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DESCRIPCION
Un procedimiento basado en microARN para evaluar el prondstico de un paciente de cancer de prostata
CAMPO DE LA INVENCION:

La presente invencion se refiere a la prediccion de la malignidad del cancer de prostata (prondstico) en el momento del
diagndstico (o mas tarde) midiendo el nivel de unos cuantos biomarcadores de microARN caracteristicos en el tejido
prostatico, para guiar las decisiones sobre el tratamiento (por ejemplo, conducta expectante, cirugia, radiacion).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION:

El cancer de prostata es el cancer en hombres diagnosticado con mas frecuencia y la quinta causa principal de
mortalidad asociada a cancer en los paises industrializados (1). El cancer de prostata se diagnostica tipicamente en
base a los niveles incrementados del antigeno prostatico especifico (PSA) en suero, seguido del estudio
histopatoldgico de las biopsias por puncién.

Sin embargo, el uso del PSA para la deteccion del cancer de préstata se asocia con considerables tasas de falsos
positivos y no distingue bien entre los tumores de escasa malignidad y de gran malignidad. Durante las ultimas
décadas, el uso incrementado de las pruebas de PSA y la deteccion basada en PSA ha dado como resultado
incidencias mas altas, asi como un descenso del estadio de la enfermedad.

Sin embargo, el PSA, asi como los demas indicadores pronéstico disponibles actualmente (principalmente el nimero
de biopsias positivas, el estadio TNM clinico y la puntuacion de Gleason), no puede predecir con precision los
pacientes con un cancer de préstata de gran malignidad que requieren un tratamiento inmediato. Esto da lugar a un
marcado sobretratamiento, y muchos pacientes se someten a PR o radioterapia innecesarias, lo que se asocia con
efectos secundarios peores que vivir con el cancer de prostata no mortal no tratado.

De ahi que exista una importante necesidad no satisfecha en el diagndstico del cancer de prostata de desarrollar
procedimientos que puedan mejorar la evaluacion prondstica distinguiendo correctamente entre los canceres de baja
malignidad, que se pueden controlar de forma segura mediante una conducta expectante, y los canceres de gran
malignidad, que se beneficiaran de una intervencion precoz.

Una reciente nueva clase de potenciales biomarcadores para el cancer de prostata es el microARN.

Los microARN comprenden una clase de pequefios ARN reguladores no codificantes endégenos (22 nt), que
controlan la expresion génica a nivel postranscripcional en diversos organismos, incluyendo mamiferos (2). Los
microARN se transcriben como transcritos de microARN primarios de bucle-tallo emparejados imperfectos largos
(pri-microARN) mediante la ARN polimerasa Il, y se procesan adicionalmente en microARN precursores de horquilla
(pre-microARN) mediante la endonucleasa RNasa Il nuclear, Drosha (3). Después de la exportacion al citoplasma
mediante exportina-5-Ran-GTP, otra endonucleasa RNasa lll, Dicer, escinde el pre-microARN en un duplex de
microARN de 22 nt maduro (3). Los microARN maduros median su funcién mientras se incorporan en el complejo de
silenciamiento inducido por microARN (miRISC). El microARN guia este complejo a los ARNm diana
perfectamente/casi perfectamente complementarios, dando lugar a la inhibicién traduccional o bien a la degradacion
del ARNm (4).

Los microARN son una de las clases mas abundantes de moléculas reguladoras de genes y la Ultima publicacion de la
miRBase (version 21) contiene 2588 microARN humanos maduros (1881 precursores), http://www.mirbase.org/ (5).
En conjunto, se ha estimado que los microARN regulan hasta dos tercios de todos los ARNm humanos. En
consecuencia, los microARN influyen en numerosos procesos en la célula, por ejemplo, la diferenciacién celular, la
progresion del ciclo celular y la apoptosis, y la desregulaciéon de los microARN a menudo estan conectadas con
patologias humanas, incluyendo el cancer (6). Adicionalmente, algunos microARN parecen ser de tipo celular y
especificos de enfermedad y la expresion de los microARN desregulados se ha asociado con tanto el desarrollo como
la progresion del cancer (7). Por tanto, se ha investigado la expresiéon de los microARN andmala como una fuente
potencial prometedora de biomarcadores novedosos para el diagnéstico precoz del cancer (7). Ademas, los microARN
tienen el potencial de usarse como dianas de los tratamientos basados en microARN para el cancer (8). Varios
estudios de identificacion de microARN también han informado de microARN expresados de forma andmala en el
desarrollo y/o progresién del cancer de préstata (9). Sin embargo, la mayoria de los estudios de biomarcadores de
microARN en el cancer de préstata publicados hasta la fecha han usado numeros de muestras de pacientes
relativamente bajos y, a menudo, carecen de una validacion clinica independiente rigurosa para confirmar el potencial
de los biomarcadores de los microARN identificados candidatos.

El documento WO 2014/085906 divulga biomarcadores de microARN para detectar un alto riesgo de recidiva y/o
recaida del cancer de préstata. Sin embargo, el documento WO 2014/085906 no divulga la combinacién especifica de
miR-10b-5p y miR-374b-5p.
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Aqui se ha realizado la identificacion del miRnoma de mas de 750 de los microARN mas abundantes e identificado los
microARN regulados significativamente andmalos en muestras FFPE de tejido tumoral prostatico de pacientes con y
sin recidiva bioquimica (RBQ) después de una prostatectomia radical (PR). Se identificaron cinco clasificadores
pronostico en la cohorte 1 y se evalud su precision en el prondstico como factores prondstico del tiempo hasta la
recidiva, observada como recidiva bioquimica (PSA) después de la extirpacion de la préstata (prostatectomia radical
(PR)) (ejemplo 1). A continuacion, se valido la precision en el prondstico de los clasificadores en dos cohortes de
prostatectomia radical independientes (cohorte 2 y cohorte 3) (ejemplo 2-6). A pesar del hecho de que las muestras de
tumores prostaticos en la cohorte 3 fueron de diferente origen nacional (EE. UU.), se muestrearon de una manera
diferente (ultracongeladas), se sometieron a diferentes procedimientos de extraccion de ARN, se analizaron mediante
una diferente plataforma de deteccién de la expresion de los microARN y diferentes caracteristicas de cohorte (la
cohorte 3 fue, en general, de menor malignidad y tuvo menos acontecimientos de recidiva que las cohortes 1 y 2),
cuatro de los clasificadores prondstico de microARN funcionaron igualmente bien en la cohorte externa, lo que
subraya la solidez de estos clasificadores.

Los cinco clasificadores de microARN prondstico mostraron valor pronéstico independiente significativo para la
prediccion del tiempo hasta la RBQ después de la PR, mas alla de las variables clinicopatoldgicas habituales.

SUMARIO DE LA INVENCION:

Como el procedimiento del antigeno prostatico especifico (PSA) se asocia con considerables tasas de falsos
negativos y no distingue bien entre los tumores de escasa malignidad y de gran malignidad clinicas, existe una
necesidad de obtener marcadores novedosos del cancer de prostata que se puedan usar por si solos o en
combinacién con los marcadores existentes. La presente invencion presenta un conjunto de marcadores y un
procedimiento para aplicarlos para la evaluacion del prondstico (malignidad del tumor/riesgo de recidiva).

En el primer aspecto, la invencidon hace referencia, por tanto, a un procedimiento in vitro para la predicciéon del
pronéstico del cancer de préstata, que comprende medir el nivel de expresion de al menos dos miR seleccionados de
un grupo de 13 miR que consiste en: miR-106a-5p, miR-10b-5p, miR-133a-3p, miR-152-3p, miR-185-5p,
miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-30d-3p, miR-326, miR-374b-5p, miR-615-3p y miR-625-3p, en una
muestra de ARN de células de una biopsia tomada de un paciente de cancer de préstata, en el que un nivel de
expresion distinto de dichos al menos 2 miR, en comparacién con un perfil de expresion de referencia, es indicativo del
pronéstico de dicho paciente.

Un segundo aspecto de la invencidn se refiere a un kit para la evaluacion in vitro del pronéstico del cancer de préstata.

Un tercer aspecto de la invencion se relaciona con un procedimiento de tratamiento de un paciente que necesita
tratamiento para el cancer de préstata, comprendiendo el procedimiento realizar el procedimiento in vitro del primer
aspecto, caracterizar a los pacientes con respecto a su prondstico y seleccionar un tratamiento apropiado para el
paciente en base a esta informacion. Obviamente, el prondstico es un factor fundamental a considerar cuando se
planea el tratamiento adicional del paciente, puesto que una evaluacién de prondstico muy malo perjudicaria a los
procedimientos estresantes y angustiosos.

DEFINICIONES

El indice de concordancia de Harrell, o indice c, se refiere a un area generalizada debajo de la curva de rendimiento
diagnostico (ABC) para las observaciones objeto de censura estadistica y es igual a la probabilidad de concordancia
entre la probabilidad predicha de recaida y el desenlace de la recaida (Harrell (2001) Regression modelling strategies:
with applications to linear models, logistic regression, and survival analysis. Nueva York: Springer-Verlag).

La expresiones "microARN", "miARN" y "miR" se usan como sinénimos para hacer referencia a ARN no codificantes
de aproximadamente 18-25 nucleétidos (nt) de longitud derivados de genes endégenos. Los microARN se procesan a
partir de precursores en forma de horquilla més largos (aprox. 75 nt) denominados pre-miR. Los microARN se
ensamblan en complejos denominados miRISC y reconocen a sus dianas mediante complementariedad antisentido.
Si los microARN coinciden en un 100 % con su diana, es decir, la complementariedad es completa, el ARNm diana se
escinde y el miR actia como un ARNip. Si la coincidencia es incompleta, es decir, la complementariedad es parcial,
entonces, se bloquea la traduccion del ARNm diana.

El término "expresién", como se usa en el presente documento, se refiere a la transcripciéon y/o acumulacion de
moléculas de ARN en una célula o una muestra de tejido.

En el presente contexto, los términos "nivel de expresion de un miR", "nivel de expresién de miR" y "nivel de un miR" se
usan como sinénimos para medir la "cantidad de un miR especifico" que se detecta en la muestra. La "cantidad de un
miR especifico" se puede expresar en mediciones absolutas, relativas o bien normalizadas y se refiere a los valores
obtenidos mediante procedimientos cuantitativos, asi como cualitativos. Una medicién preferente en particular de la
"cantidad de un miR especifico" es el valor de punto de corte (Cp) obtenido mediante gqRT-PCR como se describe a
continuacién y en los ejemplos, pero la "cantidad" también se puede cuantificar mediante PCR digital, o diversos
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procedimientos de secuenciacion de nueva generacion. En determinadas situaciones, por ejemplo, cuando se usan
proporciones de niveles de expresién de miR para calcular una puntuacion pronéstica, son suficientes los niveles de
expresion determinados absolutos de los miR. Sin embargo, como alternativa a realizar determinaciones en base al
nivel de expresion absoluto de los miR, las determinaciones se pueden basar en los niveles de expresion
normalizados de los miR.

Los niveles de expresion se normalizan corrigiendo el nivel de expresién absoluto de un miR comparando su expresién
con la expresion de un gen que se expresa de forma constitutiva o casi constitutiva. Los genes adecuados usados a
menudo para la normalizacion incluyen genes de mantenimiento, tales como el gen actina. En el presente estudio se
usa miR-151a-5p para la normalizacion.

Como se usa en el presente documento, los términos: miR-106a-5p, miR-10b-5p, miR-133a-3p, miR-152-3p,
miR-185-5p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-30d-3p, miR-326, miR-374b-5p, miR-615-3p, miR-625-3p y
miR-151a-5p se refieren a las secuencias de miR humanas encontradas en la publicacién de la base de datos de
registro de miARN, 12.0 o posterior, y facilitadas por el Sanger Institute, Reino Unido, asi como sus equivalentes
animales. Véase también la tabla 9.

El término "prondstico” se define en el presente documento para que englobe los siguientes procedimientos de forma
individual o bien acumulativa dependiendo del contexto clinico: predecir el desenlace probable de un estado de
enfermedad o determinar la posibilidad de recuperacion de una enfermedad como se indica mediante la naturaleza y
sintomas de un caso.

En el presente contexto, "perfil de expresion de referencia" designa el nivel de expresion de dos o mas miR
seleccionados de un grupo de 13 miR que consiste en: miR-106a-5p, miR-10b-5p, miR-133a-3p, MmiR-152-3p,
miR-185-5p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-30d-3p, miR-326, miR-374b-5p, miR-615-3p y miR-625-3p
en muestras de células obtenidas de pacientes de cancer de prostata cuyo cancer no progreso significativamente en
un periodo de 5 afios después del muestreo.

El término "solidez" en conexion con el clasificador de miR se usa en el presente documento para describir un
clasificador que proporciona un resultado relativamente similar con respecto a la evaluacion del prondstico de un
paciente de cancer de prostata, aunque se usen metodologias de muestreo y cuantificacion un tanto diferentes.

"UniRT" es un procedimiento de gqRT-PCR comercializado por Exiqon A/S. El procedimiento y su funcionamiento se
describen en el ejemplo 1 y 7 y en la solicitud de patente danesa PA 2009 00156, el documento EP2391736 y
Mestdagh et al. Nat Methods. Agosto de 2014; 11 (8):809-15.

Los modos de realizacion de la presente invencion se describen a continuacion, solo a modo de ejemplo.
DIVULGACION DETALLADA DE LA INVENCION:

El problema técnico que subyace a la invencion es la provision de un procedimiento in vitro alternativo para evaluar el
pronéstico de un paciente de cancer de prostata. En particular, un procedimiento que puede complementar a, o quizas
incluso sustituir a, otros indicadores prondstico disponibles actualmente (principalmente la prueba de PSA, el nimero
de biopsias positivas, el estadio TNM clinico y la puntuacién de Gleason).

En el ejemplo 1, se describe la aplicacion de dos enfoques estadisticos diferentes (1. una validacion cruzada dejando
uno fuera (LOOCV) y 2. combinaciones de microARN significativos en el analisis de regresion de Cox univariante) para
llegar a cinco clasificadores de miR prondsticos, véase la tabla 1, 2 y 3. Conjuntamente, los dos enfoques
proporcionaron clasificadores, cuando se combinaron, que consistian en 13 miR, a saber: miR-106a-5p, miR-10b-5p,
miR-133a-3p, miR-152-3p, miR-185-5p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-30d-3p, miR-326, miR-374b-5p,
miR-615-3p y miR-625-3p (tabla 3).

De forma sorprendente, se ha descubierto que se pueden usar tantos como 2 miR extraidos de este grupo de 13 miR
para diferenciar entre casos recidivantes frente a no recidivantes, y predecir el tiempo hasta la recidiva bioquimica
después de la prostatectomia radical (RBQ; véanse el ejemplo 1+6, la figura 5 y la tabla 8). En consecuencia, un
aspecto de la presente invencidn es un procedimiento in vitro para evaluar el pronédstico de un paciente de cancer de
préstata, que comprende medir el nivel de expresion de al menos dos miR seleccionados del grupo de miR que
consiste en: miR-106a-5p, miR-10b-5p, miR-133a-3p, mMiR-152-3p, mMiR-185-5p, mMiR-193a-5p, miR-221-3p,
miR-23a-3p, miR-30d-3p, miR-326, miR-374b-5p, miR-615-3p y miR-625-3p en ARN de una muestra de tejido
prostatico obtenida de dicho paciente, en el que un nivel de expresion distinto de dichos al menos 2 miR, en
comparacioén con un perfil de expresion de referencia, es indicativo del pronéstico de dicho paciente.

Los 8 miARN con el impacto mas alto en la precision en el prondstico del estudio de descubrimiento y validacion que
usa el procedimiento de clasificacion de maxima verosimilitud con validacion cruzada dejando uno fuera (LOOCV)
(véase el ejemplo 1) parece interesante. Por tanto, un modo de realizacion de la presente invencién es un
procedimiento in vitro para evaluar el pronéstico de un paciente de cancer de prostata (es decir, el riesgo de que un
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sujeto tenga un cancer de prostata de gran malignidad) que comprende medir el nivel de expresion de al menos dos
miR seleccionados del grupo de miR que consiste en: miR-106a-5p, miR-152-3p, miR-185-5p, miR-193a-5p,
miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-374b-5p y miR-615-3p en una muestra de células obtenidas de dicho paciente, en el
que un nivel de expresion distinto de dichos al menos 2 miR, en comparacion con un perfil de expresion de referencia,
indica un prondstico menos favorable.

Para cumplir con los requisitos de la clinica cotidiana, un procedimiento de prondstico debe proporcionar resultados
relativamente similares con respecto a la diferenciacién entre pacientes con un pronéstico bueno o uno malo, aunque
se usen metodologias de muestreo y cuantificacion un tanto diferentes. El procedimiento debe ser sélido. De forma
alentadora, a pesar del hecho de que las muestras de tumores en la cohorte 3 fueron de diferente origen nacional
(EE. UU.), se muestrearon de una manera diferente (ultracongeladas), se sometieron a diferentes procedimientos de
extracciéon de ARN y se analizaron mediante una diferente plataforma de deteccion de la expresion de los microARN
(micromatriz de miARN humanos de Agilent 2.0) y diferentes caracteristicas de cohorte (la cohorte 3 fue, en general,
de menor malignidad y tuvo menos acontecimientos de recidiva que la cohorte 1), el clasificador pronéstico de 8
microARN funcioné igualmente bien en esta cohorte, lo que subraya la solidez del clasificador pronéstico de 8
microARN, véanse el ejemplo 2 y la tabla 4.

Medir 13 o incluso 8 miARN puede parecer impracticable para las pruebas de prondstico destinadas a la clinica
cotidiana. En el ejemplo 1+3-6, tabla 5-8, se muestra una serie de clasificadores de miARN reducidos con valor
prondstico extraidos de esta lista de 13 miARN (tabla 3).

De forma sorprendente, estos clasificadores de miARN reducidos parecen incluso mas sélidos que el clasificador
pronostico de 8 microARN. En consecuencia, otros aspectos de la presente invencion son procedimientos in vitro para
evaluar el prondstico de un paciente de cancer de prostata, que comprenden medir el nivel de expresion de:
miR10b-5p, miR-133a-3p, miR-23a-3p y miR-374b-5p; o el nivel de: miR-185-5p, miR-221-3p y miR-326; o el nivel de:
miR-152-3p, miR-185-5p y miR-221-3p; o incluso el nivel de solo: miR-10b-5p y miR-374b-5p en una muestra de
células obtenidas de dicho paciente, en los que un nivel de expresion distinto de al menos 2 miR, en comparacién con
un perfil de expresion de referencia, es indicativo del prondstico de dicho paciente.

La "cantidad de un miR especifico" se puede expresar en mediciones absolutas, relativas o bien normalizadas y se
refiere a los valores obtenidos mediante procedimientos cuantitativos, asi como cualitativos.

Como alternativa a realizar determinaciones en base al nivel de expresion absoluto de los miR, las determinaciones se
pueden basar en los niveles de expresidon normalizados de los miR. Los niveles de expresidon se normalizan
corrigiendo el nivel de expresion absoluto de un miR comparando su expresién con la expresién de un gen que se
expresa de forma constitutiva o casi constitutiva. Los genes de mantenimiento, tales como el gen actina, se usan a
menudo para la normalizaciéon. Sin embargo, en el caso de los ARN cortos, tales como los miR, son preferentes
determinados miARN invariables como normalizadores.

En consecuencia, en un modo de realizacién de la invencién, los niveles de expresién son niveles de expresion
normalizados. En el presente estudio se usan miR para la normalizacién. Usando el algoritmo NormFinder (10), se
identificé a miR-151a-5p como el miARN expresado de forma mas estable en el estudio de descubrimiento. La
comparacion de dos estrategias de normalizacién (media global y miR-151-5p) dio resultados muy similares en
términos de los principales miARN expresados diferencialmente, asi como en la clasificacion general de los miARN.
Por lo tanto, en un modo de realizacion de la invencion, los niveles de expresion se normalizan al nivel de expresion de
miR-151a-5p.

Cuando se aplica un ensayo prondstico en la practica, es ventajoso usar los valores del ensayo para calcular una
puntuacién prondstica (P), lo que permite definir los valores de corte y evaluar el pronéstico de un paciente de cancer
de prostata en base a la puntuacién pronéstica. Por tanto, un modo de realizacion de la presente invencion es un
procedimiento en el que la evaluacién del prondstico de los pacientes de cancer implica detectar el nivel de dichos al
menos dos miR en dicha muestra y calcular una puntuacién prondéstica (P) en base a un conjunto de datos que
comprende los datos del nivel de expresion de al menos dos miR.

El nivel de miR se puede cuantificar convenientemente mediante el procedimiento de reacciéon en cadena de la
polimerasa mediada por transcriptasa inversa en tiempo real cuantitativa, gqRT-PCR (17). Por tanto, en un modo de
realizacién de la invencion, el nivel de expresién de dichos miR se determina mediante el procedimiento de RT-QPCR,
RT-gPCR o qRT-PCR, que son sinénimos.

Una medicién preferente en particular de la "cantidad de un miR especifico" es el valor de punto de corte (Cp) obtenido
mediante gRT-PCR. Otra medicion preferente de la "cantidad de un miR especifico" es el valor "valor de ciclo umbral
(Ct)" obtenido igualmente mediante qRT-PCR como se describe en los ejemplos. Las mediciones de Cp y Ct de la
"cantidad de un miR especifico" proporcionan mediciones aproximadamente similares, véase (12). La eleccion de Cp
o Ct es en gran medida una cuestion de eleccion de la maquina a la que el ensayo se vinculd y sobre la que se realizo.
Si la amplificacion se realiza en un sistema de PCR en tiempo real LightCycler® 480 usando el programa informatico
Roche LC, la cantidad de un miR especifico se expresa mediante el Cp. Si la amplificacién se realiza en un
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instrumento ABI Prism 7900HT de 384 pocillos de Applied Biosystems con programa informatico proporcionado con él,
la cantidad de un miR especifico se expresa mediante el Ct. Lo siguiente se refiere al valor de Cp, pero también se
aplica al valor de Ct y al valor de "ciclo de cuantificacion" (Cq).

El valor de Cp se relaciona con el nivel, por ejemplo, de un miR especifico, mediante la proporcion:
nivel de expresion de miRx (lineal) ~ 2-Cp (miRx normalizado)

En la que Cp(miRx) designa la lectura de Cp de un instrumento gqRT-PCR en tiempo real que detecta especificamente
un miR especifico llamado miRx. El ejemplo 1 describe en detalle dicho ensayo.

Los marcadores basados en proporcién ofrecen un modelo de clasificador interesante debido a su independencia de la
normalizacion de los datos. Se ha descubierto que un clasificador de proporciones extraido de los 13 miR (o los 11 miR
de la "regresion de Cox") se podria usar como biomarcadores prondstico independientes para la prediccion del tiempo
hasta la recidiva del cancer de prostata, véase el ejemplo 5.

En consecuencia, cuando los valores de Cp se usan como cuantificadores de los niveles de miR, por ejemplo, la
expresion:

(nivel de miR23a-3p)=(nivel de miR10b-5p)
(nivel de miR133a-3p)=(nivel de miR374b-5p)

es equivalente a:
Cp(miR23a-3p) + Cp(miR10b-5p) - Cp(miR133a-3p) - Cp(miR374b-5p)

En consecuencia, en un modo de realizacion de la invencion, la puntuacion prondstica (P) de diagnostico para el
clasificador de 4 miR (miR10b-5p, miR-133a-3p, miR-23a-3p y miR-374b-5p) se calcula como:

P = XxC(miR23a-3p) + YxC(miR10b-5p) + ZxC(miR133a-3p) + WxC(miR374b-5p)

donde los coeficientes X, Y, Z y W se determinan mediante el analisis de regresiéon de acuerdo con la configuracion
particular, y C es el valor de ciclo umbral (Ct), o el valor de punto de corte (Cp), o el valor de "ciclo de cuantificacion"
(Cq), o cualquier valor similar a estos.

De forma sorprendente, se ha descubierto que un clasificador basado en proporcién que consiste en solo dos de los
cuatro miARN extraidos del grupo de 13 miR se podria usar como biomarcadores prondstico independientes para la
prediccion de la recidiva del cancer de prostata, véase el ejemplo 6.

En consecuencia, otro modo de realizacion de la presente invencion es un procedimiento in vitro para evaluar el
pronostico de un paciente de cancer de prostata, que comprende medir el nivel de expresion de los dos miR:
miR-374b-5p y miR-10b-5p.

Cuando los miR se cuantifican mediante qRT-PCR y los valores de Cp se usan como cuantificadores de los niveles de
miR, la expresion:

(nivel de miR10b-5p)
(nivel de MiIR374b-5p]

es equivalente a:
Cp(miR10b-5p) - Cp(miR374b-5p)

De forma similar, en un modo de realizacién de la invencion, la puntuacion pronéstica (P) de diagndstico para el
clasificador de 2 miR es

P = XxCp(miR10b-5p) + YxCp(miR374b-5p)

donde los coeficientes X e Y se determinan mediante el andlisis de regresion, y C es el valor de ciclo umbral (Ct), o el
valor de punto de corte (Cp), o el valor de "ciclo de cuantificacién" (Cq), o cualquier valor similar a estos.

Se contemplan tanto tipos de regresion lineal como otros.

Por "aprendizaje de maquina" se hace referencia a un procedimiento que aprovecha los algoritmos informaticos que
mejoran automaticamente a través de la experiencia, en la técnica, este procedimiento de mejora de los algoritmos se
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denomina a menudo "entrenamiento”. Se puede usar el aprendizaje de maquina para descubrir reglas generales en
grandes conjuntos de datos, se puede usar el aprendizaje de maquina, por ejemplo, para extraer datos clinicos
informativos de un conjunto de datos que comprende la expresidon de miR en muestras cancerosas y no cancerosas de
la prostata. Un tratado general del concepto de aprendizaje de maquina se puede encontrar en (Tom Mitchell, Machine
Learning, McGraw Hill, 1997). En consecuencia, en un modo de realizacién de la invencién, se alcanzé el algoritmo
para calcular la puntuacién prondstica (P) de diagnéstico aplicando el aprendizaje de maquina.

Aunque el procedimiento de reaccion en cadena de la polimerasa mediada por transcriptasa inversa en tiempo real
cuantitativa, qRT-PCR, es el procedimiento de cuantificacion preferente. Los ejemplos 2, 3, 4 y 6 muestran que la
invencion es compatible con la cuantificacién basada en micromatrices y, en consecuencia, un modo de realizacion de
la invencién es un procedimiento en el que los niveles de expresion de dichos miR se miden mediante micromatrices.

Se contemplan otros procedimientos de cuantificacion, tales como transferencias Northern, PCR digital cuantitativa y
diversos procedimientos cuantitativos de secuenciacion de nueva generacion y, por tanto, modos de realizacion de la
invencion.

Otro aspecto de la invencién es un kit para la evaluacion in vitro del prondstico de un paciente de cancer de préstata,
que comprende medir el nivel de expresién de al menos dos miR seleccionados del grupo de 13 miR que consiste en:
miR-106a-5p, miR-10b-5p, miR-133a-3p, miR-152-3p, mMiR-185-5p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-23a-3p,
miR-30d-3p, miR-326, miR-374b-5p, miR-615-3p y miR-625-3p en una muestra de ARN de células prostaticas
obtenidas de dicho paciente, en el que un nivel de expresion distinto de dichos al menos 2 miR, en comparacién con un
perfil de expresion de referencia, es indicativo del prondstico de dicho paciente.

La invencion se ilustra ademas en los siguientes ejemplos, tablas y figuras no limitantes.
Leyendas

Figura 1. Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier de la supervivencia sin recidiva (SSR) en base al clasificador
pronostico de 8 miARN (tabla 4) en muestras de prostatectomia radical (PR) de dos cohortes independientes. Los
pacientes en la cohorte de entrenamiento 1 (A) se dividieron en grupos de bajo frente a alto riesgo después del analisis
de ROC. Los pacientes en la cohorte de validacion 3 (B) se dividieron en grupos de bajo/alto riesgo de acuerdo con el
valor de corte (fraccién) definido en la cohorte 1. Se dan valores de p significativos para la prueba del orden logaritmico
bilateral. El estado de alto riesgo molecular, como se define mediante el clasificador pronéstico de 8 miARN, se asocid
significativamente con la recidiva bioquimica precoz después de la PR.

Figura 2. Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier de la supervivencia sin recidiva (SSR) en base al clasificador
pronostico de 8 miARN reducido (miR-185-5p+miR-221-3p+miR-152-3p, tabla 5) en muestras de prostatectomia
radical (PR) de tres cohortes independientes. Los pacientes en la cohorte de entrenamiento 1 (A) se dividieron en
grupos de bajo frente a alto riesgo después del analisis de ROC. Los pacientes en la cohorte de validacion 2 (B) se
dividieron en grupos de bajo/alto riesgo de acuerdo con el valor de corte (fraccion) definido en la cohorte 1. Esto se
hizo de la misma manera para la cohorte de validacion externa 3 (Taylor et al. y Hieronymus et al; C). Se dan valores
de p significativos para la prueba del orden logaritmico bilateral. El estado de alto riesgo molecular, como se define
mediante el clasificador prondstico de 8 miARN reducido, se asocié significativamente con la recidiva bioquimica
precoz después de la PR en tres cohortes independientes.

Figura 3. Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier de la supervivencia sin recidiva (SSR) en base al clasificador
pronostico de 3 miARN (miR-185-5p+miR-221-3p+miR-326, tabla 6) en muestras de prostatectomia radical (PR) de
tres cohortes independientes. Los pacientes en la cohorte de entrenamiento 1 (A) se dividieron en grupos de bajo
frente a alto riesgo después del andlisis de ROC. Los pacientes en la cohorte de validacion 2 (B) se dividieron en
grupos de bajo/alto riesgo de acuerdo con el valor de corte (fraccién) definido en la cohorte 1. Esto se hizo de la misma
manera para la cohorte de validacion externa 3 (Taylor et al. y Hieronymus et al; C). Se dan valores de p significativos
para la prueba del orden logaritmico bilateral. El estado de alto riesgo molecular, como se define mediante el
clasificador pronéstico de 3 miARN, se asocid significativamente con la recidiva bioquimica precoz después de la PR
en tres cohortes independientes.

Figura 4. Andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier de la supervivencia sin recidiva (SSR) en base al modelo de
proporcion pronostico de 4 miARN (proporcion miR-10b-5pxmiR-23a-3p/miR-133a-3pxmiR-374b-5p, tabla 7) en
muestras de prostatectomia radical (PR) de tres cohortes independientes. Los pacientes en la cohorte de
entrenamiento 1 (A) se dividieron en grupos de bajo frente a alto riesgo después del andlisis de ROC. Los pacientes en
la cohorte de validacion 2 (B) se dividieron en grupos de bajo/alto riesgo de acuerdo con el valor de corte absoluto
definido en la cohorte 1. Esto se hizo de la misma manera para la cohorte de validacion externa 3 (Taylor et al.y
Hieronymus et al; C). Se dan valores de p para la prueba del orden logaritmico bilateral. El estado de alto riesgo
molecular, como se define mediante el modelo de proporcién prondstico de 4 miARN, se asocio significativamente con
la recidiva bioquimica precoz después de la PR.

Figura 5. Anélisis de supervivencia de Kaplan-Meier de la supervivencia sin recidiva (SSR) en base al modelo de
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proporcion prondéstico de 2 miARN (miR-10b-5p/miR-374b-5p, tabla 8) en muestras de prostatectomia radical (PR) de
tres cohortes independientes. Los pacientes en la cohorte de entrenamiento 1 (A) se dividieron en grupos de bajo
frente a alto riesgo después del analisis de ROC. Los pacientes en la cohorte de validacion 2 (B) se dividieron en
grupos de bajo/alto riesgo de acuerdo con el valor de corte absoluto definido en la cohorte 1. Esto se hizo de la misma
manera para la cohorte de validacion externa 3 (Taylor et al. y Hieronymus et al; C). Se dan valores de p para la prueba
del orden logaritmico bilateral. El estado de alto riesgo molecular, como se define mediante el modelo de proporcion
prondstico de 2 miARN, se asocid significativamente con la recidiva bioquimica precoz después de la PR en tres
cohortes independientes.

EJEMPLO 1

Clasificadores pronéstico novedosos para la prediccion de la recidiva del cancer de prostata identificados
mediante identificacion de microARN del genoma completo.

Objeto del estudio

Investigar el potencial como biomarcador prondstico de la expresion de los microARN en el cancer de prostata y
construir un clasificador para la estratificacion del riesgo.

Procedimientos
Muestras

Todas las muestras se recogieron en el Departamento de Urologia y se obtuvieron del Institute of Pathology, Aarhus
University Hospital, Dinamarca (de 1997 a 2005). La cohorte de entrenamiento (cohorte 1) consistié en 127 PR con
intencion curativa de cancer de préstata clinicamente localizado y verificado histoldgicamente. Todas las muestras de
tejido se evaluaron por un anatomopatélogo cualificado. Las regiones representativas con >90 % de tumor se
marcaron en las secciones tefiidas con hematoxilina y eosina (H y E), y se tomaron biopsias en sacabocados de los
bloques FFPE correspondientes para la extraccion de ARN como se describe en (Haldrup 2013). El ARN total se aislo
de biopsias en sacabocados de 1,5 mm usando el miRNeasy FFPE Kit (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La proporcidon de absorbancia de 260/280 nm (proporcién 6ptima: 2,0) se usé como garantia de calidad
para las muestras de ARN. Las muestras de ARN con una proporcién <1,75 se excluyeron de un analisis adicional. El
ARN purificado se almacené a -80 °C.

Perfil de expresion de los microARN

Se realizo el perfil de expresion de los microARN (todos los reactivos de Exigon) en Exiqon A/S, Vedbaek, Dinamarca,
usando la plataforma miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR. En resumen, se transcribieron de forma inversa
40 ng de ARN total en reacciones de 40 pl usando el miRCURY LNA™ microRNA PCR, Polyadenylation and cDNA
synthesis kit Il. El ADNc se diluyé 100x y se analizé en reacciones de PCR de 10 pl. Para la cohorte 1 (entrenamiento),
se analizaron los niveles de expresion relativos de 752 miARN usando microRNA Ready-to-Use PCR, Human panel
I+Il, V3R, en placas de PCR de 384 pocillos. Los controles negativos (sin molde en la reaccion de transcripcion
inversa) se efectuaron en paralelo. La amplificacion se realizé usando el sistema de PCR en tiempo real LightCycler®
480 (Roche) y la mezcla maestra EXILENT SYBR® Green. Las curvas de amplificacion se analizaron usando el
programa informatico Roche LC para la determinacion de los valores de ciclo de cuantificacion (Cq) (mediante el
procedimiento de la 2.2 derivada (Livak, 2001) y para los analisis de la curva de fusion). Los microARN detectados con
<3 Cq menos que el control negativo o para los que todos los valores de Cq excedieron de 37 en todas las muestras se
excluyeron de los analisis adicionales (cohorte 1: 97 miARN, cohorte 2: sin miARN).

Para la cohorte 1 (entrenamiento), los datos se normalizaron a la media global (es decir, la media para todos los
miARN detectados en todas las muestras; aqui n=61, véase la tabla 10), que se informd previamente como el mejor
procedimiento de normalizacién para los datos de qRT-PCR que implican numerosos ensayos (15). Usando el
algoritmo NormFinder (10), se descubri6 que miR-151a-5p era un gen de normalizacion individual éptimamente
estable en la cohorte 1. Las dos estrategias de normalizacion (normalizacion con miR-151a-5p y media global) dieron
resultados muy similares en términos de los principales miARN expresados diferencialmente, asi como en la
clasificacion general de los microARN en la cohorte 1, lo que respalda, por tanto, la validez de miR-151a-5p como un
gen de normalizacién en un estudio de validacion posterior con menos miARN sometidos a prueba. La normalizacién
se realizé de acuerdo con la formula ACq = CgFactor de normalizacisn - Cgmiarn. Las diferencias en los niveles de expresion
se calculan como AACqQ = ACQgrupo 1- ACQgrupo 2 Para convertir esto en un valor de cambio, se usa la férmula 2-24Ca_ E|
numero reciproco, multiplicado por un factor de -1, se usé para los miARN regulados por disminucion.

Analisis estadisticos
A menos que se establezca de otro modo, los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en STATA, version 11

(StataCorp, Texas, EE. UU.). Para todos los analisis, los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.
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Anadlisis de la expresién: Se usoé la prueba de Shapiro Wilk para evaluar si los datos estaban distribuidos normalmente.
Como varios de los microARN no lo estaban, se usé una prueba del orden con signo de Wilcoxon estadistica no
paramétrica para las comparaciones entre pares de la expresion de los microARN entre los diferentes grupos. Los
valores de p se corrigieron para las multiples pruebas usando el procedimiento de Benjamini-Hochberg (11).

Construccion del clasificador:

Los procedimientos de clasificacion de maxima verosimilitud con validaciéon cruzada dejando uno fuera (LOOCV) se
han entrenado y sometido a prueba en el programa informatico 'R’ Bioconductor, version 3.0.0 (Bell Laboratories,
Lucent Technologies, http://www.cran.r-project.org/) como se describe anteriormente (13). Se usaron valores de
expresion de los microARN normalizados de 127 (70 sin y 57 con recidiva bioquimica) muestras de PR para generar
un clasificador de multiples microARN prondstico construido para clasificar la recidiva del cancer de préstata. Solo se
incluyeron los microARN expresados en al menos un 70 % de las muestras (n=236 miARN) en el andlisis. El
funcionamiento de los clasificadores se sometidé a prueba usando una prueba de x? y calculos de sensibilidad y
especificidad (tabla 1). Para generar un modelo unificado que comprenda los 8 miARN en el clasificador prondéstico de
8 microARN (descrito mas adelante) para los andlisis de SSR, se ponder6 cada miARN mediante los coeficientes de
regresion estimados en el modelo de riesgos proporcionales multivariante, y se calcul6 una suma ponderada
combinada para el clasificador de miARN.

Ademas, se usaron dos enfoques diferentes para entrenar a los clasificadores de miARN prondstico de los 11 miARN
significativos en el andlisis de regresion de Cox univariante en la cohorte de entrenamiento (n=126; uno de los 127
pacientes con PR se excluyo en los analisis de SSR debido al tratamiento endocrino posoperatorio; tabla 2). En un
enfoque, se ponderd cada miARN incluido en dichos clasificadores mediante los coeficientes de regresion estimados
en el modelo de riesgos proporcionales de Cox multivariante, y se calculé una suma ponderada combinada para el
clasificador de miARN. En el segundo enfoque, se generaron clasificadores de miARN basados en proporcion en base
a los valores de Cq sin procesar para cada miARN incluido en el modelo.

Valor prondstico: Para los analisis de supervivencia sin recidiva (SSR), se usé la recidiva bioquimica (RBQ; valor de
corte de PSA = 0,2 ng/ml, en base a la practica clinica local) como criterio de valoracién. Los pacientes que no habian
experimentado una RBQ fueron objeto de censura estadistica en su ultima medida de PSA normal. El valor pronéstico
de la expresion de los microARN y la suma ponderada de los clasificadores basados en microARN se evaluaron
mediante el analisis de Kaplan-Meier y la prueba del orden logaritmico bilateral, y mediante analisis de regresion de
Cox univariantes y multivariantes como variables continuas, asi como dicotdmicas. Para el analisis de la expresion de
los microARN y los clasificadores basados en microARN como variables dicotdmicas, los pacientes de la cohorte 1 se
dividieron en grupos de expresion alta y baja usando un valor de corte determinado después del analisis de ROC del
estado sin recidiva/con recidiva. Todos los parametros clinicopatoldgicos significativos en el analisis univariante se
incluyeron en los analisis multivariantes. Las variables que no respondieron en el analisis multivariante se excluyeron
del modelo multivariante final a través de seleccion regresiva gradual. El supuesto de riesgos proporcionales se
verificé mediante la funcién de distribucién de supervivencia log-negativa-log para todas las variables. La precision en
el prondstico de los microARN Yy clasificadores se evalia usando el indice de concordancia de Harrell (indice C);
definido como la proporciéon de todos los pares de pacientes en los que las predicciones y los desenlaces son
concordantes, como se establece mediante un analisis de regresion de Cox univariante y multivariante.

Resultados

Para investigar el potencial pronostico de la expresion de los microARN en el cancer de prostata, se realizd
inicialmente un analisis de supervivencia sin recidiva (SSR) bioquimica para 45 miARN candidatos que se descubrio
que estaban significativamente desregulados en la comparacion entre pares de pT2 frente a pT3-4, puntuacién de
Gleason baja frente a alta y/o tumores recidivantes frente a no recidivantes en la cohorte 1 (datos no mostrados).
Mediante un analisis de regresion de Cox univariante, 11 de estos miARN se asociaron significativamente con el
tiempo de SSR en la cohorte 1 (n=126) (tabla 2). Mas especificamente, la expresion alta de miR-10b-5p, miR-23a-3p,
miR-185-5p, miR-615-3p y miR-625-3p, y la expresion baja de miR-30d-3p, miR-133a-3p, miR-193a-5p, miR-221-3p,
miR-326 y miR-374b-5p, se asocio con la recidiva bioquimica (RBQ) precoz en esta cohorte. Sin embargo, ninguno de
estos 11 miARN siguid siendo significativo en un modelo multivariante que incluia factores clinicopatoldgicos
habituales (PSA, estadio pT, puntuacién de Gleason y estado de los margenes; datos no mostrados) y su valor
prondstico en un analisis univariante en la cohorte 1, en general, no se pudo confirmar en la cohorte 2 y la cohorte 3 (n
= 99) independientes (tabla 2; las cohortes se describen en los ejemplos 2 y 3).

En su lugar, se investigd si una combinacion de varios microARN en clasificadores prondstico podria mejorar la
prediccion del tiempo de SSR frente a microARN individuales. Los datos se analizaron en paralelo mediante
procedimientos estadisticos: 1) validacion cruzada dejando uno fuera (LOOCYV; tabla 1) y 2) combinacién (modelos
ponderados y modelos basados en proporcion) de los 11 microARN significativos en el analisis de regresion de Cox
univariante en la cohorte 1 (tabla 2) (ambos procedimientos como se describe en la secciéon de procedimientos).
Usando estos dos procedimientos, se descubri6 una lista de 13 microARN candidatos con potencial prondstico (tabla
3).
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Construccion de un clasificador conforme a LOOCV:

Procedimiento 1): Se ha investigado si las combinaciones de varios microARN podrian incrementar la precision de la
prediccion del riesgo de RBQ después de la PR. En consecuencia, se han usado los datos de expresién normalizados
para 236 microARN detectados en mas de un 70 % de las muestras en la cohorte 1. Se ha construido un clasificador
de microARN prondstico de maxima verosimilitud para distinguir a los 70 pacientes sin recidiva de los 57 pacientes con
recidiva. Un clasificador que comprendia 8 microARN fue el mas preciso para la clasificacion de las muestras de PR en
grupos sin recidiva/con recidiva (tabla 1). Por tanto, miR-615-3p, miR-185-5p, miR-23a-3p, miR-374b-5p,
miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-106a-5p y miR-152-3p se usaron en al menos un 70 % de los bucles de validacion
cruzada y constituyeron el clasificador prondstico de 8 microARN final:

Clasificador 1. Clasificador de 8 microARN (basado en la validacion cruzada dejando uno fuera)

El clasificador pronéstico de 8 microARN identificado mediante el procedimiento 1) miR-615-3p, miR-185-5p,
miR-23a-3p, miR-374b-5p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-106a-5p y miR-152-3p (tabla 1), clasificé correctamente un
74,6 % de las muestras recidivantes frente a no recidivantes en la cohorte 1 (p < 0,0001, prueba de la x2).

Para evaluar el funcionamiento del clasificador pronéstico de 8 microARN para la prediccién del tiempo hasta la RBQ
(en lugar del estado de RBQ), se calculé una suma ponderada de la expresion de todos los 8 microARN en el
clasificador pronodstico. Luego, para evaluar el valor prondstico del clasificador prondstico de 8 miARN, se realizaron
analisis de SSR basados en PSA. En la cohorte 1, el clasificador prondstico (analizado como una variable continua de
la suma ponderada) se asocid significativamente con un corto tiempo de SSR en el analisis de regresion de Cox
univariante (p < 0,001; tabla 4, arriba). El clasificador pronéstico de 8 miARN siguié siendo significativo en un modelo
multivariante conjuntamente con la puntuacion de Gleason, el estado de los margenes quirdrgicos y el PSA
preoperatorio (p<0,001; tabla 4, arriba). Cabe destacar que, cuando el clasificador pronéstico de 8 miARN se afiadio a
los modelos multivariantes que incluian solo factores clinicopatoldgicos, las precisiones predictivas se incrementaron
de 0,73 a 0,79 en la cohorte 1, lo que sugiere un funcionamiento moderadamente mejorado del modelo prondstico
combinado. Finalmente, los andlisis de Kaplan-Meier demostraron una asociacién significativa entre el clasificador
pronostico de 8 miARN y la corta SSR en la cohorte 1 (figura 1A; p < 0,0001, prueba del orden logaritmico).

En conclusion, se ha construido un clasificador pronéstico de 8 miARN, que fue un factor pronéstico independiente
significativo de la RBQ después de la PR en la cohorte 1.

Construccién de clasificadores reducidos

Clasificador 2: clasificador de 3 microARN (clasificador pronéstico de 8 miARN reducido generado a partir del
clasificador de 8 microARN anterior)

Usando una exclusion gradual de los 8 microARN en la tabla 1, se identificé una combinaciéon de 3 microARN de
miR-152-3p, miR-185-5p y miR-221-3p. La suma ponderada combinada de estos 3 microARN fue, como el clasificador
prondstico de 8 microARN, significativa tanto en los analisis de regresién de Cox uni como multivariantes (tabla 5,
arriba). El clasificador pronéstico de 8 miARN reducido siguié siendo significativo en un modelo multivariante
conjuntamente con la puntuacion de Gleason y el estado de los margenes quirargicos (p<0,013; tabla 5, arriba).
Ademas, cuando el clasificador pronodstico de 8 miARN reducido se afiadio a los modelos multivariantes que incluian
solo factores clinicopatolégicos, las precisiones predictivas se incrementaron de 0,69 a 0,72 en la cohorte 1, lo que
sugiere un funcionamiento moderadamente mejorado del modelo pronéstico combinado. Finalmente, los analisis de
Kaplan-Meier demostraron una asociacion significativa entre el clasificador pronéstico de 8 miARN reducido y la corta
SSR en la cohorte 1 (figura 2A; p = 0,0001, prueba del orden logaritmico). En conclusion, se ha construido un
clasificador prondstico de 8 miARN reducido, que fue un factor pronéstico independiente significativo de la RBQ
después de la PR en la cohorte 1.

Construccion de un clasificador mediante analisis de regresion de Cox univariante:

Procedimiento 2): Mediante un analisis de regresién de Cox univariante de la expresion de los microARN (analizada
como variables continuas) en la cohorte 1 (cohorte de entrenamiento, n=126), el corto tiempo de SSR se asocié de
forma estadisticamente significativa (valores de p que variaban de p= 0,049 a p<0,001) con la expresion de 11 de los
45 microARN analizados (tabla 2). Por tanto, la expresion alta de miR-10b-5p, miR-23a-3p, miR-185-5p, miR-615-3p y
miR-625-3p, asi como la expresién baja de miR-30d-3p, miR-133a-3p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-326 y
miR-374b-5p se asociaron significativamente con la RBQ precoz. Ademas, los factores prondstico clinicopatoldgicos
habituales establecidos: PSA alto, puntuacion de Gleason alta, estadio T avanzado y estado de los margenes
quirargicos positivos se asociaron significativamente con la SSR, lo que indica que esta cohorte es representativa
(tabla 2). A continuacion, se investigd si una combinacion de los 11 microARN podria mejorar la prediccion del tiempo
hasta la SSR frente a miARN individuales. Se usaron dos enfoques diferentes para entrenar a los clasificadores de
miARN prondstico de los 11 miARN significativos en el analisis de regresion de Cox univariante en la cohorte de
entrenamiento. En un enfoque, se ponderé cada miARN incluido en el clasificador mediante los coeficientes de
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regresion estimados en el modelo de riesgos proporcionales de Cox multivariante, y se calculé una suma ponderada
combinada para el clasificador de miARN. En el segundo enfoque, se generaron clasificadores de miARN basados en
proporcion en base a los valores de Cq sin procesar para cada miARN incluido en el modelo.

Clasificador 3: Clasificador de 3 microARN (clasificador basado en la suma ponderada de microARN significativos en
el analisis de regresion de Cox univariante)

Usando una exclusion gradual, se identific6 una combinacién de 3 microARN; miR-185-5p miR-221-3p y miR-326
(analizada como una suma ponderada combinada de estos 3 microARN) asociada significativamente con el corto
tiempo de SSR en el analisis de regresion de Cox univariante en la cohorte 1 (p<0,001) y también sigui6é siendo
significativa (p=0,031) en un modelo multivariante ajustado para el estadio pT, la puntuacion de Gleason, el estado de
los margenes quirurgicos y el PSA preoperatorio (tabla 6, arriba). Cabe destacar que la adicion del clasificador
prondstico de 3 microARN a un modelo multivariante que incluia solo factores clinicopatoldgicos, incremento la
precision predictiva (estimada mediante el indice C de Harrell) de 0,72 a 0,74 en la cohorte 1 (tabla 3, arriba), lo que
sugiere un funcionamiento moderadamente mejorado. Ademas, los andlisis de Kaplan-Meier mostraron una
asociacion significativa entre el clasificador pronéstico de 3 microARN y la SSR en la cohorte 1 (p=0,0005, prueba del
orden logaritmico, figura 3A). En resumen, se ha entrenado y sometido a prueba con éxito un clasificador pronéstico
de 3 microARN (miR-185-5p+miR-221-3p+miR-326) novedoso que ha predicho el tiempo hasta la RBQ después de la
PR independientemente de los parametros clinicopatolégicos habituales en la cohorte 1.

Clasificador 4: clasificador de 4 microARN (basado en proporciones de cuatro microARN de los 11 microARN
significativos en el andlisis de regresion de Cox univariante)

Los biomarcadores candidatos basados en proporciones de los valores de Cq sin procesar de los microARN serian
favorables en una prueba clinica, puesto que evita la dependencia de los factores de normalizacién. Se usaron los 11
microARN significativos en el analisis univariante en la cohorte 1 (tabla 2) para construir biomarcadores de microARN
basados en proporcién candidatos. El objeto fue construir un simple modelo basado en una proporciéon 2:2 de miARN
a partir de un subconjunto de los 11 miARN candidatos que fueron significativos en el analisis de SSR univariante en la
cohorte 1 (tabla 2). Para garantizar la solidez del modelo de proporcion, se priorizaron los miARN que se expresaban
en al menos 125 de las 126 muestras de PR en la cohorte 1 (entrenamiento) y que tenian los valores de Cq mas bajos.
Ademas, para incrementar el rango dinamico, se separaron los miARN regulados por incremento y por disminucion en
el denominador y en el numerador.

Usando estos criterios, se desarroll6 un modelo de proporcion prondstico de 4 miARN
(miR-10b-5pxmiR-23a-3p)/(miR-133a-3pxmiR-374b-5p) que se asocié significativamente con la RBQ precoz en la
cohorte 1 mediante Kaplan-Meier (p<0,0001; figura 4A), asi como mediante analisis de regresion de Cox uni (p<0,001)
y multivariante (p=0,001) (tabla 7, arriba). Ademas, cuando el modelo de proporcion prondstico de 4 microARN se
afiadid a los modelos multivariantes que incluian solo factores clinicopatolégicos, las precisiones predictivas se
incrementaron de 0,73 a 0,76 en la cohorte 1, lo que sugiere un funcionamiento moderadamente mejorado del modelo
pronéstico combinado.

En conclusién, se ha construido un modelo de proporcién prondstico de 4 microARN, que fue un factor prondstico
independiente significativo de la RBQ después de la PR en la cohorte 1.

Construccion del modelo de proporcion reducido

Clasificador 5: clasificador de 2 microARN (basado en proporciones de solo dos microARN reducido del clasificador de
4 microARN anterior)

El clasificador basado en proporcion de 4 microARN anterior se redujo ademas para simplificar este modelo para un
potencial uso clinico en el futuro, se redujo a un modelo de proporcion de 2 miARN (miR-10b-5p/miR-374b-5p). En la
cohorte 1, este modelo de proporcion prondstico de 2 miARN fue un factor prondéstico significativo del tiempo hasta la
RBQ en el analisis de regresion de Cox univariante (p=0,001), asi como multivariante (p<0,001), que incluia variables
clinicopatolégicas habituales (tabla 8, arriba). Cabe destacar que la adicidon del modelo de proporcion prondstico de 2
miARN a un modelo multivariante que incluia solo factores clinicopatolégicos, incrementd la precision predictiva
(estimada mediante el indice C de Harrell) de 0,73 a 0,77 en la cohorte 1, lo que sugiere un funcionamiento mejorado.
Finalmente, los analisis de Kaplan-Meier también demostraron una asociacién significativa entre el modelo de
proporcion prondstico de 2 miARN y el tiempo de SSR en la cohorte 1 (p = 0,0259; prueba del orden logaritmico; figura
5A).

En conclusion, se ha construido un modelo de proporcién pronostico de 2 miARN, que fue un factor prondstico
independiente significativo del tiempo hasta la RBQ después de la PR en la cohorte 1.

Conclusion

Se han creado clasificadores pronéstico que comprenden 2-8 microARN que predijeron el tiempo hasta la RBQ
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después de la PR en una gran cohorte de cancer de préstata independientemente de las variables clinicopatolégicas
habituales.

EJEMPLO 2

Validacion del clasificador pronéstico de 8 microARN para la prediccion del riesgo de recidiva en una cohorte
de validacion externa

Objeto del estudio
Validar el clasificador de 8 microARN (descrito en el ejemplo 1) en una cohorte de pacientes con PR independiente.

Procedimientos
Muestras y datos de expresion de los miARN

Se ha investigado el funcionamiento del potencial pronéstico del clasificador de 8 microARN prondstico en el conjunto
de datos de expresion de los microARN GSE21036 externo de Taylor et al disponible en la pagina web de GEO
((Taylor et al. y Hieronymus et al). Este conjunto de datos incluyd 99 muestras de tejido de PR ultracongeladas
(cohorte 3). Se midio la expresion de 368 microARN usando Human microRNA Microarray 2.0 de Agilent ((Taylor et al.
y Hieronymus et al).

Anélisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en STATA, version 11 (StataCorp, Texas, EE. UU.). Para todos los
analisis, los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Precision en el prondéstico: Se usé la recidiva bioquimica (RBQ; valor de corte de PSA 20,2 ng/ml, en base a la practica
clinica local) como criterio de valoracion. Los pacientes que no habian experimentado una RBQ fueron objeto de
censura estadistica en su uUltima medida de PSA normal. El valor pronéstico de la expresiéon de los microARN vy del
clasificador de 8-microARN se evalué mediante el analisis de Kaplan-Meier y la prueba del orden logaritmico bilateral,
y mediante anadlisis de regresion de Cox univariantes y multivariantes como variables continuas, asi como dicotémicas.
Para la validacion del clasificador de 8 microARN, los pacientes en la cohorte 3 se dividieron en dos grupos usando el
valor de corte (fraccién) definido en la cohorte 1 (valor de corte determinado después del analisis de ROC del estado
sin recidiva/con recidiva). El supuesto de riesgos proporcionales se verific6 mediante la funcion de distribuciéon de
supervivencia log-negativa-log para todas las variables. Para las pruebas multivariantes, se incluyeron todos los
parametros clinicopatoldgicos significativos en el andlisis univariante. Las variables que no respondieron en el analisis
multivariante se excluyeron del modelo multivariante final a través de seleccidon regresiva gradual. El estadio T
patolégico se dicotomizé en enfermedad localizada (T2) y localmente avanzada (T3-4). La puntuacion de Gleason se
agrupo en dos categorias que contenian las puntuaciones 5-6 (baja) y 7-10 (alta), respectivamente. El estado de los
margenes quirdrgicos se dicotomizé en margenes negativos y positivos. Los niveles de PSA preoperatorio se
analizaron como una variable continua. Se estimo la precisién en el pronéstico usando el indice de concordancia de
Harrell.

Resultado

A pesar del hecho de que las muestras de tumores en la cohorte 3 fueron de diferente origen nacional (EE. UU.), se
muestrearon de una manera diferente (ultracongeladas), se sometieron a diferentes procedimientos de extracciéon de
ARN, se analizaron mediante una diferente plataforma de deteccidn de la expresidn de los microARN vy diferentes
caracteristicas de cohorte (la cohorte 3 fue, en general, de menor malignidad y tuvo menos acontecimientos de
recidiva que la cohorte 1), el clasificador prondstico de 8 microARN funcioné igualmente bien en la cohorte externa, lo
que subraya la solidez de este clasificador prondstico de 8 microARN.

En la cohorte 3, el estado de alto riesgo molecular, como se define mediante el clasificador prondstico de 8 miARN, se
asocio significativamente con la RBQ precoz después de la PR tanto en el andlisis de regresion de Cox univariante
(p=0,003) como multivariante (p=0,006) (tabla 4, abajo). En esta cohorte, el estadio T patoldégico no tuvo valor
pronostico independiente significativo y la puntuacion de Gleason se omitié del analisis debido a que no hubo ningun
acontecimiento en uno de los grupos.

Ademas, se estimé la precision predictiva del modelo multivariante mediante el indice C de Harrell. Cabe destacar que,
cuando el clasificador prondstico de 8 microARN se afiadié a los modelos multivariantes que incluian solo factores
clinicopatoloégicos, las precisiones predictivas se incrementaron de 0,73 a 0,80 en la cohorte 3 (tabla 4, abajo), lo que
respalda un funcionamiento moderadamente mejorado del modelo prondstico combinado. Finalmente, los analisis de
Kaplan-Meier demostraron una asociacion significativa entre el clasificador pronostico de 8 microARN y la corta SSR
en la cohorte 3 (figura 1, abajo; p < 0,019, prueba del orden logaritmico).
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Conclusion

En conclusion, se ha construido un clasificador prondstico de 8 microARN, que fue un factor pronéstico independiente
significativo de la RBQ después de la PR en dos cohortes de pacientes independientes (ejemplo 1y 2). Se valido el
funcionamiento del clasificador prondstico de 8 microARN; un factor pronéstico independiente significativo de la RBQ
después de la PR en la cohorte 1 en una cohorte 3 de pacientes completamente diferente, lo que demuestra la
capacidad del clasificador como una herramienta de prondstico para el cancer de préstata.

EJEMPLO 3

Validacion de un clasificador pronostico de 8 miARN reducido para la prediccion del riesgo de recidiva en dos
cohortes de validaciéon independientes

Objeto del estudio

Validar el clasificador de 3 microARN (miR-152-3pxmiR-185-5pxmiR-221-3p); que es el clasificador reducido del
clasificador de 8 microARN descrito en el ejemplo 1 y 2), en dos cohortes de pacientes con PR independientes:
cohorte 2 y cohorte 3.

Procedimientos

Muestras

Se usaron dos cohortes para la validacién. Cohorte 2: Para la identificacion de miARN mediante RT-gPCR, se usaron
muestras de tejido prostatico incluido en parafina fijado con formol (FFPE). Todas las muestras se recogieron en el
Departamento de Urologia y se obtuvieron del Institute of Pathology, Aarhus University Hospital, Dinamarca (de 1997
a 2005). Para las muestras cancerosas, las regiones representativas con >90 % de tumor se marcaron en las
secciones tefiidas con hematoxilina y eosina (H y E), y se tomaron biopsias en sacabocados de los bloques FFPE
correspondientes para la extraccion de ARN como se describe en (Haldrup 2013). EI ARN total se aislé de biopsias en
sacabocados de 1,5 mm usando el miRNeasy FFPE Kit (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
proporcion de absorbancia de 260/280 nm (proporcién éptima: 2,0) se usé como garantia de calidad para las muestras
de ARN. Las muestras de ARN con una proporcion <1,75 se excluyeron de un analisis adicional. EI ARN purificado se
almaceno a -80 °C. Esta cohorte de validacidon (cohorte 2) consistiéo en 112 PR con intencién curativa de cancer de
prostata clinicamente localizado y verificado histolégicamente (para los andlisis de SSR n=110; dos de los 112
pacientes con PR se excluyeron en los analisis de SSR debido al tratamiento endocrino posoperatorio). Cohorte 3:
Consiste en un conjunto de datos de expresion de los microARN GSE21036 externo de Taylor et al. disponible en la
pagina web de GEO ((Taylor et al. y Hieronymus et al). Este conjunto de datos incluyé 99 muestras de tejido de PR
ultracongeladas. Se midio la expresion de 368 microARN usando Human microRNA Microarray 2.0 de Agilent.

Perfil de expresion de los microARN

Se realizo el perfil de expresion de los microARN (todos los reactivos de Exiqon) en Exigon A/S, Vedbaek, Dinamarca,
usando la plataforma miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR. En resumen, se transcribieron de forma inversa
40 ng de ARN total en reacciones de 40 pl usando el miRCURY LNA™ microRNA PCR, Polyadenylation and cDNA
synthesis kit II. EIl ADNc se diluyé 100x y se analizé en reacciones de PCR de 10 pl. Para la cohorte 2 (validacion), se
analizaron 94 miARN seleccionados (incluido el gen de normalizacién miR-151a-5p) usando un panel de miRCURY
LNA™ Universal RT Pick-&-Mix microRNA PCR (4x96 en 384 pocillos, listo para usar). Los controles negativos (sin
molde en la reaccion de transcripcion inversa) se efectuaron en paralelo. La amplificacion se realizé usando el sistema
de PCR en tiempo real LightCycler® 480 (Roche) y la mezcla maestra ExXILENT SYBR® Green. Las curvas de
amplificacion se analizaron usando el programa informatico Roche LC para la determinacion de los valores de ciclo de
cuantificacion (Cq) (mediante el procedimiento de la segunda derivada (Livak, 2001) y para los analisis de la curva de
fusion). Los microARN detectados con <3 Cq menos que el control negativo o para los que todos los valores de Cq
excedieron de 37 en todas las muestras se excluyeron de los andlisis adicionales (cohorte 2: sin miARN).

Se realiz6 la normalizacion usando el gen de normalizacion miR-151a-5p, establecido como un gen de normalizacién
individual 6ptimamente estable en el ejemplo 1, identificado mediante el algoritmo NormFinder (10) como un gen de
normalizacion individual 6ptimamente estable en ambas cohortes 1y 2. La normalizacion se realizé de acuerdo con la
férmula ACq = CqFactor de normalizacion - CqmiarRN. Las diferencias en los niveles de expresion se calculan como AACq =
ACQqgrupo 1- ACQgrupo 2. Para convertir esto en un valor de cambio, se usa la férmula 2- 2A%9, E|l numero reciproco,
multiplicado por un factor de -1, se usé para los miARN regulados por disminucion.

Analisis estadistico:

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo en STATA, versidon 11 (StataCorp, Texas, EE. UU.). Para todos los
analisis, los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Precision en el prondstico: Se usé la recidiva bioquimica (RBQ; valor de corte de PSA 20,2 ng/ml, en base a la practica
clinica local) como criterio de valoracion. Los pacientes que no habian experimentado una RBQ fueron objeto de
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censura estadistica en su Ultima medida de PSA normal. El valor pronéstico del clasificador se evalué mediante el
analisis de Kaplan-Meier y la prueba del orden logaritmico bilateral, y mediante analisis de regresion de Cox
univariantes y multivariantes como variable continua, asi como dicotémica. Para la validacion del clasificador, los
pacientes en la cohorte 2 y 3 se dividieron en dos grupos usando el valor de corte (fraccion) definido en la cohorte 1
(valor de corte determinado después del analisis de ROC del estado sin recidiva/con recidiva). El supuesto de riesgos
proporcionales se verificO mediante la funcidon de distribucion de supervivencia log-negativa-log para todas las
variables. Para las pruebas multivariantes, se incluyeron todos los parametros clinicopatolégicos significativos en el
analisis univariante. Las variables que no respondieron en el analisis multivariante se excluyeron del modelo
multivariante final a través de seleccion regresiva gradual. El estadio T patolégico se dicotomizd en enfermedad
localizada (T2) y localmente avanzada (T3-4). La puntuacion de Gleason se agrupo en dos categorias que contenian
las puntuaciones 5-6 (baja) y 7-10 (alta), respectivamente. El estado de los margenes quirirgicos se dicotomizé en
margenes negativos y positivos. Los niveles de PSA preoperatorio se analizaron como una variable continua. Se
estimo la precisidn en el pronéstico usando el indice de concordancia de Harrell.

Resultados

Como se observa en la tabla 5, el estado de alto riesgo molecular, como se define mediante el clasificador pronodstico
de 8 miARN reducido, se asoci6 significativamente con la RBQ precoz después de la PR tanto en el analisis de
regresion de Cox univariante (p=0,001) como multivariante (p=0,003) en la cohorte 3 (tabla 5, abajo). En esta cohorte,
el nivel de PSA preoperatorio no tuvo valor pronéstico independiente significativo y la puntuacién de Gleason se omitié
del analisis debido a que no hubo ningun acontecimiento en uno de los grupos. Ademas, el clasificador pronédstico de
8 miARN reducido se asocié significativamente con la RBQ precoz después de la PR en el analisis de regresion de
Cox univariante (p=0,047) y estuvo en el limite de la significacion estadistica en el multivariante (p=0,091) en la
cohorte 2 (tabla 5, centro). En esta cohorte, el estadio T patoldgico y la puntuacion de Gleason tampoco tuvieron valor
pronéstico independiente significativo.

Ademas, se estimé la precision predictiva de cada uno de los modelos multivariantes mediante el indice C de Harrell.
De forma interesante, cuando el clasificador pronéstico de 8 miARN reducido se afadié a los modelos multivariantes
que incluian solo factores clinicopatoldgicos, las precisiones predictivas se incrementaron de 0,74 a 0,78 en la cohorte
3 (tabla 5, abajo) y de 0,71 a 0,73 en la cohorte 2 (tabla 5, abajo), o que respalda un funcionamiento moderadamente
mejorado del modelo prondstico combinado. Finalmente, los analisis de Kaplan-Meier demostraron una asociacion
significativa entre el clasificador pronéstico de 8 miARN reducido y la corta SSR en la cohorte 2 (figura 2B; p=0.014,
prueba del orden logaritmico) y esta asociacion también se validdé con éxito en la cohorte 3 (figura 2C); p=0,019,
prueba del orden logaritmico).

A pesar del hecho de que las muestras de tumores en la cohorte 3 fueron de diferente origen nacional (EE. UU.), se
muestrearon de una manera diferente (ultracongeladas), se sometieron a diferentes procedimientos de extraccion de
ARN, se analizaron mediante una diferente plataforma de deteccién de la expresion de los microARN y diferentes
caracteristicas de cohorte (la cohorte 3 fue, en general, de menor malignidad y tuvo menos acontecimientos de
recidiva que las cohortes 1y 2), el clasificador pronéstico de 8 miARN reducido funcioné igualmente bien en la cohorte
externa, lo que subraya la solidez de este clasificador prondstico de 8 miARN reducido.

Conclusion

Se ha construido un clasificador prondstico de 8 miARN reducido, que fue un factor prondstico significativo del tiempo
hasta la RBQ después de la PR en tres cohortes de pacientes independientes (ejemplo 1 y 3). Se validé el
funcionamiento del clasificador prondstico de 8 miARN reducido; un factor prondstico independiente significativo de
RBQ después de la PR en la cohorte 1 en una cohorte 3 de pacientes completamente diferente, lo que demuestra la
capacidad del clasificador como una herramienta de pronéstico para el cancer de prostata.

EJEMPLO 4

Validacion de un clasificador de 3 microARN prondstico para la predicciéon del riesgo de recidiva en dos
cohortes de validaciéon independientes

Objeto del estudio

Validar el clasificador de 3 microARN (miR-185-5p+miR-221-3p+miR-326 en base a la suma ponderada de los miARN
significativos en el analisis de regresion de Cox univariante, descrito en el ejemplo 1) en dos cohortes de pacientes
independientes: cohorte 2 y cohorte 3.

Procedimientos

Descritos en el ejemplo 3
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Resultados

Como se observa en la tabla 6, el valor pronéstico del clasificador de 3 microARN se validé con éxito mediante analisis
de regresion de Cox univariantes, asi como multivariantes, en la cohorte 2 y la cohorte 3. El estado de alto riesgo
molecular, como se define mediante el clasificador prondstico de 3 miARN, se asocio significativamente con la RBQ
precoz después de la PR tanto en el analisis de regresién de Cox univariante (p=0,006 y p<0,001) como multivariante
(p=0,048 y p=0,012) en la cohorte 2 y la cohorte 3 respectivamente (tabla 6, centro y abajo). En la cohorte 2, el estado
de los margenes quirdrgicos y la puntuacion de Gleason no tuvieron valor prondstico independiente significativo, y en
la cohorte 3, el estadio T patoldgico no fue significativa en el modelo multivariante, y la puntuacion de Gleason se
omitié del andlisis debido a que no hubo ninguin acontecimiento en uno de los grupos.

Ademas, se estimo la precision predictiva de cada uno de los modelos multivariantes mediante el indice C de Harrell.
Cabe destacar que, cuando el clasificador pronéstico de 3 microARN se afiadié a los modelos multivariantes que
incluian solo factores clinicopatolégicos, las precisiones predictivas se incrementaron de 0,73 a 0,75 en la cohorte 3
(tabla 6, centro) y de 0,74 a 0,80 en la cohorte 3 (tabla 5, abajo), lo que respalda un funcionamiento mejorado del
modelo prondstico combinado. Finalmente, los analisis de Kaplan-Meier demostraron una asociacion significativa
entre el clasificador pronéstico de 3 micro ARN y la corta SSR en la cohorte 2 (figura 3B; p=0.035, prueba del orden
logaritmico) y esta asociacion también se validd con éxito en la cohorte 3 (figura 3C); p=0,008, prueba del orden
logaritmico).

A pesar del hecho de que las muestras de tumores en la cohorte 3 fueron de diferente origen nacional (EE. UU.), se
muestrearon de una manera diferente (ultracongeladas), se sometieron a diferentes procedimientos de extraccién de
ARN, se analizaron mediante una diferente plataforma de deteccion de la expresiéon de los microARN vy diferentes
caracteristicas de cohorte (la cohorte 3 fue, en general, de menor malignidad y tuvo menos acontecimientos de
recidiva que las cohortes 1 y 2), el clasificador prondstico de 3 microARN funcion6 igualmente bien en la cohorte
externa, lo que subraya la solidez de este clasificador prondstico de 3 microARN.

Conclusion

Se ha construido un clasificador pronéstico de 3 microARN con valor de prediccion prondstico independiente
significativo para predecir el tiempo hasta la RBQ después de la PR en tres cohortes de pacientes independientes
(ejemplo 1 y 4). Se validé el funcionamiento del clasificador prondstico de 3 microARN; un factor prondstico
independiente significativo del tiempo hasta la RBQ después de la PR en la cohorte 1 en una cohorte 3 de pacientes
completamente diferente, lo que demuestra la capacidad del clasificador como una herramienta de prondéstico para el
cancer de prostata.

EJEMPLO 5

Validacion de un clasificador (basado en proporcion) de 4 microARN pronéstico para la prediccion del riesgo
de recidiva en una cohorte de validacion independiente

Objeto del estudio

Validar el clasificador de 4 microARN basado en proporcion (miR-10b-5pxmiR-23a-3p/miR-133a-3pxmiR-374b-5p,
descrito en el ejemplo 1) en dos cohortes de pacientes independientes: cohorte 2 y cohorte 3.

Procedimientos
Descritos en el ejemplo 3
Resultados

Como se observa en la tabla 7, el estado de alto riesgo molecular, como se define mediante el modelo de proporcién
pronostico de 4 microARN, se asocié significativamente con la RBQ precoz después de la PR tanto en el andlisis de
regresion de Cox univariante (p=0,021) como multivariante (p=0,024) en la cohorte 2 (tabla 7, centro). En esta cohorte,
el estadio T patoldgico y la puntuacion de Gleason no tuvieron valor pronéstico independiente significativo. Ademas, el
modelo de proporcion pronéstico de 4 microARN se asocio significativamente con la RBQ precoz después de la PR en
el analisis de regresion de Cox univariante (p=0,014) y estuvo en el limite de la significacion estadistica en el
multivariante (p=0,115) en la cohorte 3 (tabla 7, abajo). En la cohorte 3, el estadio T patolégico tampoco tuvo valor
prondstico independiente significativo y la puntuacion de Gleason se omitié del analisis debido a que no hubo ningun
acontecimiento en uno de los grupos.

Ademas, se estimo la precision predictiva de cada uno de los modelos multivariantes mediante el indice C de Harrell.
Cuando el modelo de proporcién prondstico de 4 microARN se afiadié a los modelos multivariantes que incluian solo
factores clinicopatologicos, las precisiones predictivas se incrementaron de 0,73 a 0,75 en la cohorte 2 (tabla 7, centro)
y de 0,73 a 0,78 en la cohorte 2 (tabla 7, abajo), lo que respalda un funcionamiento moderadamente mejorado del
modelo prondstico combinado. Finalmente, los analisis de Kaplan-Meier demostraron una asociacion significativa
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entre el modelo de proporcion prondstico de 4 microARN vy la corta SSR en la cohorte 2 (figura 4B; p=0,0355, prueba
del orden logaritmico) y esta asociacion estuvo en el limite de la significacion estadistica en la cohorte 3 (figura 4C;
p=0,1097, prueba del orden logaritmico).

Conclusién

En conclusién, se ha construido un modelo de proporcion prondstico de 4 microARN, que fue un factor prondstico
significativo de la RBQ después de la PR en tres cohortes de pacientes independientes y con valor pronéstico
independientemente de los parametros clinicopatoldgicos habituales en dos cohortes de pacientes de cancer de
prostata independientes (ejemplo 1y 5).

EJEMPLO 6

Validacion de un clasificador (basado en proporcion) de 2 microARN pronéstico para la prediccion del riesgo
de recidiva en dos cohortes de validacion independientes

Objeto del estudio

Validar el clasificador de 2 microARN basado en proporcién (miR10b-5p/ miR-374b-5p, descrito en el ejemplo 1) en
dos cohortes de pacientes independientes: cohorte 2 y cohorte 3.

Procedimientos
Descritos en el ejemplo 3
Resultados

Como se observa en la tabla 8, el valor pronoéstico del modelo de proporcién pronéstico de 2 microARN se validé con
éxito mediante analisis de regresion de Cox univariantes, asi como multivariantes, en la cohorte 2 y la cohorte 3. El
estado de alto riesgo molecular, como se define mediante el modelo de proporcién prondstico de 2 microARN, se
asocio significativamente con la RBQ precoz después de la PR tanto en el analisis de regresion de Cox univariante
(p=0,047 y p=0,023) como multivariante (p=0,047 y p=0,015) en la cohorte 2 y la cohorte 3 respectivamente (tabla 8,
centro y abajo). En la cohorte 2, el estadio T patolégico quirirgico y la puntuacién de Gleason no tuvieron valor
prondstico independiente significativo, y en la cohorte 3, el estadio T patolégico no fue significativa en el modelo
multivariante, y la puntuacién de Gleason se omitié del analisis debido a que no hubo ningiin acontecimiento en uno de
los grupos.

Ademas, se estimo la precision predictiva de cada uno de los modelos multivariantes mediante el indice C de Harrell.
Cabe destacar que cuando el modelo de proporcion pronostico de 2 microARN se afiadié a los modelos multivariantes
que incluian solo factores clinicopatoldgicos, las precisiones predictivas se incrementaron de 0,73 a 0,74 en la cohorte
2 (tabla 8, centro) y de 0,73 a 0,79 en la cohorte 3 (tabla 8, abajo), lo que respalda un funcionamiento moderadamente
mejorado del modelo prondstico combinado. Finalmente, los analisis de Kaplan-Meier demostraron una asociacion
significativa entre el modelo de proporcién pronéstico de 2 micro ARN y la corta SSR en la cohorte 2 (figura 5B;
p=0.0487, prueba del orden logaritmico) y esta asociacidon también se validé con éxito en la cohorte 3 (figura 5C);
p=0,0005, prueba del orden logaritmico).

A pesar del hecho de que las muestras de tumores en la cohorte 3 fueron de diferente origen nacional (EE. UU.), se
muestrearon de una manera diferente (ultracongeladas), se sometieron a diferentes procedimientos de extraccion de
ARN, se analizaron mediante una diferente plataforma de deteccion de la expresion de los microARN y diferentes
caracteristicas de cohorte (la cohorte 3 fue, en general, de menor malignidad y tuvo menos acontecimientos de
recidiva que las cohortes 1y 2), el modelo de proporcién pronéstico de 2 microARN funcioné igualmente bien en la
cohorte externa, lo que subraya la solidez de este modelo de proporcién prondstico de 2 microARN.

Conclusioén

Se ha construido un clasificador prondstico de 2 microARN basado en proporcion con valor independiente significativo
para predecir el tiempo hasta la RBQ después de la PR en tres cohortes de pacientes independientes (ejemplo 1y 6).
Se validoé el funcionamiento del modelo de proporcién prondstico de 2 microARN; un factor pronédstico independiente
significativo del tiempo hasta la RBQ después de la PR en la cohorte 1 en una cohorte 3 de pacientes completamente
diferente, lo que demuestra la capacidad y solidez del clasificador como una herramienta de prondstico para el cancer
de prostata.
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Tabla 3. Lista combinada de microARN con valor pronéstico potencial a partir de los que se construyen los
clasificadores.

Procedimiento de
descubrimiento 1 (validacién| Procedimiento de descubrimiento 2 (regresién de Cox)
Descubrimie| cruzada dejando uno fuera)
nto de Clasificador Clasificador Clasificador de|Clasificador de
microARN |[Clasificador de ron6stico de 8 11 microARN con de 3 4 microARN | 2 microARN
combinados| 8 microARN | " . potencial . (basado en (basado en
miARN reducido o e microARN . i
(1)2 a prondstico a proporcion) |proporcion) (5)
(2) (3) ay :

g:R'374'°' B“'R'374b'5 miR-374b-5p miR-374b-5p | miR-374b-5p
miR-23a-3p | miR-23a-3p miR-23a-3p miR-23a-3p

miR-625-3p miR-625-3p

miR-615-3p | miR-615-3p miR-615-3p

miR-185-5p | miR-185-5p | miR-185-5p miR-185-5p miR-185-5p

;"R'133a'3 miR-133a-3p miR-133a-3p

miR-193a-5 | miR-193a-5 miR-193a-5p

P p

miR-221-3p | miR-221-3p | miR-221-3p miR-221-3p miR-221-3p

miR-326 miR-326 miR-326

miR-10b-5p miR-10b-5p miR-10b-5p | miR-10b-5p
miR-30d-3p miR-30d-3p

miR-152-3p | miR-152-3p | miR-152-3p

miR-106a-5 | miR-106a-5

P p

@ Corresponde al listado en el ejemplo 1.

Tabla 4. Clasificador prondstico de 8 miARN (ejemplo 1+2). Potencial pronéstico del clasificador pronéstico de 8
miARN evaluado mediante analisis de regresién de Cox uni y multivariantes del tiempo de supervivencia sin recidiva

bioquimica en tres cohortes de PR.
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Univariante Multivariante - Final ©
. s HR (IC de un indice| HR(IC de un Valor de indice
Variable Caracteristicas 95 %) Valor de p ca 95 %) P ch

Cohorte 1, n=126, 56 con recidiva
Edad en el momento Continua | 1,00 (0,94-1,05) 0,858 0,53 ; .
del diagnostico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea |31, 181.536) <0,001 0,64 ; ;

pT3a-c
Puntuacion de Gleason 5-6 frente a 7-10 | 2,73 (1,51-4,93) 0,001 0,61 | 1,94 (1,03-3,69) 0,042

i o™
Estadodelos ~ Negativosfrente a| ; 75 1 59.470) <0,001 0,63 | 2,91 (1,65-5,12) <0,001 | =~
margenes quirlirgicos positivos S|
PSA preoperatorio Continuo 1,05 (1,02-1,08) <0,001 0,62 |1,03(1,01-1,07) 0,005 g
Clasificador pronéstico .
de 8 MIARN ¢ Continuo 2,24 (1,97-3,75) <0,001 0,74 |2,02 (1,52-2,68) <0,001
Cohorte 2, n=110, 49 con recidiva
Edad en el momento Continua | 0,97 (0,93-1,03) 0319 0,53 - ;
del diagndstico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea |3, (169.530) <0,001 0,63 ; ;

pT3a-c
Puntuacion de Gleason 5-6 frente a 7-10 | 2,42 (1,23-4,73) 0,010 0,59 - -
Estadodelos ~ ~  Negativos frente a| 3 37 (1 89.6 00) <0,001 0,64 |3.24 (1,81-5,82) <0,001 |
margenes quirrgicos positivos ~
PSA preoperatorio Continuo 1,05 (1,03-1,07) <0,001 0,72 |1,05(1,03-1,07) <0,001 e
Clasificador pronéstico .
de 8 MIARN ¢ Continuo 0,97 (0,73-1,28) 0,817 0,52 - -
Cohorte 3, n=99, 25 con recidiva *
Edad en el momento Continua | 1,03 (0,98-1,09) 0,278 0,56 - ;
del diagnéstico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea |, o5 180.912) 0,001 0,68 - -

pT3a-c
Estadodelos ~ Negativosfrente a| 3 o4 (4 70.8.54) 0,001 0,63 | 2,94 (1,296,72) 0,011 | o
margenes quirlirgicos positivos M|
PSA preoperatorio Continuo 1,09 (1,06-1,13) <0,001 0,66 | 1,09 (1,04-1,13) <0,001 e g,
Clasificador pronéstico .
de 8 MIARN ¢ Continuo 1,86 (1,23-2,81) 0,003 0,66 | 1,88 (1,20-2,96) 0,006

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; HR, proporcion de riesgos instantaneos; PSA, antigeno prostatico especifico;
pT, estadio tumoral patoldgico; PR, prostatectomia radical.

a Precision predictiva estimada mediante el indice de concordancia de Harrell (indice C).

bColumna de la izquierda, indice C basado solo en variables clinicopatologicas (es decir, excluyendo la expresién del
clasificador de miARN); columna de la derecha, indice C basado en todas las variables incluidas en el modelo.

¢ El clasificador prondstico de 8 miARN se analiz se analizé en un andlisis multivariante que incluia el estadio tumoral,
la puntuacion de Gleason, los margenes quirtrgicos y el PSA preoperatorio. En el modelo multivariante final, las
variables que no respondieron en el analisis multivariante global se excluyeron mediante seleccién regresiva gradual.

4 Para la generacion de este clasificador pronostico de 8 miARN, se calculé una suma ponderada. El nivel de
expresion de cada miARN se ponderé mediante los coeficientes de regresion estimados en un modelo de riesgos
proporcionales multivariante (entrenado en la cohorte 1 y sometido a prueba en las cohortes 2 y 3).

* La puntuacion de Gleason se excluyé del analisis en la cohorte 3, puesto que en el grupo de puntuaciones de
Gleason bajas (5-6) no hubo ningun acontecimiento, lo que provoco un error en el analisis.

Los valores de p significativos (p <0,05) aparecen resaltados en negrita.
Tabla 5. Clasificador de 8 miR reducido (ejemplo 1+3): Potencial pronéstico del clasificador prondstico de 8 miARN

reducido (miR-152-3p+miR-185-5p+miR-221-3p) evaluado mediante analisis de regresién de Cox uni y multivariantes
del tiempo de supervivencia sin recidiva bioquimica en tres cohortes de PR.
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Univariante Multivariante - Final ©
. s HR (IC de un indice| HR(IC de un Valor de indice
Variable Caracteristicas 95 %) Valor de p ca 95 %) P ch
Cohorte 1, n=126, 56 con recidiva
Edad en el momento Continua | 1,00 (0,94-1,05) 0,858 0,53 ; .
del diagnostico
. <10 frente a
PSA preoperatorio <10 ng/ml 1,81 (0,91-3,58) 0,090 0,54 - -
Estadio tumoral pT2a-cfrentea |4 15 181.536) <0,001 0,64 ; ;
pT3a-c o
Puntuacion de Gleason 5-6 frente a 7-10 | 2,73 (1,51-4,93) 0,001 0,61 |2,24 (1,20-3,45) 0,011 g
Estadodelos ~ ~  Negativos frente a| , 75 4 504 70) <0,001 0,63 | 2,76 (1,59-4,78) <0,001 Q
margenes quirdrgicos positivos s
Clasificador pronoéstico .
de 8 MIARN reducido® Continuo 1,67 (1,26-2,21) <0,001 0,64 |2,00(1,16-3,45) 0,013
Cohorte 2, n=110, 49 con recidiva
Edad en el momento &, 0 1097(093-1,03) 0319 0,53 - -
del diagnéstico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea |4 44 169.530) <0,001 0,63 - -
pT3a-c
Puntuacion de Gleason 5-6 frente a 7-10 | 2,42 (1,23-4,73) 0,010 0,59 - -
. <10 frente a
PSA preoperatorio <10 ng/ml 3,54 (1,72-7,31) 0,001 0,64 |3,52(1,70-7,31) 0,001 -
. y [32]
Estadodelos ~ Negativos frente a| 3 37 1 89.600) <0,001 0,64 | 3,63 (2,01-6,53) <0,001 | © | =
margenes quirdrgicos positivos =
Clasificador pronéstico .
de 8 MIARN reducido® Continuo 1,31 (1,00-1,71) 0,047 0,56 |1,27 (0,96-1,67) 0,091
Cohorte 3, n=99, 25 con recidiva *
Edad en el momento &, 0 1103(098-1,09) 0278 0,56 - ;
del diagnéstico
. <10 frente a
PSA preoperatorio <10 ng/ml 3,67 (1,64-8,20) 0,002 0,64 - -
Estadio tumoral pTQf)‘%Z‘fgte @ 1405(1,80-912) 0,001 068 |2,91(1,26:6,72) 0,012 |
N~
. y | ¢©
Estadodelos ~ Negativosfrente a| 3 a4 (1 70.854) 0,001 0,63 |3,38 (1,47-7,76) 0,004 | © | =
margenes quirdrgicos positivos S
Clasificador pronéstico .
de 8 MIARN reducido® Continuo 1,88 (1,31-2,70) 0,001 0,70 |1,82(1,23-2,69) 0,003

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; HR, proporcion de riesgos instantaneos; PSA, antigeno prostatico especifico;
pT, estadio tumoral patoldgico; PR, prostatectomia radical.

2 Precision predictiva estimada mediante el indice de concordancia de Harrell (indice C).

bColumna de la izquierda, indice C basado solo en variables clinicopatologicas (es decir, excluyendo la expresion del
clasificador de miARN); columna de la derecha, indice C basado en todas las variables incluidas en el modelo.

¢ El clasificador pronéstico de 8 miARN reducido se analizé en un analisis multivariante que incluia el estadio tumoral,
la puntuacion de Gleason, los margenes quirtrgicos y el PSA preoperatorio. En el modelo multivariante final, las
variables que no respondieron en el analisis multivariante global se excluyeron mediante seleccién regresiva gradual.

4 Para la generacion de este clasificador pronostico de 8 miARN reducido, se calculé una suma ponderada. El nivel de
expresion de cada miARN se ponderé mediante los coeficientes de regresion estimados en un modelo de riesgos
proporcionales multivariante (entrenado en la cohorte 1 y sometido a prueba en las cohortes 2 y 3).

* La puntuacion de Gleason se excluyd del andlisis en la cohorte 3, puesto que en el grupo de puntuaciones de
Gleason bajas (5-6) no hubo ningun acontecimiento, lo que provocé un error en el analisis.

Los valores de p significativos (p <0,05) aparecen resaltados en negrita.
Tabla 6. Combinacion de candidatos para la regresion de Cox de microARN individuales (ejemplo 1+4).
Potencial pronéstico del clasificador pronéstico de 3 miARN (miR-185-5p+miR-221-3p+miR-326) evaluado mediante

analisis de regresién de Cox uni y multivariantes del tiempo de supervivencia sin recidiva bioquimica en tres cohortes
de PR.
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Univariante Multivariante - Final ©
. s HR (IC de un indice| HR(IC de un Valor de indice
Variable Caracteristicas 95 %) Valor de p ca 95 %) p cb
Cohorte 1, n=126, 56 con recidiva
Edad en el momento Continua | 1,00 (0,94-1,05) 0,858 0,53 ; -
del diagnostico
Estadio tumoral pT2acfrentea |35 4g81.536) <0,001 0,64 ; ;
pT3a-c
Puntuacion de Gleason 5-6 frente a 7-10 | 2,73 (1,51-4,93) 0,001 0,61 |2,68 (1,46-4,93) 0,001
i N
Estadodelos ~ Negativosfrenteal , 75 4 59.470) <0,001 0,63 |2.46 (1,39-4,34) 0,002 | ~
margenes quirurgicos pOSItIVOS o <«
PSA preoperatorio Continuo 1,05 (1,02-1,08) <0,001 0,62 |1,04(1,01-1,07) 0,005 g
ﬁ';sgﬁidor de 3 Continuo 1,71 (1,31-2,24) <0,001 0,66 | 1,36 (1,03-1,79) 0,031
Cohorte 2, n=110, 49 con recidiva
Edad en el momento Continua | 0,97 (0,93-1,03) 0319 0,53 ; ;
del diagndstico
Es’tado de Iosf o Nega’uvqsf frente a 3,37 (1,89-6,00) <0,001 0,64 ) )
margenes quirurgicos pOSItIVOS
Puntuacion de Gleason 5-6 frente a 7-10 | 2,42 (1,23-4,73) 0,010 0,59 - -
Estadio tumoral pTzf)'Tcgﬁgte ® |3,00(1,69530) <0,001 063 |3.21(1.76:584) <0,001 | o
. 5 Yo}
PSA preoperatorio Continuo 1,05 (1,03-1,07) <0,001 072 | 1,05(1,02-1,07) <0,001 | < |
g;sgmdor de 3 Continuo | 1,44 (1,11-1,88) 0,006 0,58 |1,28 (1,00-1,64) 0,048
Cohorte 3, n=99, 25 con recidiva *
Edad en el momento Continua | 1,03(0,98-1,09) 0278 0,56 ; ;
del diagnéstico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea |, o5 180.912) 0,001 0,68 - -
pT3a-c
Estadodelos ~ Negativosfrente a| 3 a4 (4 70.854) 0,001 0,63 |2,40 (0,94-6,12) 0,007 | <
margenes quirurgicos pOSItIVOS N~ o
PSA preoperatorio Continuo 1,09 (1,06-1,13) <0,001 066 |1,06(1,02-1,11) 0,008 | ° | &
g';sgﬁidor de 3 Continuo 2,10 (1,42-3,10) <0,001 0,70 |1,91(1,26-2,91) 0,012

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; HR, proporcion de riesgos instantaneos; PSA, antigeno prostatico especifico;
pT, estadio tumoral patoldgico; PR, prostatectomia radical.

@ Precision predictiva estimada mediante el indice de concordancia de Harrell (indice C).

bColumna de la izquierda, indice C basado solo en variables clinicopatologicas (es decir, excluyendo la expresién del
clasificador de miARN); columna de la derecha, indice C basado en todas las variables incluidas en el modelo.

¢ El clasificador prondstico de 3 miARN se analiz se analizé en un analisis multivariante que incluia el estadio tumoral,
la puntuacion de Gleason, los margenes quirtrgicos y el PSA preoperatorio. En el modelo multivariante final, las
variables que no respondieron en el analisis multivariante global se excluyeron mediante seleccion regresiva gradual.

4 Para la generacion de este clasificador pronostico de 3 miARN, se calculé una suma ponderada. El nivel de
expresion de cada miARN se ponderé mediante los coeficientes de regresion estimados en un modelo de riesgos
proporcionales multivariante (entrenado en la cohorte 1 y sometido a prueba en las cohortes 2 y 3).

* La puntuacion de Gleason se excluyd del andlisis en la cohorte 3, puesto que en el grupo de puntuaciones de
Gleason bajas (5-6) no hubo ningun acontecimiento, lo que provocé un error en el analisis.

Los valores de p significativos (p <0,05) aparecen resaltados en negrita.
Tabla 7. Modelo de proporciéon prondstico de 4 miARN (ejemplo 1+5). Potencial pronéstico del modelo de

proporcion de 4 miARN [miR-10b-5pxmiR-23a-3p)/(miR-133a-3pxmiR-374b-5p] evaluado mediante analisis de
regresion de Cox uni y multivariantes de la supervivencia sin recidiva bioquimica en tres cohortes de PR.
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Univariante ] Multivariante - Final ©
Variable Caracteristicas HR gsc%;’ un Valc;)r de In((:;llace HR ggtz;e un Valorde indice C®

Cohorte 1, n=126, 56 con recidiva
Edad en el momento Continua | 1,00 (0,94-1,05) 0,858 0,53 - -
del diagndstico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea |4 15 1 81.536) <0,001 0,64 ; ;

pT3a-c
g‘lje”;‘;iﬁ'm de 5-6 frente a 7-10|2,73 (1,51-4,93) 0,001 0,61 | 1,98 (1,04-3,75) 0,037

fi (32]
Estadodelos ~ Negativos frente & , 73 (1 59.4 70y <0,001 0,63 |3,04 (1,71-5,42) <0,001 | =
margenes quirdrgicos positivos S |
PSA preoperatorio Continuo 1,05 (1,02-1,08) <0,001 0,62 |1,04(1,02-1,07) 0,002 ';,
Modelo de proporcion .
o d mARN Continuo  |0,77 (0,68-0,87) <0,001 0,69 |0,78 (0,67-0,90) 0,001
Cohorte 2, n=110, 49 con recidiva
Edad en el momento Continua  |0,97 (0,93-1,03) 0,319 0,53 - ;
del diagnéstico
Estadio tumoral pT2a-cfrente a | 4 54 (1 69.530) <0,001 0,63 - -

pT3a-c
Puntuacion de 5.6 frente a 7-10 | 2,42 (1,23-4,73) 0,010 0,59 ; ;
Gleason
Estadodelos ~ Negativos frente &3 57 (1 89.6 00)) <0,001 0,64 |3,11 (1,71-568) <0,001 | o
margenes quirurgicos pOSItIVOS N~ o
PSA preoperatorio Continuo 1,05 (1,03-1,07) <0,001 0,72 |1,05(1,03-1,07) <0,001 e 'c\).
Modelo de proporcién .
do 4 mARN Continuo  |0,81(0,67-0,97) 0,021 0,57 |0,81(0,66-0,97) 0,024
Cohorte 3, n=99, 25 con recidiva *
Edad en el momento Continua  |1,03(0,98-1,09) 0,278 0,56 - -
del diagnéstico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea | 4 55 1 80.9.12) 0,001 0,68 ; ;

pT3a-c
Estadodelos ~ ~  Negativosfrente @ 5 a4 (1 70.854) 0,001 0,63 |2,52(1,06-6,00) 0,037 | o
margenes quirdrgicos positivos [
PSA preoperatorio Continuo 1,09 (1,06-1,13) <0,001 0,66 |1,07 (1,03-1,12) <0,001 e 'C\;
Modelo de proporcién .
do d mARN Continuo  |0,62 (0,42-0,91) 0,014 0,59 |0,75(0,53-1,07) 0,115

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; HR, proporcién de riesgos instantaneos; PSA, antigeno prostatico especifico;
pT, estadio tumoral patoldgico; PR, prostatectomia radical.

a Precision predictiva, estimada mediante el indice de concordancia de Harrell (indice C).

bColumna de la izquierda, indice C basado solo en variables clinicopatolégicas (es decir, excluyendo el modelo de
proporcion prondstico de 4 miARN); columna de la derecha, indice C basado en todas las variables incluidas en el
modelo.

¢El modelo de proporcion prondstico de 4 miARN se analizd en un analisis multivariante que incluia el estadio tumoral,
la puntuacion de Gleason, el estado de los margenes quirargicos y el PSA preoperatorio. En el modelo multivariante
final, las variables que no respondieron en el analisis multivariante global se excluyeron mediante seleccion regresiva
gradual.

*La puntuacion de Gleason se excluyo del analisis en la cohorte 3, puesto que en el grupo de puntuaciones de Gleason
bajas (5-6) no hubo ningun acontecimiento, lo que provocé un error en el analisis. Los valores de p significativos (p <
0,05) aparecen resaltados en negrita.

Tabla 8. Modelo de proporciéon prondstico de 2 miARN (ejemplo 1+6). Potencial prondstico del modelo de

proporcion de 2 miARN [miR-10b-5p/miR-374b-5p] evaluado mediante analisis de regresion de Cox uni y
multivariantes de la supervivencia sin recidiva bioquimica en tres cohortes de PR.
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Univariante Multivariante - Final ¢
. e HR(ICdeun Valor ; .. ol HR(IC de un Valor de indice
Variable Caracteristicas 95 %) de p Indice C 95 %) P cb
Cohorte 1, n=126, 56 con recidiva
Edad en el momento Continua | 1,00 (0,94-1,05) 0,858 0,53 ; -
del diagnostico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea |4 15 1 81.536) <0,001 0,64 ; ;
pT3a-c
gﬁ‘e";‘éﬁﬁ'm de 5-6 frente a 7-10 | 2,73 (1,51-4,93) 0,001 0,61 |2,60 (1,41-4,79) 0,002
Estadodelos ~  Negativosfrente a , 74 (1 59.470) <0,001 063 |3.20(1,81-5,65) <0,001 | o
margenes quirurgicos pOSItIVOS N~ ~
PSA preoperatorio Continuo 1,05 (1,02-1,08) <0,001 0,62 1,04 (1,01-1,07) 0,003 e g
Modelo de proporcién .
do 2 mARN Continuo  |0,73(0,61-0,88) 0,001 0,65 |0,73(0,62-0,87) <0,001
Cohorte 2, n=110, 49 con recidiva
Edad en el momento Continuo  |0,97 (0,93-1,03) 0319 0,53 - ;
del diagnéstico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea |4 54 1 69.530) <0,001 0,63 - -
pT3a-c
Puntuacion de 5-6 frente a 7-10 | 2,42 (1,23-4,73) 0,010 0,59 ; -
Gleason
Estadodelos ~  Negativosfrente 8 3 37 (1 89.6.00) <0,001 0,64 |3.20(1,76-5,84) <0,001 | o
margenes quirlrgicos positivos Mo
o
PSA preoperatorio Continuo 1,05 (1,03-1,07) <0,001 0,72 (1,05 (1,03-1,07) <0,001 'C‘)—
Modelo de proporcion .
do 2 mARN Continuo | 0,80 (0,64-1,00) 0,047 0,54 |0,79 (0,62-1,00) 0,047
Cohorte 3, n=99, 25 con recidiva *
Edad en el momento Continua | 1,03 (0,98-1,09) 0,278 0,56 ; -
del diagnéstico
Estadio tumoral pT2a-cfrentea | 4 55 (1 80.9.12) 0,001 0,68 ; -
pT3a-c
Estadodelos ~  Negativosfrente d 3 g1 (170.854) 0,001 063 |346(1,43-835) 0,006 | o
margenes quirurgicos pOSItIVOS N~ o
o
PSA preoperatorio Continuo | 1,09 (1,06-1,13) <0,001 0,66 |1,07 (1,03-1,11) <0,001 &
Modelo de proporcién .
do 2 mARN Continuo | 0,44 (0,22-0,89) 0,023 0,58 |0,38(0,18-0,83) 0,015

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; HR, proporcién de riesgos instantaneos; PSA, antigeno prostatico especifico;
pT, estadio tumoral patoldgico; PR, prostatectomia radical.

@ Precision predictiva estimada mediante el indice de concordancia de Harrell (indice C).

bColumna de la izquierda, indice C basado solo en variables clinicopatoldgicas (es decir, excluyendo el modelo de
proporcion de miARN); columna de la derecha, indice C basado en todas las variables incluidas en el modelo.

°El modelo de proporcion prondstico de 2 miARN se analizé en un analisis multivariante que incluia el estadio tumoral,
la puntuacion de Gleason, los margenes quirurgicos y el PSA preoperatorio. En el modelo multivariante final, las
variables que no respondieron en el analisis multivariante global se excluyeron mediante seleccion regresiva gradual.

* La puntuacion de Gleason se excluyé del analisis en la cohorte 3, puesto que en el grupo de puntuaciones de
Gleason bajas (5-6) no hubo ningun acontecimiento, lo que provocé un error en el analisis.

Los valores de p significativos (p <0,05) aparecen resaltados en negrita.
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Tabla 9.
quos los miR'gn la nomenclatura de Seq ID No | Secuencia
miRBase, version 21
miR-106a-5p 1 AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
miR-10b-5p 2 UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
miR-133a-3p 3 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
miR-152-3p 4 UCAGUGCAUGACAGAACUUGG
miR-185-5p 5 UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGA
miR-193a-5p 6 UGGGUCUUUGCGGGCGAGAUGA
miR-221-3p 7 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
miR-23a-3p 8 AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
miR-30d-3p 9 CUUUCAGUCAGAUGUUUGCUGC
miR-326 10 CCUCUGGGCCCUUCCUCCAG
miR-374b-5p 11 AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG
miR-615-3p 12 UCCGAGCCUGGGUCUCCCUCUU
miR-625-3p 13 GACUAUAGAACUUUCCCCCUCA
miR-151a-5p 14 UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU

Tabla 10. 61 miARN detectados en todas las muestras.

Nombre de miR

Nombre de miR

Nombre de miR

hsa-let-7a-5p hsa-miR-15a-5p hsa-miR-29¢-3p
hsa-let-7b-5p hsa-miR-16-5p hsa-miR-30b-5p
hsa-let-7c hsa-miR-186-5p hsa-miR-30c-5p
hsa-let-7f-5p hsa-miR-191-5p hsa-miR-30e-5p
hsa-let-7g-5p hsa-miR-193b-3p | hsa-miR-320a
hsa-let-7i-5p hsa-miR-1972 hsa-miR-320b
hsa-miR-103a-3p | hsa-miR-197-3p hsa-miR-328

hsa-miR-106a-5p

hsa-miR-199a-3p

hsa-miR-342-3p

hsa-miR-107

hsa-miR-19b-3p

hsa-miR-34a-5p

hsa-miR-10b-5p hsa-miR-21-5p hsa-miR-361-5p
hsa-miR-125a-5p | hsa-miR-221-3p hsa-miR-365a-3p
hsa-miR-125b-5p | hsa-miR-22-3p hsa-miR-423-3p

hsa-miR-1260a

hsa-miR-23a-3p

hsa-miR-423-5p

hsa-miR-126-3p

hsa-miR-23b-3p

hsa-miR-490-3p

hsa-miR-128

hsa-miR-24-3p

hsa-miR-574-3p

hsa-miR-141-3p

hsa-miR-25-3p

hsa-miR-663a

hsa-miR-143-3p

hsa-miR-26a-5p

hsa-miR-664a-3p

hsa-miR-145-5p

hsa-miR-27b-3p

hsa-miR-92a-3p

hsa-miR-150-5p

hsa-miR-29a-3p

hsa-miR-93-5p

hsa-miR-151a-5p

hsa-miR-29b-3p

hsa-miR-99a-5p

hsa-miR-99b-5p
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PUNTOS DE LA DIVULGACION

1) Un procedimiento in vitro para evaluar el prondstico de un paciente de cancer de préstata, que comprende
medir el nivel de expresion de al menos dos miR seleccionados del grupo de 13 miR que consiste en: miR-106a-5p,
miR-10b-5p, miR-133a-3p, miR-152-3p, miR-185-5p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-30d-3p, miR-326,
miR-374b-5p, miR-615-3p y miR-625-3p en una muestra de células prostaticas obtenidas de dicho paciente, en el que
un nivel de expresion distinto de dichos al menos 2 miR, en comparacién con un perfil de expresion de referencia, es
indicativo del prondstico de dicho paciente.

2) El procedimiento de acuerdo con el punto 1, en el que los al menos dos miR se seleccionan del grupo de miR
que consiste en: miR-106a-5p, miR-152-3p, miR-185-5p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-374b-5p y
miR-615-3p.

3) El procedimiento de acuerdo con el punto 1, en el que los al menos dos miR se seleccionan del grupo de miR
que consiste en: miR10b-5p, miR-133a-3p, miR-23a-3p y miR-374b-5p.

4) El procedimiento de acuerdo con el punto 1, en el que los al menos dos miR se seleccionan del grupo de miR
que consiste en: miR-185-5p, miR-221-3p y miR-326.
5) El procedimiento de acuerdo con el punto 1 0 2, en el que los al menos dos miR se seleccionan del grupo de

miR que consiste en: miR-152-3p, miR-185-5p y miR-221-3p.

6) El procedimiento de acuerdo con el punto 1 0 3, en el que los al menos dos miR se seleccionan del grupo de
miR que consiste en: miR-10b-5p y miR-374b-5p.

7) El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos precedentes, en el que los niveles de expresion
son niveles de expresién normalizados.

8) El procedimiento de acuerdo con el punto 7, en el que los niveles de expresion se normalizan al nivel de
expresion de miR-151a-5p.

9) El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos precedentes, en el que la evaluacién de la
probabilidad incrementada de que el cancer de prostata progrese implica detectar el nivel de dichos al menos dos miR
en dicha muestra y calcular una puntuacién prondstica (P) en base a un conjunto de datos que comprende datos del
nivel de expresiéon de dichos al menos dos miR.

10) Procedimiento de acuerdo con el punto 9, en el que la puntuacién prondstica (P) se calcula como la
proporcion de los niveles de expresion:

_ (nivel de miR23a — 3p) x (nivel de miR10b — 5p)
" (nivel de miR133a — 3p)) = (nivel de miR374b — 5p)

11) Procedimiento de acuerdo con el punto 9, en el que la puntuacién prondstica (P) se calcula como la
proporcion de los niveles de expresion:

_ (mivel de miR10b— 5p)
~ (nivel de miR374b— 5p)

12) El procedimiento de cualquiera de los puntos precedentes, en el que el nivel de expresién de dichos miR se
determina mediante el procedimiento de gqRT-PCR.

13) El procedimiento de cualquiera de los puntos precedentes 1 - 11, en el que los niveles de expresion de dichos
miR se miden mediante micromatrices.

14) El procedimiento de cualquiera de los puntos precedentes, en el que el ARN usado para medir el nivel de
expresion de dichos al menos dos miR se extrae de biopsias en sacabocados de regiones de secciones de bloques
FFPE o tejido ultracongelado evaluadas para comprender >90 % de tejido tumoral.

15) El procedimiento de acuerdo con cualquiera de los puntos precedentes, en el que la proporcion de
absorbancia de 260/280 nm del ARN usada para medir el nivel de expresion de dichos al menos dos miR esta por
encima de 1,75.

16) Un kit para la evaluacion in vitro del pronéstico de un paciente de cancer de prostata, que comprende medir el

nivel de expresion de al menos dos miR seleccionados de un grupo de 13 miR que consiste en: miR-106a-5p,
miR-10b-5p, miR-133a-3p, miR-152-3p, miR-185-5p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-30d-3p, miR-326,
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miR-374b-5p, miR-615-3p y miR-625-3p en una muestra de células prostaticas obtenidas de dicho paciente, en el que
un nivel de expresion distinto de dichos al menos 2 miR, en comparacién con un perfil de expresion de referencia, es
indicativo del prondstico de dicho paciente.

17) El kit de acuerdo con el punto 16, en el que los al menos dos miR seleccionados son: miR-106a-5p,
miR-152-3p, miR-185-5p, miR-193a-5p, miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-374b-5p y miR-615-3p.

18) El kit de acuerdo con el punto 16, en el que los al menos dos miR seleccionados son: miR-10b-5p,
miR-133a-3p, miR-23a-3p y miR-374b-5p.

19) El kit de acuerdo con el punto 16, en el que los al menos dos miR seleccionados son: miR-185-5p,
miR-221-3p y miR-326.

20) El kit de acuerdo con el punto 16, en el que los al menos dos miR seleccionados son: miR-10b-5p y
miR-374b-5p.
21) Un procedimiento de tratamiento de un paciente que necesita tratamiento para el cancer de préstata,

comprendiendo el procedimiento: realizar una prueba de acuerdo con cualquiera de los puntos precedentes para
caracterizar el prondstico del paciente y seleccionar un tratamiento apropiado para el paciente en base a esta
informacion.

22) Un procedimiento de tratamiento de un paciente que necesita tratamiento para el cancer de proéstata,
comprendiendo el procedimiento: realizar una prueba de acuerdo con cualquiera de los puntos precedentes para
determinar si el paciente pertenece a un grupo de bajo o alto riesgo con respecto al prondstico, y seleccionar un
tratamiento apropiado para el paciente en base a esta informacién.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para evaluar el prondstico de un paciente de cancer de préstata, que comprende
medir el nivel de expresion de: miR-10b-5p y miR-374b-5p en una muestra que comprende células prostaticas
obtenidas de dicho paciente, en el que un nivel de expresion distinto de dichos miR, en comparacion con un perfil de
expresion de referencia, es indicativo del prondstico de dicho paciente.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas medir el nivel de expresién de
un miR seleccionado del grupo que consiste en miR-133a-3p miR-106a-5p, miR-152-3p, miR-185-5p, miR-193a-5p,
miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-30d-3p, miR-326, miR-374b-5p, miR-615-3p y miR-625-3p.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que los miR son: miR10b-5p, miR-133a-3p,
miR-23a-3p y miR-374b-5p.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que los niveles de
expresion son niveles de expresion normalizados.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que los niveles de expresion se normalizan al nivel
de expresion de miR-151a-5p.

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la evaluacion de
la probabilidad incrementada de que el cancer de prostata progrese implica detectar el nivel de al menos dos miR en
dicha muestra y calcular una puntuacion prondstica (P) en base a un conjunto de datos que comprende datos del nivel
de expresion de dichos al menos dos miR.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la puntuacién prondstica (P) se calcula como la
proporcion de los niveles de expresion:

_ (level of miR23a — 3p) X (level of miR10b— 5p)

" (level of miR133a — 3p) * (level of miR374b— 5p)

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la puntuacion prondéstica (P) se calcula como la
proporcion de los niveles de expresion:

_ (level of miR10b —5p)
" (level of miR374b —5p)

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el nivel de expresion de dichos
miR se determina mediante el procedimiento de gqRT-PCR.

10. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1 - 8, en el que los niveles de expresion
de dichos miR se miden mediante micromatrices.

1. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ARN usado para medir el
nivel de expresion de dichos al menos dos miR se extrae de biopsias en sacabocados de regiones de secciones de
bloques FFPE o tejido ultracongelado evaluadas para comprender >90 % de tejido tumoral.

12. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la proporcion de
absorbancia de 260/280 nm del ARN usada para medir el nivel de expresion de dichos al menos dos miR esta por
encima de 1,75.

13. Un kit para la evaluacién in vitro del pronéstico de un paciente de cancer de préstata, que comprende medir el
nivel de expresion de miR-10b-5p y miR-374b-5p en una muestra que comprende células prostaticas obtenidas de
dicho paciente, en el que un nivel de expresion distinto de dichos miR, en comparacién con un perfil de expresion de
referencia, es indicativo del pronéstico de dicho paciente.

14. El kit de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende ademas medir el nivel de expresién de un miR
seleccionado del grupo que consiste en los miR: miR-106a-5p, miR-133a-3p, miR-152-3p, miR-185-5p, miR-193a-5p,
miR-221-3p, miR-23a-3p, miR-30d-3p, miR-326, miR-374b-5p, miR-615-3p y miR-625-3p.

15. El kit de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que los miR son: miR-10b-5p, miR-133a-3p, miR-23a-3p y
miR-374b-5p.
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