.

En un aspecto de la invencion, la presente invencion se refiere a un método en el que dicho estrés exdgeno se
induce mediante por lo menos un método seleccionado de entre los siguientes: irradiacién y puesta en contacto
con por lo menos un agente radiomimético. En una primera forma de realizacion particular, dicho estrés exégeno
se genera mediante irradiacion. En otra forma de realizacion particular, dicho estrés exdgeno se genera mediante
puesta en contacto con por lo menos un agente radiomimético. En otra forma de realizaciéon particular, dicho
estrés exdgeno se genera mediante una irradiacion y mediante puesta en contacto con por lo menos un agente
radiomimético.

En una forma de realizacion mas particular, dicho estrés exdgeno se induce mediante una irradiacion, en la que
la dosis de irradiacion esta comprendida entre aproximadamente 0.1 y aproximadamente 16 Gy, preferentemente
entre aproximadamente 2 y aproximadamente 14 Gy, mas preferentemente superior a aproximadamente 4 Gy,
preferentemente entre aproximadamente 4 y aproximadamente 12 Gy, preferentemente entre aproximadamente
6 y aproximadamente 10 Gy, y mas preferentemente de aproximadamente 8 Gy. El término “aproximadamente”
significa una variacién posible de +/-10% en la dosis administrada. En un método segun la invencion, se irradian
muestras bioldgicas mediante rayos X a 8 Gy.

En una forma de realizacion particular, las muestras reciben 8 Gy con un caudal de dosis de 1 Gy/min. Los
parametros utilizados para la irradiacion son indicativos y pueden adaptarse por los expertos en la materia segun
su practica y el dispositivo utilizado para aceleracion lineal. En una forma de realizacion particular, se realiza
irradiacion a través de una placa de cultivo celular de 6 pocillos de poliestireno de 15 mm de grosor. Se irradian
muestras mediante un haz de 6 MV, con una distancia de fuente a superficie de 145 cm y un campo de
irradiacion de 25 x 25 cm en el colimador. Como ejemplo, para suministrar una dosis de 8 Gy, cuando se utiliza
un acelerador lineal “GE Saturne 43, tiene que suministrarse una dosis de 1520 UM (unidades de monitor) por el
acelerador, mientras que utilizando un acelerador lineal “Varian”, tiene que suministrarse una dosis de 1600 UM
por el acelerador.

En otra forma de realizacion particular, dicho estrés exdgeno se induce mediante puesta en contacto de la
muestra con por lo menos un agente radiomimético. Un “agente radiomimético” es una sustancia que induce
efectos sobre células que son similares a los provocados por radiaciones ionizantes, puede considerarse que un
agente radiomimético “imita” por lo menos una parte de los efectos de radiaciones ionizantes sobre células.
Como ejemplos no limitativos, un agente radiomimético puede provocar roturas de ADN monocatenarias y/o
bicatenarias o puede conducir a la presencia de radicales libres en la célula. En una forma de realizacion
particular, se pone la muestra en contacto con un Unico agente radiomimético. En otra forma de realizacion
particular, se pone la muestra en contacto con dos o mas agentes radiomiméticos, utilizandose dichos agentes
de manera simultanea o sucesiva. Un agente radiomimético que puede utilizarse para un método segun la
invencion puede elegirse del grupo que consiste en: afidicolina, bleomicina, antibiéticos de enodiino y peroxido
de hidrégeno. Se sabe que la bleomicina provoca roturas de ADN mono o bicatenarias, mientras que se sabe
que el perdéxido de hidrégeno induce radicales libres. Un método segun la invencion no se limita a la utilizacion
de un agente radiomimético particular y un experto en la materia elegira facilmente el agente adaptado para
poner en practica un método particular segun la invenciéon. Segun dicha forma de realizacion particular, dicha
puesta en contacto con un agente radiomimético se realiza siguiendo condiciones tal como se describe en
Kennedy et al. (2006), Adema et al. (2003), Cloos J et al. (1999) o Tedeschi et al. (2004). En una forma de
realizacion particular, la apoptosis de linfocitos en un método segun la invencion se induce mediante puesta en
contacto con un agente radiomimético tal como se describe en la presente solicitud.

En un aspecto de la invenciéon, un método segun la invencién comprende la preparacion de una muestra
bioldgica, eligiéndose dicha muestra del grupo que consiste en: sangre completa, extracto de sangre completa
que contiene células, extracto de sangre completa que contiene gldbulos blancos, extracto de sangre completa
que contiene linfocitos y extracto de sangre completa que contiene linfocitos T CD4+ y/o CD8+.

Los extractos de sangre completa que contienen células se preparan segun métodos bien conocidos por los
expertos en la materia de la manipulacion de muestras de sangre para pruebas biolégicas. Tal método puede
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incluir, por ejemplo, separacion de constituyentes de la sangre en gradientes de Ficoll, método de separacion
rapida de células sanguineas utilizando RosetteSep™ de StemCell o utilizando un citdmetro de flujo.

Un método segun la presente invencion comprende la preparacion de muestras biolégicas y la induccion de un
estrés exdgeno en una fraccion de dicha muestra.

En una forma de realizacién mas particular, la presente invencion se refiere a un método en el que se preparan
muestras bioldgicas segun el siguiente método:

a) aislar linfocitos a partir de dicho extracto de sangre completa,
b) irradiar dichos linfocitos aislados de la etapa a), y
c) extraer proteinas a partir los linfocitos de la etapa b).

En una forma de realizacién mas particular, la presente invencién se refiere a un método en el que la presencia o
el nivel de por lo menos un compuesto se determina mediante por lo menos un método seleccionado de entre
grupo que consiste en: un método basado en inmunodeteccién, un método basado en inmunotransferencia de
tipo Western, un método basado en cromatografia, y preferentemente cromatografia de liquidos, un método
basado en espectrometria de masas, un método basado en citometria de flujo y un método para deteccion
especifica de acido nucleico.

Estos métodos son bien conocidos por un experto en la materia de la deteccion y cuantificacion de compuestos,
y particularmente proteinas, en los que la presencia y nivel de expresion de proteinas puede determinarse
directamente o analizarse a nivel de acido nucleico detectando, y preferentemente cuantificando, acidos
nucleicos especificos de proteina, y particularmente ARNm.

En una primera etapa, se aislan proteinas y/o acidos nucleicos a partir de la muestra biolégica. Un método segun
la invencion puede incluir extraccion, purificacion y caracterizacion de proteinas, utilizando métodos de
bioguimica bien conocidos.

Los métodos para la deteccion especifica de una proteina basandose en espectrometria de masas incluyen, pero
no se limitan a, monitorizacién de reaccion seleccionada (SRM) y monitorizacién de mdltiples reacciones (MRM).
Los métodos basados en citometria de flujo incluyen, pero no se limitan a, un ensayo multiplex tal como
Luminex®XMAP, que combina citometria de flujo con microesferas y laseres.

Los métodos para la deteccidon especifica de acidos nucleicos implican métodos para analizar ADN y ARN,
particularmente ARNm. Los métodos utilizados de manera clasica en biologia molecular los conocen bien los
expertos en la materia del analisis de acidos nucleicos y se describen completamente en la bibliografia (Maniatis
T. et al., edicion 1999). Las moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de acido nucleico que
presentan por lo menos el 80% de identidad con una secuencia seleccionada de entre grupo que consiste en
SEC ID n° 6 a SEC ID n° 10 son preferentemente secuencias que codifican para las mismas secuencias de
aminoacidos, en relaciéon con la degeneracion del codigo genético, o secuencias complementarias que pueden
hibridarse especificamente con una secuencia seleccionada de entre grupo que consiste en SEC ID n° 6 a SEC
ID n° 10 en condiciones de fuerte rigurosidad. Condiciones de fuerte rigurosidad significa que las condiciones de
temperatura y fuerza iénica se seleccionan para permitir la hibridacion mantenida entre dos moléculas de acido
nucleico complementarias o fragmentos. En una forma de realizacién, un método segun la invencion comprende
la utilizacién de secuencias oligonucleotidicas cortas que pueden hibridarse especificamente a moléculas de
ARNmM de SEC IDn° 6 a SEC ID n° 10.

En una forma de realizacion particular, un método segun la invencién comprende la extraccion de ARN a partir de
la muestra bioldgica. Tras la extraccion con reactivo Trizol, se realizan respuestas transcripcionales por todo el
genoma mediante secuenciacion de ejecucion global. Un andlisis transcriptomico mediante secuenciacion de
ARN (sec. ARN) permite la cuantificacion de transcriptos. sec. ARN permite la deteccién de transcriptos de corte
y empalme alternativo asi como de SNP. Adicionalmente, ademas de los genes codificantes modulados de
manera transcripcional, puede realizarse un seguimiento de genes no codificantes tales como los que producen
ARN no codificantes largos o microARN.

En una forma de realizacion particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in vitro
de la radiosensibilidad de un sujeto o para predecir la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un
sujeto, comprendiendo dicho método la deteccién de la presencia o el nivel de por lo menos dos de las proteinas
seleccionadas de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio
apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato
cinasa (AK2), y anexina 1 (ANX1).

En otra forma de realizacion particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in vitro

de la radiosensibilidad de un sujeto o para predecir in vitro la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en
un sujeto, comprendiendo dicho método la deteccion de la presencia o el nivel de isocitrato deshidrogenasa 2
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(IDH2) mitocondrial y ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1). En otra forma de realizacién particular,
la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto o
para predecir la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un sujeto, comprendiendo dicho método la
deteccion de la presencia o el nivel de isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial y de proteina cognada de
choque térmico de 71 kDa (HSC70). En otra forma de realizacion particular, la presente invencion se refiere a un
método para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto o para predecir la susceptibilidad de
toxicidad radioinducida tardia en un sujeto, comprendiendo dicho método la deteccion de la presencia o el nivel
de isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial y de adenilato cinasa (AK2). En otra forma de realizacion
particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de
un sujeto o para predecir la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un sujeto, comprendiendo dicho
método la deteccion de la presencia o el nivel de isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial y de anexina 1
(ANX1).

En otra forma de realizacién particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in vitro
de la radiosensibilidad de un sujeto o para predecir la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un
sujeto, comprendiendo dicho método la deteccién de la presencia o el nivel de por lo menos tres de las proteinas
seleccionadas de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio
apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato
cinasa (AK2), y anexina 1 (ANX1).

En otra forma de realizacién particular, la presente invencion se refiere a un método para la determinacion in vitro
de la radiosensibilidad de un sujeto o para predecir la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un
sujeto, comprendiendo dicho método la deteccidn de la presencia o el nivel de las cinco proteinas del grupo que
consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1),
proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), y anexina 1 (ANX1).

Segun la presente invencion, el método permite la deteccion de la radiosensibilidad de un sujeto que esta
afectado por una enfermedad propensa a tratarse mediante radioterapia. En una forma de realizacién particular,
dicha enfermedad se selecciona del grupo no limitativo que consiste en: cancer, enfermedad de Basedow (o
enfermedad de Grave), hipertiroidismo, adenoma de hipdfisis (o adenoma), meningioma y talalgia.

En una forma de realizacién particular, un método segun la invencion permite determinar la radiosensibilidad de
un sujeto afectado por cancer, incluyendo, pero sin limitarse a, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de
prostata, cancer de pulmédn, cancer de cabeza y cuello.

Segun un aspecto particular, la presente invencion se refiere a la utilizacion de por lo menos un compuesto
seleccionado de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, proteina cognada
de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), y anexina 1 (ANX1) o una combinacién de los
mismos, como marcadores para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto o para predecir la
susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia.

Segun otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a la utilizacion de isocitrato deshidrogenasa 2
(IDH2) mitocondrial y de por lo menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: APEX1,
HSC70, AK2 y ANX1 o una combinaciéon de los mismos, como marcadores para la determinacion in vitro de la
radiosensibilidad de un sujeto o para predecir la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia de un sujeto.

En una forma de realizacion mas particular, la presente invencién se refiere a la utilizacion de por lo menos dos
compuestos seleccionados de entre que consiste en: IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y ANX1 o una combinacion de
los mismos, como marcadores para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto o para predecir
la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia. En una forma de realizaciéon incluso mas particular, la
presente invenciéon se refiere a la utilizacion de por lo menos tres compuestos seleccionados de entre que
consiste en: IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y ANX1 o una combinacion de los mismos, como marcadores para la
determinacioén in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, o para predecir la susceptibilidad de toxicidad
radioinducida tardia en un sujeto. En otra forma de realizacion particular, la presente invencion se refiere a la
utilizacién de por lo menos cuatro compuestos seleccionados de entre que consiste en: IDH2, APEX1, HSC70,
AK2 y ANX1 como marcadores para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, o para predecir
la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un sujeto. En una forma de realizacion incluso mas
particular, la presente invencion se refiere a la utilizacion de a combinacion de IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y
ANX1 como marcadores para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, o para predecir la
susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un sujeto.

Segun otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a la utilizacion de a por lo menos un compuesto
seleccionado de entre grupo que consiste en: IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y ANX1, o una combinacién de los
mismos, como marcadores para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, o para predecir la
susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un sujeto, en un método segun la invencion.
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Segun otra forma de realizacion particular, la presente invencion se refiere a un kit que puede utilizarse para la
determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto o para predecir la susceptibilidad de toxicidad
radioinducida tardia en un sujeto, comprendiendo dicho kit por lo menos un reactivo para la deteccion especifica
de por lo menos un compuesto seleccionado de entre grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2)
mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque térmico de 71 kDa
(HSC70), adenilato cinasa (AK2), y anexina 1 (ANX1), y un reactivo para la induccién y/o la detecciéon de
apoptosis celular. Un agente para la deteccion de apoptosis celular puede ser cualquier agente utilizado en un
método de este tipo por un experto en la materia. Ejemplos de métodos y agentes que pueden utilizarse para la
deteccion de apoptosis celular son la deteccion de fragmentacion de ADN (ensayo cometa, ensayo TUNEL),
deteccion de ruta mitocondrial (deteccion de caspasa 3, deteccion de citocromo C), anexina A5.

En dicha forma de realizacion particular, un reactivo para la detecciéon especifica de por lo menos uno de los
compuestos seleccionados de entre que consiste en: IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y ANX1 en un kit segun la
invencidon es un anticuerpo o un ligando especifico para una de dichas proteinas, incluyendo sus variantes
naturales, o de un fragmento especifico de las mismas. En otra forma de realizacion particular, un reactivo para
la deteccion especifica de por lo menos uno de los compuestos seleccionados de entre que consiste en: IDH2,
APEX1, HSC70, AK2 y ANX1 en un kit segun la invencion es una molécula de acido nucleico que puede unirse
especificamente a una molécula de acido nucleico que codifica para una proteina seleccionada de entre grupo
que consiste en: IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y ANX1, o para un fragmento de las mismas.

En una forma de realizacion mas especifica, un reactivo para la deteccion especifica de por lo menos IDH2,
APEX1, HSC70, AK2 y ANX1 en un kit segun la invencion es un acido nucleico que se hibrida en condiciones
rigurosas con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia seleccionada de entre grupo que
consiste en SEC ID n° 6 a SEC ID n° 10, o un fragmento de la misma que codifica para un fragmento especifico
de IDH2, APEX1, HSC70, AK2 o ANX1.

En una forma de realizacién mas especifica, la presente invencion se refiere a un kit que comprende por lo
menos un reactivo para la deteccién especifica de IDH2 y reactivos para la deteccién especifica de por lo menos
APEX1, HSC70, AK2 y ANX1, o un fragmento especifico de las mismas

En una forma de realizacion mas particular, la presente invencién se refiere a un kit que comprende por lo menos
reactivos para la deteccidén especifica de por lo menos dos de los compuestos seleccionados de entre que
consiste en: IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y ANX1, o un fragmento especifico de las mismas

En una forma de realizacion mas particular, la presente invencioén se refiere a un kit que comprende por lo menos
reactivos para la deteccion especifica, respectivamente, de por lo menos tres de los compuestos seleccionados
de entre que consiste en: IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y ANX1, o un fragmento especifico de las mismas.

En una forma de realizaciéon mas particular, la presente invencién se refiere a un kit que comprende por lo menos
reactivos para la deteccién especifica, respectivamente, de por lo menos cuatro de los compuestos
seleccionados de entre que consiste en: IDH2, APEX1, HSC70, AK2 y ANX1, o un fragmento especifico de las
mismas.

En una forma de realizacién incluso mas particular, la presente invencion se refiere a un kit que comprende por lo
menos reactivos para la deteccion especifica, respectivamente, de los siguientes compuestos: IDH2, APEX1,
HSC70, AK2 y ANX1, o un fragmento especifico de las mismas.

Los siguientes ejemplos se proporcionan en la presente memoria Unicamente a titulo ilustrativo y no limitativo a
menos que se especifique lo contrario.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: representacion esquematica del protocolo para la identificacion de proteinas asociadas con
radiotoxicidad tardia a partir de una extraccion de sangre completa de cuatro pacientes. Paciente 1: toxicidad
superior a grado 2 en el mes 36 tras la radioterapia (RT). Paciente 2: toxicidad superior a grado 2 en el mes
48 tras RT. Paciente 3: sin toxicidad en el mes 48 tras RT. Paciente 4: sin toxicidad en el mes 54 tras RT.

Figura 2: Validacion del nivel de expresion de AK2, ANX1, HSC70, IDH2 y APEX1 dependiendo de la
radiotoxicidad tardia observada. B-actina es un control de la cantidad de proteinas. Panel izquierdo: analisis
mediante inmunotransferencia de tipo Western de extractos de proteinas de pacientes para los que el
resultado del ensayo de RILA (=TALRI en la figura) era inferior al 16% y toxicidad superior a toxicidad de
grado 2. Panel central: analisis mediante inmunotransferencia de tipo Western de extractos de proteinas de
pacientes para los que el resultado del ensayo de RILA era inferior al 16% y toxicidad inferior a toxicidad de
grado 2. Panel derecho: analisis mediante inmunotransferencia de tipo Western de extractos de proteinas de
pacientes para los que el resultado del ensayo de RILA era superior al 16% y toxicidad inferior a toxicidad de
grado 2.
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Figura 3: deteccion cuantitativa de AK2, ANX1, HSC70, IDH2 y APEX1. Representacion en histograma del
nivel de proteina en extractos de pacientes que padecen toxicidad inferior a grado dos (panel izquierdo claro)
y de pacientes que padecen toxicidad superior a grado dos (panel derecho oscuro), para, respectivamente de
izquierda a derecha, AK2, ANX1, HSC70, IDH2 y APEX1.

Figura 4: representacion esquematica del protocolo de prueba para detectar la presencia de los
biomarcadores.

Figuras 5A 'y 5B: deteccion de proteinas en fibrosis inducida

Figura 5A: analisis mediante inmunotransferencia de tipo Western de la expresion de CTGF, a-sm actina,
HSC70, APEX1 en tejidos tras el contacto, o no, con TGFb1 inductor de fibrosis.

Figura 5B: representacion en histograma de la expresion de CTGF, a-sm actina, HSC70, APEX1 en tejidos
tras el contacto, o no, con TGFb1 inductor de fibrosis.

Ejemplos
Ejemplo 1: Ensayo de apoptosis de linfocitos

Se desarrollé anteriormente un ensayo rapido y reproducible denominado RILA (apoptosis de linfocitos inducida
por radiacién) que mide la apoptosis en linfocitos T CD4 y CDS8 tras la irradiacion (0.5-8 Gy) mediante citometria
de flujo. Esta medicion se basa en la disminucién de la fluorescencia de ADN nuclear debido a cambios de
cromatina especificos que acomparian a la apoptosis. Se utilizé RILA como factor de estratificacion principal en
un estudio aleatorizado de fase Il en cancer de mama temprano tras cirugia conservadora en comparacion con
radioterapia posoperatoria o bien de manera concomitante o bien de manera secuencial con letrozol en 150
pacientes, siendo el criterio de valoracion primario la fibrosis de mama (Azria et al., 2010). No se encontré que
ningun paciente con una RILA >16% mostrara efectos tardios inducidos por radiacion, lo que indica el alto valor
predictivo negativo de esta prueba. Todos los pacientes con fibrosis subcutanea de grado 2 o peor presentaban
una RILA<16%, lo que confirma el valor predictivo de la prueba. Sin embargo, entre los pacientes con una
RILA<16%, el 20% padecieron radiotoxicidad tardia y el 80% no, lo que indica un valor predictivo positivo débil
para RILA. La sensibilidad del ensayo de RILA es de 0.70, mientras que la especificidad de esta prueba es
inferior a 0.50. Se seleccionaron cuatro pacientes tratados para cancer de mama, y con un valor de RILA bajo, a
partir del estudio prospectivo mencionado anteriormente. Dos pacientes desarrollaron una toxicidad de fibrosis
intensa (superior a grado 2) (pacientes n.° 1 y n.° 2), mientras que pacientes no tuvieron ninguna toxicidad por lo
menos cuatro afos tras el final del tratamiento por radioterapia (pacientes n.° 3y n.° 4).

Ejemplo 2: Identificacion de marcadores predictivos de citotoxicidad inducida tardia

El protocolo para identificar marcadores predictivos se esquematiza en la figura 1. A partir de las cuatro pacientes
anteriormente mencionadas, se recogieron 40 ml de sangre total en tubos heparinizados. Se aislaron linfocitos T
a partir de sangre completa mediante seleccién negativa utilizando roseta (RosetteSep®, StemCell Technology)
segun las instrucciones del fabricante, seguido por un gradiente de Ficoll (GE Healthcare). Después se cultivaron
los linfocitos en medio RPMI con FCS al 10% durante 24 h a 37°C y CO; al 5%. Después se irradio la mitad de
los linfocitos in vitro a 8 Gy. Después se cultivaron de nuevo los linfocitos irradiados y no irradiados a 37°C y CO
al 5% durante 48 h. Tras este tiempo de incubacién, después se sometieron linfocitos de cada paciente a
fraccionamiento subcelular (kit de extraccion de proteoma subcelular ProteoExtract® (n.° de cat. 539790),
Merckmillipore) permitiendo aislar fracciones de citosol, membrana y nuclear. Después se analizé cada una de
estas fracciones utilizando un flujo de trabajo de protedmica cuantitativo utilizando un marcaje con iTRAQ 8-plex.
Tras varios fraccionamientos para optimizar la resolucion del andlisis (fraccionamiento Offgel seguido por
nanocromatografia de liquidos), se identificaron las proteinas mediante espectrometria de masas en tandem
(4800 plus MALDI TOF/TOF).

En resumen, se redujeron 50 pg de proteinas de cada paciente, de linfocitos irradiados y no irradiados, se
alquilaron y se trataron con tripsina antes de marcarse con una etiqueta de iTRAQ. Para cada fraccion (citosol,
membrana y nuclear), se combinaron los 8 marcajes para cada paciente, incluyendo fracciones con linfocitos
irradiados y no irradiados, y se fraccionaron mediante isoelectroenfoque en un tipo de medio liquido Offgel
(dispositivo de fraccionamiento Agilent 3100 Offgel). De este modo se obtienen 12 fracciones secundarias.
Después se separa cada una de estas fracciones secundarias mediante nanocromatografia de liquidos de alta
resolucion en fase inversa (HPLC) (Ultimate 3000 LC Systems, Dionex) acoplada a un autémata de marcacion de
puntos. Después se ponen las 12 fracciones secundarias de Offgel, con 600 puntos para cada una, en placas de
MALDI. Se realizé6 HPLC por duplicado. Se utilizaron 8 placas de MALDI para cada fraccion (citosol, membrana y
nuclear), conduciendo a un total de 24 placas. Después se realizé la identificacion mediante espectrometria de
masas en un sistema MALDI TOF/TOF® 4800 Proteomics Analyzer d’AbSciex. Se adquirieron espectros de m/z
700-1400 en un modo positivo, utilizando 1500 impulsos de laser. Los iones precursores de los diez péptidos
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mas abundantes, con una relacion sefal/ruido superior o igual a 50, se seleccionan para un analisis de EM/EM
utilizando 3500 impulsos de laser de m/z 300-1500. Se comparan espectros de EM/EM con la base de datos de
proteinas Uniprot (uniprot_sprot300108) del European Institute for Bioinformatics, utilizando el software
ProteinPilot® 2.0 y el método Paragon (Ab Sciex, Software version 50861). Se considera que se identifican de
manera positiva las proteinas correspondientes a un unico péptido con un alto intervalo de confianza (>95%).

Resultados:

Se realizdé una comparacion de razones entre proteinas expresadas de manera diferencial a 0 Gy y 8 Gy entre
las dos pacientes que habian desarrollado una toxicidad tardia y las dos pacientes sin ningun efecto téxico. Se
identificaron mas de 1300 proteinas totales con alta confianza (95%, un Unico péptido). A 0 Gy, 135 proteinas se
expresaban de manera diferencial entre pacientes con o sin toxicidad radioinducida intensa (p<0.05). En
linfocitos T irradiados (8 Gy), 107 proteinas se expresaban de manera diferencial entre pacientes con o sin
toxicidad radioinducida intensa (p<0.05). Las proteinas seleccionadas para la etapa de validacion son las
expresadas de manera diferencial a 8 Gy, con la mayor razéon de expresion de proteinas (>1.5) y que no
mostraron diferencia de razén de expresion en controles a 0 Gy.

Se han seleccionado cinco proteinas para validacion consecutiva: isocitrato deshidrogenasa 2 (NADP+) (IDH2),
ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70),
adenilato cinasa 2 (AK2) y anexina 1 (ANX1). Estas proteinas estan implicadas en varios mecanismos incluyendo
metabolismo y produccion de energia, apoptosis, proteina de union a calcio y reparacion de dafios del ADN.

Ejemplo 3: Confirmacion de la expresion diferencial de biomarcadores en un nimero mayor de pacientes
tras la radioterapia.

Se validaron estas cinco proteinas mediante analisis mediante inmunotransferencia de tipo Western en una
poblacién adicional de 18 pacientes, habiendo desarrollado 5 pacientes una fibrosis de mama de grado = 2 y
habiendo desarrollado 13 pacientes solo toxicidad débil o sin toxicidad. Las 10 pacientes presentaban un valor de
RILA bajo. Se extrajeron muestras de sangre y se trataron tal como se describi6 en el ejemplo anterior, hasta la
incubacioén tras la irradiacion. Después se sometieron linfocitos a lisis en un tampén de RIPA. Después se
cuantificaron las proteinas y después se pusieron 10 pug de cada una en un gel de poliacrilamida al 12% para una
inmunotransferencia de tipo Western. Tras la migracion y transferencia en una membrana de PVDF durante 1 h a
300 mA a 4°C, después se saturd la membrana durante 2 horas en PBS-Tween al 0.05% - leche al 5% y se
incubaron los anticuerpos contra las proteinas de interés durante la noche a 4°C con agitacion en el mismo
tampon de saturacion. Tras 5 lavados sucesivos de 5 min en tampén de PBS-Tween al 0.05%, después se
afnadi6 el anticuerpo secundario durante 1 h a temperatura ambiente en un tampén de PBS-Tween al 0.05%.
Tras otros 5 lavados de 5 min en tampén de PBS-Tween al 0.05%, se realizé un revelado mediante ECL.

Resultados:
Los resultados muestran que estas cinco proteinas se sobreexpresaron en linfocitos T irradiados de los pacientes

que habian experimentado toxicidad intensa en comparacion con pacientes sin toxicidad tardia (figura 2). El
analisis de expresion cuantitativa confirmo la significacion estadistica de estas diferencias (tabla 2 y figura 3).

Tabla 2
Mediana, [min-max] Valor de P
Tox <gr. 2; Tox <gr. 2; Tox <gr. 2; (n=13) Tox=gr. 2 [1 [2] [11+[2]
RILA<16% RILA>16% (n=8) [11+[2] (n=5) [3] frente a frente frente a
(n=5) [1] [2] (3] a[3] (3]

AK2 0.22,[0.08 | 0.23,[0.07-0.85] | 0.23,[0.07-0.85] | 0.76, [0.26 0.016 0.030 0.007
-0.69] -1.06]

ANX1 0.18,[0.07 | 0.38,[0.09-0.83] | 0.30,[0.07-0.83] | 0.69, [0.34 0.002 0.037 0.004
-0.32] -0.93]

HSC70 | 0.12,[0.07 | 0.26,[0.08-0.74] | 0.20,[0.07 - 0.74] | 0.33,[0.10 0.045 0.127 0.046
-0.17] -0.42]

IDH2 0.09,[0.07 | 0.23,[0.08-0.69] | 0.18,[0.07-0.69] | 0.58, [0.34 0.004 0.009 0.002
-0.11] -0.80]

APEX1 0.34, [0.11 0.71,[0.14-1.88] | 0.56,[0.11-1.88] | 0.87,[0.72 0.001 0.489 0.059
- 0.53] -1.12]

Como conclusién, los cinco biomarcadores identificados permiten distinguir entre pacientes que se identificaron
inicialmente como propensos a radiosensibilidad, con una RILA débil. Por tanto, la presente prueba no sélo
confirma los resultados de RILA sino que ademas demuestra una mayor capacidad de distincion.
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Ejemplo 4: Analisis proteémico de muestras de pacientes

Extraccion de muestras: se extrajeron 21 ml de sangre completa heparinizada de cada paciente, preferentemente
antes de iniciar la radioterapia.

Separacion de linfocitos T: inmediatamente se purificaron linfocitos T mediante seleccion negativa utilizando el
sistema complejo tetramérico de roseta (RosetteSep, StemCell Technologies) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Este protocolo permite la recuperacion de 7.5 a 15 millones de células por paciente.

Cultivo celular primario de linfocitos T: se cultivan linfocitos T purificados en dos placas que contienen medio
RPMI 1640 (Gibco BRL Invitrogen) complementado con FCS al 10% durante 24 h.

Irradiacion de cultivo celular de linfocitos T: para cada paciente, se irradia una placa de cultivo celular a 8 Gy y se
incuba durante 48 horas. La otra placa de cultivo celular se somete a irradiacion simulada y se considera como
control (0 Gy).

Andlisis mediante inmunotransferencia de tipo Western: se extraen proteinas de linfocitos T mediante tampdn de
RIPA de dos tercios de las células (un tercio puede almacenarse para estudios complementarios). Se cuantifican
los lisados celulares utilizando el kit de ensayo de proteinas BCA (ThermoFisherScientific, Rockford, IL) segun el
protocolo del fabricante. Después se cargan diez microgramos de proteinas y se separan en SDS-PAGE al 12%
y después se transfieren a una membrana de PVDF. Se bloquea la unidn no especifica a la membrana durante
1 hora a temperatura ambiente con leche desnatada al 5%. Se incuban las membranas durante la noche a 4°C
con los anticuerpos primarios diluidos de la siguiente manera: AK2 (1/100, sc-28786; Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz CA), anexina 1 (1/100, sc-11387; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA), HSC70
(1/200, sc-7298; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA), IDH2 (1/100, sc-134923; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA) y Ref-1 (1/200, sc-5572; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA).
Después se incuban las membranas con anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (H+L),
G21234; Invitrogen para AK2, anexina 1, IDH2, Ref-1 y anticuerpo de cabra anti-lgG de ratéon (H+L), 115-035-
146; Jackson ImmunoResearch para HSC70) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se revelan las
inmunotransferencias utilizando el sistema de deteccién por quimioluminiscencia potenciada con la utilizacion de
un kit de sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Pierce). Se realizan analisis de imagenes utilizando
el software ImagedJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD).

Desarrollo de un ensayo ELISA para las cinco proteinas candidatas: con el fin de proponer un ensayo fiable,
rapido y facil de utilizar, se desarrolla una estrategia de ELISA. Se producen dos anticuerpos para cada proteina
mediante Abnova contra péptidos antigénicos. Ya se someten a prueba dichos anticuerpos para ELISA. Se
establece una prueba ELISA de tipo sandwich en un formato de 96 pocillos, utilizando el antigeno utilizado para
la produccion de anticuerpos. Este ultimo también sirve como patrén de cuantificacion. Para cada proteina, un
anticuerpo sirve para capturar la diana y se utiliza para recubrir los pocillos. El otro anticuerpo se une a biotina
con el kit de sulfo-NHS-biotinilacion EZ-Link de Pierce. Se utiliza estreptavidina-HRP junto con un tampoén de
sustrato apropiado para la deteccion. Se mide la concentracién de las cinco proteinas candidatas en los extractos
celulares obtenidos anteriormente con esta prueba.

En la figura 4 se presenta un protocolo para analisis de proteinas, y comprende la evaluacion de por lo menos
una, y preferentemente todas, de las siguientes etapas: analisis mediante inmunotransferencia de tipo Western,
ELISAy secuenciacion de ARN, en por lo menos uno, y preferentemente por lo menos una combinacion de dos,
tres, cuatro o cinco, de los marcadores de proteina identificados. Un tercio de las células (de 2.5 a 5 millones de
células por paciente) obtenidas anteriormente, de pacientes que presentaban toxicidad tardia y donantes
coincidentes sirvieron para extraer ARN con reactivo Trizol. EI mejor experimento para medir respuestas
transcripcionales por todo el genoma es la secuenciacion de ejecucion global. Puede realizarse un analisis
transcriptémico mediante secuenciacion de ARN (sec. ARN), siendo una prueba alternativa las micromatrices,
aunque esta Ultima técnica es menos sensible. De manera importante, sec. ARN permite la deteccién de
transcriptos de corte y empalme alternativo asi como de SNP.

Ejemplo 5: Confirmacién del papel predictivo de las proteinas identificadas.

Para confirmar el papel predictivo de las 5 proteinas (AK2, IDH2, ANX1, APEX1 y HSC70) en los efectos
secundarios tardios inducidos por radiaciéon en cuanto a fibrosis subcutanea de grado = 2 tras cirugia
conservadora de mama para cancer de mama localizado y radioterapia adyuvante con finalidad curativa como
directriz convencional. Todas las muestras de sangre se extraen antes de la radioterapia. Se estudia la induccion
de la transcripcion de AK2, IDH2, ANX1, APEX1 y HSC70 tras la irradiacion ionizante. Se estudia la expresion de
AK2, IDH2, ANX1, APEX1 y HSC70 tras la induccién con TgFb1 en fibroblastos y en fibras de musculo intersticial
liso humano (figuras 5Ay 5B).
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Ala Arg Ser Lys Asn
275

His Ser Leu Leu Pro
290

Leu Gly Ser Asp His
305

<210> 3

<211> 646

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Met Ser Lys Gly Pro
1 5

Cys Val Gly Val Phe
20

Gln Gly Asn Arg Thr
35

Arg Leu Ile Gly Asp
50

Asn Thr Val Phe Asp
65

Leu

Gly

Ala

Ala

230

Ala

Tyr

Val

Ala

Cys
310

Ala

Gln

Thr

Ala

Ala
70

Glu

Leu

His

215

Gly

vVal

Ala

Gly

Leu

295

Pro

val

His

Pro

Ala

55

Lys

Tyr

Ala

200

Glu

Phe

Pro

Tyr

Trp

280

Cys

Ile

Gly

Gly

Ser

40

Lys

Arg

ES 2713648 T3

Arg

185

Ser

Glu

Thr

Leu

Thr

265

Arg

Asp

Thr

Ile

Lys

25

Tyr

Asn

Leu

Gln

Arg

Ile

Pro

Ala

250

Phe

Leu

Ser

Leu

Asp

10

Val

Val

Gln

Ile

Arg Trp

Lys Pro

Asp Leu

220

Gln Glu

23

5

Asp Ser

Trp Thr

Asp Tyr

Ly

s Ile
300

Tyr Leu

31

5

Leu Gly

Glu Ile

Ala Phe

Va

1 Ala
60

Gly Arg

75

22

Asp

Leu

205

Arg

Arg

Phe

Tyr

Phe

285

Arg

Ala

Thr

Ile

Thr

45

Met

Arg

Glu

190

Vval

Asn

Gln

Arg

Met

270

Leu

Ser

Leu

Thr

Ala

30

Asp

Asn

Phe

Ala

Leu

Pro

Gly

His

255

Met

Leu

Lys

Tyr

15

Asn

Thr

Pro

Asp

Phe

Cys

Lys

Phe

240

Leu

Asn

Ser

Ala

Ser

Asp

Glu

Thr

Asp
80



Ala

Asp

Ser

Glu

Thr

145

Ala

Thr

Arg

Ile

Asp

225

Phe

Lys

Thr

Glu

Leu

305

Leu

Val

Ala

Phe

Ile

130

val

Gly

Ala

Asn

Leu

210

Thr

Ile

Arg

Leu

Gly

290

Asn

Arg

val

Gly

Tyr

115

Ala

Pro

Thr

Ala

val

195

Thr

His

Ala

Ala

Ser

275

Ile

Ala

Asp

Gln

Arg

100

Pro

Glu

Ala

Ile

Ala

180

Leu

Ile

Leu

Glu

Val

260

Ser

Asp

Asp

Ala

Ser

85

Pro

Glu

Ala

Tyr

Ala

165

Ile

Ile

Glu

Gly

Phe

245

Arg

Ser

Phe

Leu

Lys

Asp

Lys

Glu

Tyr

Phe

150

Gly

Ala

Phe

Asp

Gly

230

Lys

Arg

Thr

Tyr

Phe

310

Leu

Met

Val

Val

Leu

135

Asn

Leu

Tyr

Asp

Gly

215

Glu

Arg

Leu

Gln

Thr

295

Arg

Asp

Lys

Gln

Ser

120

Gly

Asp

Asn

Gly

Leu

200

Ile

Asp

Lys

Arg

Ala

280

Ser

Gly

Lys

ES 2713648 T3

His

val

105

Ser

Lys

Ser

Vval

Leu

185

Gly

Phe

Phe

His

Thr

265

Ser

Ile

Thr

Ser

Trp

90

Glu

Met

Thr

Gln

Leu

170

Asp

Gly

Glu

Asp

Lys

250

Ala

Ile

Thr

Leu

Gln

Pro

Tyr

val

Val

Arg

155

Arg

Lys

Gly

Val

Asn

235

Lys

Cys

Glu

Arg

Asp

315

Ile

Phe

Lys

Leu

Thr

140

Gln

Ile

Lys

Thr

Lys

220

Arg

Asp

Glu

Ile

Ala

300

Pro

His

23

Met

Gly

Thr

125

Asn

Ala

Ile

Val

Phe

205

Ser

Met

Ile

Arg

Asp

285

Arg

Val

Asp

Val

Glu

110

Lys

Ala

Thr

Asn

Gly

190

Asp

Thr

val

Ser

Ala

270

Ser

Phe

Glu

Ile

val

95

Thr

Met

Val

Lys

Glu

175

Ala

val

Ala

Asn

Glu

255

Lys

Leu

Glu

Lys

val

Asn

Lys

Lys

Val

Asp

160

Pro

Glu

Ser

Gly

His

240

Asn

Arg

Tyr

Glu

Ala

320

Leu



Val

Phe

val

Ser

385

Leu

Asn

Asp

Met

Pro

465

Asp

Lys

Glu

Asp

Tyr

545

Lys

Gly

Phe

Ala

370

Glu

Gly

Thr

Asn

Thr

450

Pro

Ala

Glu

Asp

Glu

530

Ala

Ile

Gly

Asn

355

Tyr

Asn

Ile

Thr

Gln

435

Lys

Ala

Asn

Asn

Ile

515

Lys

Phe

Asn

Ser

340

Gly

Gly

Val

Glu

Ile

420

Pro

Asp

Pro

Gly

Lys

500

Glu

Gln

Asn

Asp

325

Thr

Lys

Ala

Gln

Thr

405

Pro

Gly

Asn

Arg

Ile

485

Ile

Arg

Arg

Met

Glu
565

Arg

Glu

Ala

Asp

390

Ala

Thr

Val

Asn

Gly

470

Leu

Thr

Met

Asp

Lys

550

Asp

Ile

Leu

Vval

375

Leu

Gly

Lys

Leu

Leu

455

Val

Asn

Ile

Val

Lys

535

Ala

Lys

Pro

Asn

360

Gln

Leu

Gly

Gln

Ile

440

Leu

Pro

val

Thr

Gln

520

Val

Thr

Gln

ES 2713648 T3

Lys

345

Lys

Ala

Leu

Val

Thr

425

Gln

Gly

Gln

Ser

Asn

505

Glu

Ser

Vval

Lys

330

Ile

Ser

Ala

Leu

Met

410

Gln

Val

Lys

Ile

Ala

490

Asp

Ala

Ser

Glu

Ile
570

Gln Lys

Ile Asn

Ile Leu
380

Asp Val
395

Thr Val

Thr Phe

Tyr Glu

Phe Glu
460

Glu Val
475

Val Asp

Lys Gly

Glu Lys

Lys Asn

540

Asp Glu
555

Leu Asp

24

Leu

Pro

365

Ser

Thr

Leu

Thr

Gly

445

Leu

Thr

Lys

Tyr

525

Ser

Lys

Lys

Leu

350

Asp

Gly

Pro

Ile

Thr

430

Glu

Thr

Phe

Ser

Leu

510

Lys

Leu

Leu

Cys

335

Gln

Glu

Asp

Leu

Lys

415

Tyr

Arg

Gly

Asp

Thr

495

Ser

Ala

Glu

Gln

Asn
575

Asp

Ala

Lys

Ser

400

Arg

Ser

Ala

Ile

Ile

480

Gly

Lys

Glu

Ser

Gly

560

Glu
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Ile

Glu

Lys

Phe

625

Thr

Ile

His

Leu

610

Pro

Ile

<210> 4

<211> 239

Asn

Gln

595

Tyr

Gly

Glu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4
Met Ala Pro Ser

1

Arg

Pro

Met

Lys

65

Glu

Leu

Asp

Ser

Ala

Arg

Leu

50

Ala

Leu

Leu

Leu

Ile
130

val

Leu

35

Arg

Thr

Ile

Asp

Met

115

Pro

Trp

580

Gln

Gln

Gly

Glu

Leu

20

Ala

Ala

Met

Glu

Gly

100

Glu

Asp

Leu

Lys

Ser

Gly

Val
645

Vval

Leu

Glu

Met

Asp

Lys

85

Phe

Lys

Ser

Asp

Glu

Ala

Ala

630

Asp

Pro

Gly

Asn

Vval

Ala

70

Asn

Pro

Arg

Leu

Lys

Leu

Gly

615

Pro

Ala

Pro

Phe

Ala

55

Gly

Leu

Arg

Lys

Leu
135

Asn

Glu

600

Gly

Pro

Ala

Pro

Cys

40

Ser

Lys

Glu

Thr

Glu

120

Ile

ES 2713648 T3

Gln

585

Lys

Met

Ser

Glu

Gly

25

val

Gly

Leu

Thr

Val

105

Lys

Arg

Thr

val

Pro

Gly

Pro

10

Ala

Cys

Ser

Val

Pro

90

Arg

Leu

Ala Glu

Cys Asn

Gly Gly

620

Gly Ala

635

Glu

Tyr

Gly Lys

His Leu

Glu Leu

60

Ser Asp

75

Leu Cys

Gln Ala

Asp

Ile

25

Ser

Thr
140

Lys

Pro

605

Met

Ser

Pro

Gly

Ala

45

Gly

Glu

Lys

Glu

Val

125

Gly

Glu

5390

Ile

Pro

Ser

Lys

Thr

30

Thr

Lys

Met

Asn

Met

110

Ile

Arg

Glu

Ile

Gly

Gly

Gly

15

Gln

Gly

Lys

Val

Gly

95

Leu

Glu

Leu

Phe

Thr

Gly

Pro
640

Ile

Ala

Asp

Leu

Val

80

Phe

Asp

Phe

Ile
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His

145

Glu

Asp

Gln

Ala

Ala
225

Pro

Pro

Asp

Thr

Ile

210

Ala

<210>5

<211> 346

Lys

Met

Asn

Thr

195

Asp

Phe

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5
Met Ala Met Val Ser

1

Glu

Gly

Ala

Ile

65

Lys

Lys

Lys

Glu

Ser

Ala

50

Ile

Ala

Lys

Thr

Gln

Ala

35

Leu

Asp

Ala

Ala

Pro
115

Ser

Lys

Glu

180

Pro

Ala

Ser

Glu

20

Vval

His

Ile

Tyr

Leu

100

Ala

Gly

Asp

165

Lys

Leu

Ser

Lys

5

Tyr

Ser

Lys

Leu

Leu

85

Thr

Gln

Arg

150

Asp

Ala

Ile

Gln

Ala
230

Glu

val

Pro

Ala

Thr

70

Gln

Gly

Phe

Ser

Ile

Leu

Glu

Thr

215

Thr

Phe

Gln

Tyr

Ile

55

Lys

Glu

His

Asp

Tyr

Thr

Lys

Tyr

200

Pro

Cys

Leu

Thr

Pro

40

Met

Arg

Thr

Leu

Ala
120

ES 2713648 T3

His

Gly

Ile

185

Tyr

Asp

Lys

Lys

val

25

Thr

Val

Asn

Gly

Glu

105

Asp

Glu

Glu

170

Arg

Val

Asp

Gln

10

Lys

Phe

Lys

Asn

Lys

90

Glu

Glu

Glu Phe

155

Pro Leu

Leu Gln

Lys Arg

Val Phe

220

Leu Val
235

Ala Trp

Ser Ser

Asn Pro

Gly Val

60

Ala Gln

75

Pro Leu

val val

Leu Arg

26

Asn

Ile

Ala

Gly

205

Ala

Met

Phe

Lys

Ser

45

Asp

Arg

Asp

Leu

Ala
125

Pro

Arg

Tyr

190

Ile

Ser

Phe

Ile

Gly

30

Ser

Glu

Gln

Glu

Ala

110

Ala

Pro

Arg

175

His

His

Ile

Ile

Glu

15

Gly

Asp

Ala

Gln

Thr

95

Leu

Met

Lys

160

Ser

Thr

Ser

Leu

Asn

Pro

Val

Thr

Ile

80

Leu

Leu

Lys
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Gly

Thr

145

Lys

Arg

Gly

Ala

Leu

225

Thr

Lys

Ser

Val

Glu

305

Ile

Lys

Leu

130

Asn

Arg

Asn

Val

Gly

210

Thr

Lys

Gly

Lys

Gly

290

Ile

Ser

Ile

<210> 6
<211> 1740
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 6

ccagcgttag ccecgeggeca ggcagecggg aggagcggceg cgcegcectcegga cctceteecege

Gly

Lys

Asp

Ala

Asn

195

Glu

Thr

Tyr

Asp

Pro

275

Thr

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

Leu

Leu

180

Glu

Arg

Arg

Ser

Ile

260

Ala

Arg

Met

Cys

Val
340

Asp

Ile

Ala

165

Leu

Asp

Arg

Ser

Lys

245

Glu

Phe

His

Asn

Gln

325

Ala

Glu

Arg

150

Lys

Ser

Leu

Lys

Tyr

230

His

Lys

Phe

Lys

Asp

310

Ala

Leu

Asp

135

Asp

Asp

Leu

Ala

Gly

215

Pro

Asp

Cys

Ala

Ala

295

Ile

Ile

Cys

Thr

Ile

Ile

Ala

Asp

200

Thr

Gln

Met

Leu

Glu

280

Leu

Lys

Leu

Gly

ES 2713648 T3

Leu

Asn

Thr

Lys

185

Ser

Asp

Leu

Asn

Thr

265

Lys

Ile

Ala

Asp

Gly
345

Ile

Arg

Ser

170

Gly

Asp

val

Arg

Lys

250

Ala

Leu

Arg

Phe

Glu

330

Asn

Glu Ile
140

Vval Tyr
155

Asp Thr

Asp Arg

Ala Arg

Asn Val
220

Arg Val
235

Val Leu

Ile Val

His Gln

Ile Met

300

Tyr Gln
315

Thr Lys

27

Leu

Arg

Ser

Ser

Ala

205

Phe

Phe

Asp

Lys

Ala

285

Val

Lys

Gly

Ala

Glu

Gly

Glu

190

Leu

Asn

Gln

Leu

Cys

270

Met

Ser

Met

Asp

Ser

Glu

Asp

175

Asp

Tyr

Thr

Lys

Glu

255

Ala

Lys

Arg

Tyr

Tyr
335

Arg

Leu

160

Phe

Phe

Glu

Ile

Tyr

240

Leu

Thr

Gly

Ser

Gly

320

Glu



cctgectegtt
gcagagcctce
aagagcagcc
agatggatgg
tgccccacgt
ctgatgacca
agtgtgccac
ggaaaagtcc
tcatctgcaa
ggcacgccca
tcaaaatggt
tccececgeagg
cgcacagctg
acaccatact
agcactataa
acatggtggce
acggagatgt
ccgtecetggt
cccgcecacta
tctttgectg
tcaggtttge
ccaaggacct
tgaacaccac
agtaggggga
tecctgagege
tttttttata
ggcaggagca
tgcecettgga
<210>7

<211> 1558
<212> ADN

cgctctccag
aggctcgegg
gcggcgcecac
tgatgagatg
ggacatccag
ggtcaccatt
catcacccct
caatggaact
aaacatccca
tggcgaccag
cttcacccca
cggcgtggge
cttccagtat
gaaagcctac
gaccgacttc
tcaggtcctce
gcagtcagac
ctgeccetgat
tcgggagcac
gacacgtggce
ccagatgctg
ggcgggctge
ggacttcctce
ggcgccacce
ggcagagggt
agccagatgt
gtgcgtttta

acacatggtg

<213> Homo sapiens

<400> 7

cttgggatgg
ccggectggg
tatgccgaca
acccgtatta
ctaaagtatt
gactctgcac
gatgaggccc
atccggaaca
cgcctagtece
tacaaggcca
aaagatggca
atgggcatgt
gccatccaga
gatgggcgtt
gacaagaata
aagtcttcgg
atcctggccce
gggaagacga
cagaagggcc
ctggagcacc
gagaaggtgt
attcacggce
gacaccatca
atggctgcag
gagcctcaca
ttttaaaagc
cctcagccag

ccatatttag

ES 2713648 T3

ccggcectacct
cgcecggegge
aaaggatcaa
tctggcagtt
ttgacctcgg
tggccaccca
gtgtggaaga
tcectgggggg
ctggectggac
cagactttgt
gtggtgtcaa
acaacaccga
agaaatggcc
tcaaggacat
agatctggta
gtggctttgt
agggctttgg
ttgaggctga
ggcccaccag
gggggaagct
gcgtggagac
tcagcaatgt
agagcaacct
tggaggggce
gcecctetet
atatgtgtgt
tcagtatgtt

ctactaaaaa

gcgggtcegtg
cctgacagcec
ggtggcgaag
catcaaggag
gctcccaaac
gaagtacagt
gttcaagctg
gactgtcttce
caagcccatc
ggcagaccgg
ggagtgggaa
cgagtccatc
gctgtacatg
cttccaggag
tgagcaccgg
gtgggcctge
ctcececttgge
ggccgcetceat
caccaacccce
ggatgggaac
ggtggagagt
gaagctgaac
ggacagagcc
agggctgagce
ggaggccttt
ttccectcat
ttgcatactg

gctcttcaca

28

cgctegetcet
cccacctcge
cccgtggtgg
aagctcatcc
cgtgaccaga
gtggctgtca
aagaagatgt
cgggagccca
accattggca
gccggcecactt
gtgtacaact
tcaggttttg
agcaccaaga
atctttgaca
ctcattgatg
aagaactatg
ctgatgacgt
gggaccgtca
atcgccageca
caagacctca
ggagccatga
gagcacttcc
ctgggcagge
cggegggtcee
ctaggggatg
ggtgacgtga
taatttatat

aaaaaaaaaa

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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cagacagacc
aggtccgcta
gctaggctge
tcgetggecag
tggagggcag
agctgcccaa
gaagacgggg
aaaaatgaca
aaaacctcac
cttcgagect
ctgtgecctte
cctggactcet
ggcctgettt
gatcaggaag
gtacctaatg
tttcgcaagt
aatgtggcac
ttcacgccac
agctttagge
aatgctcgat
ttacctgcat
atcaccctat
ccecctecaac
atgtataaaa
attttttatt

tttgtttgaa

<210> 8
<211> 2331
<212> ADN

aatcacgcgce
cccacgtggg
catcgggceg
tctgaacgge
atctcgecgag
gggcgttegt
atgagctcag
aagaggcagc
ccagtggcaa
ggattaagaa
aagagaccaa
ctcatcaata
cccgecagtg
gccgggtgat
caggccgagg
tcctgaaggg
atgaagaaat
aagagcgcca
acctctaccc
ccaagaatgt
tgtgtgacag
acctagcact
taccattcct
ctaggaatcc
tgagggtttt

ttatccacat

<213> Homo sapiens

<400> 8

ccttctggaa ggttctaaga

attgaacteg cetgeagete

attcttegge
ggctcagegt
gtgcagatac
aagcttgagt
caacgcggta
aacgggaatg
gacagagcca
aggagagggc
acctgccaca
gaaaggatta
atgttcagag
ctggtcagcet
cccactcaaa
tgtggctgaa
tctggtacga
cctggettcee
tgaccttege
aggcttcggg
caacacaccc
tggttggege
caagatccgt
gtgacaccac
tctttaaaca
tccaaccagg
ttgtttttta

gaaaataaag

tagggtataa

ttgggttttt

ES 2713648 T3

cacgacaagc
gcacccttet
ggggttgctc
caggaccctt
aaaatattgc
ccgaagegtg
gaggccaaga
ccagccctgt
ctcaagatct
gattgggtaa
aacaaactac
cctteggaca
gtttcttacg
tttgactegt
ctggagtacc
cgaaagcccce
aaccccaagg
gaattactgce
tatgcctaca
cttgattact
tccaaggcece
ccctaaatca
ctcttcagag
ctcctgtgat
aaaaaaaatt

agccatagtt

gaggcagggt

tgtggcettee

gcgectetga
ttgtgctecgg
ttttgctcat
aattaagatc
ttcggtgggt
ggaaaaaggg
agagtaagac
atgaggaccc
gctcttggaa
aggaagaagc
cagctgaact
aggaagggta
gcataggcga
ttgtgctggt
ggcagcgcetg
ttgtgctgtg
ggaacaaaaa
aggctgtgece
ccttttggac
ttttgttgte
tcggcagtga
ctttgagcect
aaatctgcat
agagttcttt
gaacaaagac

tcagccttaa

ggcgggcgga

ttegttattg

29

tcacgtgacce
gttaggagga
aagaggggct
ctcaattgge
gacgcggtac
agcggtggeg
ggccgcaaag
cccagatcag
tgtggatggg
cccagatata
tcaggagctg
cagtggcgtg
tgaggagcat
aacagcatat
ggatgaagcc
tggagacctc
gaatgctgge
actggctgac
ttatatgatg
ccactctcetg
tcactgtecct
gggaaataag
tctatttcte
taagcccaag
tactaatgac

daaaaaaaa

aaccggtctc

gagccaggec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1558

60

120



tacaccccag
tcttgtgtgg
cgaaccactc
aagaatcaag
cgcagatttg
aatgatgctg
ccagaggagg
gggaagactg
caggctacca
ccaactgctg
ctcatctttg
atctttgagg
cgaatggtca
aacaagagag
tccagcaccce
tccattacce
ccagtagaga
ctggttggtg
ggaaaagaac
caggcagcca
gtcactccte
cgtaatacca
cctggtgtge
cttggcaagt
gtcacttttg
ggaaaagaga
gaacgtatgg
gtgtcatcca
gagaaacttc
gaaattatca

cagaaagagc

caaccatgtce
gtgttttcca
caagctatgt
ttgcaatgaa
atgatgctgt
gcaggcccaa
tgtcttctat
ttaccaatgc
aagatgctgg
ctgctattge
acctgggagyg
tcaagtctac
accattttat
ctgtaagacg
aggccagtat
gtgcccgatt
aagccctteg
gttctactceg
tgaataagag
tcttgtotgg
tttcecettgg
ccattcctac
ttattcaggt
ttgaactcac
acattgatgce
acaagattac
tccaggaage
agaattcact
aaggcaagat
actggcttga

tggagaaagt

caagggacct
gcacggaaaa
cgecctttacg
ccccaccaac
tgtccagtet
ggtccaagta
ggttctgaca
tgtggtcaca
aactattgcet
ttacggctta
tggcactttt
agctggagac
tgctgagttt
ccteegtact
tgagatcgat
tgaagaactg
agatgccaaa
tatccccaag
catcaaccct
agacaagtct
tattgaaact
caagcagaca
ttatgaagge
aggcatacct
caatggtata
tatcactaat
tgagaagtac
tgagtcctat
taacgatgag
taagaatcag

ttgcaaccce
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gcagttggta
gtcgagataa
gacactgaac
acagtttttg
gatatgaaac
gaatacaagg
aagatgaagg
gtgccagcett
ggtctcaatg
gacaaaaagg
gatgtgtcaa
acccacttgg
aagcgcaagc
gcttgtgaac
tctctctatg
aatgctgacc
ctagacaagt
attcagaagc
gatgaagctg
gagaatgttc
gctggtggag
cagaccttca
gagcgtgceca
cctgcaccce
ctcaatgtct
gacaagggcc
aaagctgaag
gccttcaaca
gacaaacaga
actgctgaga

atcatcacca

ttgatcttgg
ttgccaatga
ggttgatcgg
atgccaaacg
attggcccett
gagagaccaa
aaattgcaga
actttaatga
tacttagaat
ttggagcaga
tcctcactat
gtggagaaga
ataagaagga
gtgctaagecg
aaggaatcga
tgttcecgtgg
cacagattca
ttctccaaga
ttgcttatgg
aagatttgct
tcatgactgt
ctacctattc
tgacaaagga
gaggtgttcc
ctgctgtgga
gtttgagcaa
atgagaagca
tgaaagcaac
agattctgga
aggaagaatt

agctgtacca

30

caccacctac
tcagggaaac
tgatgcecgea
tctgattgga
tatggtggtg
aagcttctat
agcctacctt
ctctcagegt
tattaatgag
aagaaacgtg
tgaggatgga
ttttgacaac
catcagtgag
taccctctet
cttctatacc
caccctggac
tgatattgtc
cttcttcaat
tgcagctgte
gctcttggat
cctcatcaag
tgacaaccag
taacaacctg
tcagattgaa
caagagtacg
ggaagacatt
gagggacaag
tgttgaagat
caagtgtaat
tgaacatcaa

gagtgcagga
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ggcatgccag
gcttectecag
tgttccacac
taaaaagtta
atgcacaggg

caatgtctta

<210>9
<211> 3647
<212> ADN

gaggaatgcc
ggcccaccat
atttaaaaca
agctgctata
gaaggaaata

aataaaacta

<213> Homo sapiens

<400>9
gtgegtggeg

ggcagtgaga
ctaaaggcat
ccagattgge
tggtggcttce
tggtgagtga
aaaatggttt
acctcatgga
ctctgctgat
agcccatgaa
aggccttgaa
acaggaaacg
caagcatcct
gcaacactgc
gggtggtcag
acaacagcag
gtgtaaggga
gacacaatat
tttaaagcca
agagtacagg
ttactgactc

tgtaaggtgt

tgcgtgegtt
gacttcggceg
ccgggcecgtyg
tgaaaacttc
tggctcagag
tgaaatggta
tcttectggat
gaagaggaaa
tcaccccaag
agatgacatc
aatccgecctg
ggggatccac
agcagccttce
tcatcaccce
ggtgaggatg
tgttattgta
aaaattaatt
tatttctaag
gtgctctaag
aaatcaaatt
cggttccaca

attcataggg

tgggggattt
tgaagaggtt
tttgaaggac
gtaagttact
acattgcact

tttaaaattg

gacctgggaa
gacatggctc
ctgctgggge
tgtgtctgece
ctaggaaaaa
gtggagctca
ggcttcecte
gagaagcttg
agtggcegtt
accggggaac
caagcctacc
tccgecateg
tccaaagcca
gcggcegtgat
gtgagggagg
gtgtggcagt
ttttaaaaaa
gaatcgggtt
acctcagett
gttgtcctgt
cactgtaaga

atggtggctc
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cctggtggtg
gattaagcca
ctaaattcgt
gggcattctce
ttataaacac

gcaccataaa

gcactggacc
ccagcgtgece
ctcecegggge
atttagctac
agctgaaggce
ttgagaagaa
ggactgtgag
attctgtgat
cctaccacga
ccttgatceg
acactcaaac
atgcatccca
catcctagta
ccctgetcett
gctggtgagg
ttcttttata
caccatgcett
ttcatttact
ttatctcaga
ctgtctatag
tcaaaaaacc

aacaaatcaa

31
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gagctcctce
accaagtgta
agcaaattct
aatacttgaa
tgtattgtaa

aaadaaaaaa

tgtgaggegt
agcggcagaa
cggtaaaggg
tggggacatg
aactatggat
tttggagacc
gcaggcagaa
tgaattcagce
ggagttcaac
tcgatcagat
caccccactc
gacccccgat
tcagaaggcc
aggtgctggg
ggctcagagg
cataggtgag
ggagggtggg
ctggactggt
accccatggg
cttggaacag
atctccacat

gcaaactgga

ctectggtggt
gatgtagcat
gtggcagttt
tatggaacat
gtggaaaatg

a

gcgaactggt
cccgagtatce
acccaggcac
ctgagggecca
gctgggaaac
ceccttgtgea
atgctcgatg
atcccagact
cctccaaaag
gataatgaaa
atagagtact
gtcgtgttcg
aggcgagact
cagaggggaa
aatacttgga
agtttttaaa
ggtagaaata
gaaaatattt
ttccagacca
ggagctttga
ttgaaagaga

atcaagggga
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2160

2220

2280

2331
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gggggaaggyg
tactaggcta
tatgctcttg
gtgtcctaag
tcactcaaca
gctgecettgt
catttttttt
gaaaagaagc
atgagataag
agacaaggca
caaatcccag
ggttatgcca
gctcagtacc
gaaagatatc
agaaagccag
taacactctt
gtgagcttaa
aagtgaggtt
accactattce
aaatcctgtt
tcattttcag
aataccctgt
gtttgtcaaa
tgggtgaget
caagaatgca
aaggcttcat
ctgtcctteca
ggtcatgcat
gatcttgttg
tgaataagag
ctgecggete

ctgacagaac

aatgaaatgg
cctactttca
ccttetttta
ctatgtcatc
gcactgtgat
ttggccecta
agataatcta
cctttettgt
cctgcaacct
gcttggtcecta
ccagttagtt
ccttettgge
tggcatgcaa
tgctteectge
tgcttctaat
tgttgecttet
ataatttctce
tctgagaaat
ttctttagge
ccctgaacca
gtgttagect
gaaaattttc
ccaacctgca
attgtttgtt
gactagtcct
gtaaccctcg
cttttatagg
aagaggcagt
ctgaagtgat
ctetttteca
tgagggccta

acagcaggat

aaagggaggc
tgagtaacct
tctgeactgt
caaagattgt
gtattatttt
aatcaataaa
agctagaaaa
cgctggcage
cttgacctte
gtggagatag
attcactgtg
cttaatggca
cagacattgg
caggctggat
ccttaageca
ctgtgtgtcc
caaactaaag
gactgttgtt
atcttgttac
gcccctecect
tactgatttg
tttectecet
aagcagcatg
tgcttetttg
accactccecg
acttcacgta
tgaggaaacc
caggactgaa
ttaattactt
tggacactca
gggtatgtgt

ggagagcagc
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tgattccctt
ctcacagcta
gtgaagggac
cctttccatt
caatgaggtg
atatgttaaa
atgacattga
tgtgtggtag
agctcctatg
cactgtgctt
ctecetgttte
ttaaatgaaa
ataaatgtta
aactgttgaa
gatctttgac
tagtttaaat
ctctcatgtt
cccaaaacaa
agagagaggc
cttctgcectcee
cactgatctg
tggtcatcat
gtgtagttga
ggcctgggtt
gaagactgac
accctcacac
agactcagag
acacagtctc
gcgtagcetcet
gcgetgecgg
cttaggatct

ctcctcagaa

cccctgactt
cccagcacat
tecttttaaat
ctcaaatcct
cctttcttaa
atttgtatce
attctggacc
ggaggtccaa
caggcttete
ggagttcagg
ctcagctgaa
tttataggaa
gttggatcca
tggacacttg
tacctttteca
tcatttccte
tttggaaggyg
gagggagetg
agggtcttca
acttcctcac
tttgttcect
gcatctaatt
gaagaataaa
tcctcatceta
gttgtgccag
agcaccctgt
aggtgaagtg
taacacttat
gcacacagga
aactgatttt
cctgtgtgea

gcctcacaag

32

accactaatt
gccacaatce
aaatgagcaa
gtgactggga
ctgaccaaat
cetgttgtgg
tggctggaag
gtatgtgcat
ttgagcccag
ggacctagga
aaaggaagtt
gaaggttttt
gatatacaca
tccatagtct
gttgecttett
tccagcaaaa
ctgcctttge
ggetggaage
ctgacatatt
ctgtgcagag
gagcttttta
gtggggaaat
cagagaagac
atctgcaaac
gtattatgca
ggagtcagaa
gcattcctga
ccgtececeett
agggctgctc
gaagaagtca
caaagtgtca

tctttectca

1380

1440

1500
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1680

1740

1800
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3180
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gatgaagaca
tggacaagtt
gatgacacta
tagtaaacac
accatccgga
aattctttat

agaggttctg

<210> 10
<211> 1399
<212> ADN

gagcaacgag
atctcacctc
gtgaccaaga
agatggaatt
accaggctaa
gtgttttcat

catgcattat

<213> Homo sapiens

<400> 10
agtgtgaaat

acactttttc
atgaagagca
tgagcceccta
tggttaaagg
agcgtcaaca
ttaagaaagc
cgcaatttga
ctctaattga
acagagagga
ttcggaacge
aagacttggce
cagacgtaaa
tgtttcagaa
tgaaaggtga
ctttetttge
tgatcaggat
agaagatgta
agaaaatcct
tgatcagaag

aacaggatta

attataactc
aaaccctata

taaaatgacg

cttcagagaa
aaaaatggca
ggaatatgtt
tcctacctte
tgtggatgaa
gatcaaagca
ccttacaggt
tgctgatgaa
gattttggca
actgaagaga
tttgctttcet
tgattcagat
cgtgttcaat
atacaccaag
cattgagaaa
agagaagctt
tatggtttce
tggtatctce
ggtggctctt
actttaatta

cagtgtagct

tgtataatag
caagttgttc

tcacaagac

tcagaagaca
atcagtagaa
tactcatgtg
cagagggaaa
ggatccccta
aattaataat

ctcatttatt

gaatttctct
atggtatcag
caaactgtga
aatccatcct
gcaaccatca
gcatatctcce
caccttgagg
cttegtgetg
tcaagaacta
gatctggcca
cttgctaagg
gccagggcect
accatcctta
tacagtaagce
tgcctcacag
catcaagcca
cgttctgaaa
ctttgccaag
tgtggaggaa
tatattttca

acctacatgce

agataagtcc

tagtaacaat
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gatttcaaca
taggaatgat
ggttggactg
atgtaggcat
gaaatcatag
agtctaacat

ctcctcegata

ttagttcttt
aattcctcaa
agtcatccaa
cggatgtcge
ttgacattct
aggaaacagg
aggttgtttt
ccatgaaggg
acaaagaaat
aagacataac
gtgaccgatc
tgtatgaagce
ccaccagaag
atgacatgaa
ctatcgtgaa
tgaaaggtgt
ttgacatgaa
ccatcctgga
actaaacatt
tcctataage

tgaaaaatat

attttttaaa

acatgagaaa

gcgacttcac
ccctaccect
cccaggacac
tgaagaaagt
acctctgaaa
attaaattct

accctgt

gcaagaaggt
gcaggcctgg
aggtggtccc
tgccttgeat
aactaagcga
aaagcccctg
agctctgcta
ccttggaact
cagagacatt
ctcagacaca
tgaggacttt
aggagaaagg
ctatccacaa
caaagttctg
gtgcgccaca
tggaactcge
tgatatcaaa
tgaaaccaaa
cccttgatgg
ttaaatagga

agcctttaaa

aatgttttcc

gatgtctatg

33

catgcgacct
caaaggtgct
agcagatgct
tgtcttactg
ttatatgcag

tagctgtgtg

agagataaag
tttattgaaa
ggatcagcgg
aaggccataa
aacaatgcac
gatgaaacac
aaaactccag
gatgaagata
aacagggtct
tctggagatt
ggtgtgaatg
agaaagggga
cttcgcagag
gacctggagt
agcaaaccag
cataaggcat
gcattctatc
ggagattatg
tctcaagcecta
aagtttecttce

tcatttttat

ccaaaccata

tagctgaaaa

3300
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3647
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REIVINDICACIONES

1. Método para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, que comprende las etapas de:

a)

h)

inducir un estrés exdgeno mediante por lo menos un método seleccionado de entre irradiacion, contacto
con por lo menos un agente radiomimético y una combinacién de los mismos, en una primera fraccion de
una muestra biolégica que comprende células,

determinar en la fraccion de la etapa a) la presencia o el nivel de por lo menos un compuesto intracelular,

determinar la presencia o el nivel de dicho por lo menos un compuesto en una segunda fraccion de dicha
muestra bioldgica que no se ha sometido a dicho estrés exdgeno,

comparar los resultados de la determinacién de la presencia o el nivel de dicho por lo menos un
compuesto en dicha primera y en dicha segunda fraccién y seleccionar por lo menos un compuesto que
se expresa de manera diferencial entre dicha primera y dicha segunda fraccion,

inducir un estrés exégeno como se define en la etapa a) en una muestra de prueba biolégica que
comprende células de dicho sujeto,

determinar en la muestra de prueba de la etapa €) la presencia o el nivel de dicho por lo menos un
compuesto seleccionado en la etapa d),

comparar los resultados de la determinacién de la presencia o el nivel de dicho por lo menos un
compuesto en dicha etapa f) con la presencia o el nivel del mismo compuesto en una muestra de
referencia bioldgica, y

determinar a partir de la comparacion de la etapa g) la radiosensibilidad de dicho sujeto,

seleccionandose la muestra bioldgica que comprende células en la etapa a) y la muestra de prueba bioldgica que
comprende células de dicho sujeto en la etapa e) de entre el grupo que consiste en: extracto de sangre completa
que contiene globulos blancos, extracto de sangre completa que contiene linfocitos y extracto de sangre
completa que contiene linfocitos T.

2. Método para la determinacion in vitro de la radiosensibilidad de un sujeto, que comprende las etapas de:

a)

inducir un estrés exdgeno mediante por lo menos un método seleccionado de entre irradiacion, contacto
con por lo menos un agente radiomimético y una combinacion de los mismos, en una muestra de prueba
bioldgica que comprende células de dicho sujeto,

determinar en la muestra de la etapa a) la presencia o el nivel de por lo menos un compuesto, siendo
dicho compuesto una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa
2 (IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque
térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), anexina 1 (ANX1), un fragmento especifico de las
mismas seleccionado de entre un fragmento resultante de escision intracelular de una pre-pro-proteina o
de una pre-proteina, o un epitopo de la proteina reconocido especificamente por un anticuerpo contra la
proteina, un acido nucleico que codifica las mismas y una combinacién de los mismos,

comparar la presencia o el nivel de dicho por lo menos un compuesto con la presencia o el nivel del
mismo compuesto en una muestra de referencia, y

determinar, a partir de la comparacién de la etapa c), la radiosensibilidad de dicho sujeto,
seleccionandose la muestra de prueba bioldgica que comprende células de dicho sujeto de entre el grupo
que consiste en: extracto de sangre completa que contiene glébulos blancos, extracto de sangre completa
que contiene linfocitos y extracto de sangre completa que contiene linfocitos T.

3. Método segun la reivindicacion 2, comprendiendo dicho método las etapas de:

a)
b)

c)

inducir un estrés exdgeno en una muestra de prueba bioldgica que comprende linfocitos de dicho sujeto,
determinar el nivel de apoptosis inducida en dicha muestra de prueba biolégica,

inducir un estrés exdgeno en una muestra de prueba bioldgica del mismo sujeto y determinar en dicha
muestra de prueba biolégica la presencia o el nivel de por lo menos un compuesto, en el que dicho

compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2)
mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), proteina cognada de choque térmico de

34
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71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), anexina 1 (ANX1), un fragmento especifico de las mismas
seleccionado de entre un fragmento resultante de escision intracelular de una pre-pro-proteina o de una
pre-proteina, o un epitopo de la proteina reconocido especificamente por un anticuerpo contra la proteina,
un acido nucleico que codifica las mismas, y una combinacién de los mismos,

d) comparar la presencia o el nivel de dicho por lo menos un compuesto con la presencia o el nivel del
mismo compuesto en una muestra de referencia, y

e) determinar, a partir de la determinacion del nivel de apoptosis inducida de la etapa b) y a partir de la
comparacion de la etapa d), la radiosensibilidad de dicho sujeto.

4. Método para predecir in vitro la susceptibilidad de toxicidad radioinducida tardia en un sujeto, que comprende
un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y una etapa de predecir la susceptibilidad a toxicidad
radioinducida tardia de dicho sujeto si dicho por lo menos un compuesto esta presente en dicha muestra de
prueba bioldgica y ausente en dicha muestra de referencia y/o si el nivel de dicho por lo menos un compuesto en
dicha muestra de prueba bioldgica es superior al nivel del mismo compuesto en dicha muestra de referencia.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho estrés exdgeno se induce mediante
por lo menos irradiacion.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que la dosis de irradiacion esta comprendida entre aproximadamente
0.1 y aproximadamente 16 Gy, preferentemente entre aproximadamente 2 y aproximadamente 14 Gy, mas
preferentemente es superior a aproximadamente 4 Gy, y mas preferentemente es de aproximadamente 8 Gy.

7. Método segun la reivindicacion 1 a 4, en el que dicho por lo menos un agente radiomimético se selecciona de
entre el grupo que consiste en: afidicolina, bleomicina, antibiéticos de enodiino y peroxido de hidrégeno.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha muestra biolégica es un extracto de
sangre completa que contiene linfocitos.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y 8, en el que dicha muestra biolégica se prepara
mediante un procedimiento que comprende las etapas de:

a) aislar linfocitos a partir de un extracto de sangre completa,
b) irradiar dichos linfocitos aislados de la etapa a), y
c) extraer proteinas a partir de los linfocitos de la etapa b).

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la presencia o el nivel de dicho por lo menos
un compuesto se determina mediante por lo menos un método seleccionado de entre el grupo que consiste en:
un método basado en la inmunodeteccién, un método basado en la inmunotransferencia de tipo Western, un
método basado en la espectrometria de masas, un método basado en la cromatografia, un método basado en la
citometria de flujo y un método para la deteccion especifica de la presencia o el nivel de un acido nucleico.

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, comprendiendo dicho método la deteccion de la
presencia o el nivel de:

- una proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), un fragmento especifico de la misma
seleccionado de entre un fragmento resultante de la escision intracelular de una pre-pro-proteina o de una
pre-proteina, o un epitopo de la proteina reconocido especificamente por un anticuerpo contra la proteina,
o un acido nucleico que codifica la misma, y

- por lo menos un compuesto seleccionado de entre el grupo que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2
(IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1), adenilato cinasa (AK2), anexina 1
(ANX1), un fragmento especifico de las mismas seleccionado de entre un fragmento resultante de la
escision intracelular de una pre-pro-proteina o de una pre-proteina, o un epitopo de la proteina reconocido
especificamente por un anticuerpo contra la proteina, un acido nucleico que codifica las mismas y una
combinacioén de los mismos.

12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho sujeto esta afectado por una
enfermedad susceptible a ser tratada mediante radioterapia, seleccionandose dicha enfermedad de entre el
grupo que consiste en: cancer, enfermedad de Basedow, adenoma hipofisario, meningioma y talalgia.

13. Utilizacion de por lo menos un compuesto seleccionado de entre el grupo que consiste en: isocitrato
deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato
cinasa (AK2) y anexina 1 (ANX1), un fragmento especifico de las mismas seleccionado de entre un fragmento
resultante de la escision intracelular de una pre-pro-proteina o de una pre-proteina, o un epitopo de la proteina
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reconocido especificamente por un anticuerpo contra la proteina, una molécula de acido nucleico que codifica las
mismas y una combinacién de los mismos, como un marcador en un método para la determinacion de la
radiosensibilidad de un sujeto.

14. Kit adecuado para un método para la determinacion de la radiosensibilidad de un sujeto, que comprende por
lo menos un reactivo para la deteccion especifica de por lo menos un compuesto seleccionado de entre el grupo
que consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa
(APEX1), proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), anexina 1 (ANX1),
un fragmento especifico de las mismas seleccionado de entre un fragmento resultante de la escision intracelular
de una pre-pro-proteina o de una pre-proteina, o un epitopo de la proteina reconocido especificamente por un
anticuerpo contra la proteina, una molécula de acido nucleico que codifica las mismas y una combinacion de los
mismos, y un reactivo para la deteccion de la apoptosis celular.

15. Kit adecuado para un método para la determinacion de la radiosensibilidad de un sujeto, que comprende por
lo menos unos reactivos para la deteccion de por lo menos dos compuestos seleccionados de entre el grupo que
consiste en: isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) mitocondrial, ADN-(sitio apurinico o apirimidinico) liasa (APEX1),
proteina cognada de choque térmico de 71 kDa (HSC70), adenilato cinasa (AK2), anexina 1 (ANX1), un
fragmento especifico de las mismas seleccionado de entre un fragmento resultante de la escision intracelular de
una pre-pro-proteina o de una pre-proteina, o un epitopo de la proteina reconocido especificamente por un
anticuerpo contra la proteina, un acido nucleico que codifica las mismas y una combinacion de los mismos, y un
reactivo para la deteccién de apoptosis celular.
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