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DESCRIPCION
Procedimiento para determinar el pronéstico de supervivencia de un paciente que padece cancer de pancreas

La presente invencion se refiere al cancer de pancreas y, mas particularmente, al prondstico de supervivencia de un
paciente que padece cancer de pancreas.

La invencion también tiene por objeto determinar la capacidad de dicho paciente para recibir un tratamiento para el
cancer de pancreas, particularmente un tratamiento con gemcitabina.

Con 43.920 nuevos casos anuales en los Estados Unidos y 37.390 fallecimientos, la mortalidad relacionada con el
cancer de pancreas es mas del 85 %, lo que ubica al cancer de pancreas en el cuarto lugar en términos de
mortalidad por cancer en los Estados Unidos, tanto en hombres como en mujeres.

La incidencia del cancer de pancreas ha aumentado significativamente en las Ultimas décadas. Cada afio, alrededor
de 60.000 personas en Europa, y mas de 230.000 en todo el mundo, son diagnosticadas con esta enfermedad.

Los pacientes que padecen cancer de pancreas a menudo presentan un prondstico no tan favorable con respecto a
otros tumores malignos y tipos de cancer, en parte porque la deteccion precoz es dificil.

En el momento del diagndstico, la mayoria de los pacientes que padecen adenocarcinoma ductal pancreatico
presentan una enfermedad localmente avanzada o metastasica, y solamente un 10 a 20 % de los casos son
candidatos para cirugia curativa.

El tiempo medio de supervivencia a partir del diagndstico es de aproximadamente 3 a 6 meses; la supervivencia
durante un periodo de 5 afios es muy inferior al 5 % y una remisién completa es extremadamente rara.

Las terapias actuales aprobadas o utilizadas en la practica clinica en pacientes que padecen cancer de pancreas
son tratamientos a base de gemcitabina, folfirinox o incluso erlotinib.

La gemcitabina es un analogo de nucledsido, administrado por via intravenosa a una dosis de aproximadamente
1000 mg/mz. Un tratamiento con gemcitabina suele ser uno de los tratamientos de primera linea recomendados para
el cancer de pancreas resecable (fase I-11), el cancer de pancreas localmente avanzado no resecable (estadio Ill) y el
cancer de pancreas metastasico avanzado (estadio 1V).

Con la gemcitabina, el tiempo medio de supervivencia global varia entre 4,9 meses y 8,3 meses.

El éxito limitado de los tratamientos y la tasa de mortalidad que sigue siendo alta para una parte de los pacientes
destaca la necesidad de medios para mejorar la identificacion selectiva terapéutica de los pacientes que podrian ser
buenos respondedores a la gemcitabina y que tolerarian bien la gemcitabina en esta indicacion.

Una correlacion entre la supervivencia de un paciente que padece cancer de pancreas y la expresion de ciertos
marcadores en sus células tumorales se describe en la técnica anterior (A. Tsiaousidou ef al., Pancreatology, 2013,
13, pags. 564-569, H. Fujita et al., Neoplasia, 2010, 12, pags. 807-817 y T. Takadate et al., Clinical Proteomics,
2012, 9:8).

El tratamiento del cancer de pancreas con diferentes compuestos puede tener diferentes grados de eficacia segun el
paciente. Sin embargo, hasta hoy, no se dispone de ningun medio para predecir faciimente el beneficio clinico de los
diferentes tratamientos disponibles en un paciente determinado.

Por lo tanto, existe siempre una necesidad de realizar pruebas que permitan seleccionar el tratamiento adecuado
para cada paciente, a fin de darles mas posibilidades de sobrevivir.

En el caso de los pacientes que padecen cancer de la sangre, es posible establecer un prondstico de supervivencia
de manera no invasiva gracias a la medicién de la expresion de marcadores especificos en una muestra de sangre
periférica, en la que estan localizadas las células cancerosas (A. Kracmarova et al., Leukemia & Lymphoma, 2008,
49 (7), pags. 1297-1305). No obstante, en el caso de un cancer de pancreas, las células cancerosas son dificilmente
accesibles.

También podria ser deseable que dicha prueba sea una prueba que se pueda realizar de manera regular. Una
ventaja adicional seria que dicha prueba sea no invasiva.

El trabajo de los inventores ha permitido identificar un conjunto de genes cuyo estudio del nivel de expresion permite
evaluar el tiempo de supervivencia de un paciente que padece cancer de pancreas.

Ventajosamente, esta prediccién también permite predecir las posibilidades de éxito de un tratamiento con
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gemcitabina y seleccionar a los pacientes que puedan responder favorablemente a un tratamiento con gemcitabina.

De esta forma, el estudio del nivel de expresion de dichos genes permite proporcionar informacion sobre la
oportunidad de administrar un tratamiento con gemcitabina a un paciente que padece cancer de pancreas.

Una de las ventajas de la invencion reside en el hecho de que el nivel de expresion de dichos genes puede ser
evaluado directamente a partir de una muestra de sangre, ventajosamente de sangre total del paciente, previamente
extraida.

Esto resulta particularmente ventajoso en el caso del cancer de pancreas ya que es muy dificil acceder a las células
tumorales.

Ademas, se puede estandarizar el muestreo de sangre (extraccion, estabilizacion y transporte).

Finalmente, el uso de sangre total es mas seguro que el uso de una fraccién de sangre como, por ejemplo, células
mononucleares de sangre periférica (CMSP), ya que permite evitar los errores de manipulacion relacionados con la
preparacion de dichas fracciones. Por "sangre total", se entiende la sangre con todos sus constituyentes, (plasma,
glébulos rojos, glébulos blancos, plaquetas, ...) en oposicion a "fraccion de sangre"”, que corresponde a un producto
obtenido por separacion de los componentes particulares de la sangre. Las células mononucleares de sangre
periférica constituyen un ejemplo de una fraccion de sangre.

La invencion tiene por objeto un procedimiento in vitro para establecer un prondstico de supervivencia en un
paciente que padece cancer de pancreas, que comprende las siguientes etapas:

a) medir el nivel de expresion de cada gen de una combinacién de genes marcadores seleccionados entre el
grupo constituido por genes NME4 o un gen homodlogo del mismo y ARL4C o un gen homodlogo del mismo,
siendo dichos genes homologos genes que presentan un grado de identidad de secuencia de al menos 90 % con
el gen NME4 o ARLA4C, respectivamente, en una muestra de sangre de dicho paciente previamente extraida;

b) comparar el nivel de expresion medido de los genes marcadores seleccionados en la etapa a) en dicho
paciente con un umbral de referencia;

c) evaluar el tiempo de supervivencia en dicho paciente.

El término "homologo" se define en el presente texto como una secuencia de polinucleétidos que presenta un grado
de identidad de al menos 90 %, y preferentemente 99 % con la secuencia del gen (de longitud completa) salvaje. El
grado de identidad hace referencia a una identidad de secuencia entre dos secuencias. La identidad se puede
determinar comparando una posicién en cada secuencia que puede ser alineada con fines de comparacion. Cuando
una posicion equivalente en las secuencias comparadas esta ocupada por la misma base, entonces las moléculas
son idénticas en esta posicion. Se pueden utilizar diversos algoritmos y/o programas de alineamiento para la
determinacion de la homologia de dos secuencias, incluyendo FASTA y BLAST.

El procedimiento de acuerdo con la invencién permite establecer un prondstico de supervivencia en un paciente que
padece cancer de pancreas.

De acuerdo con la invencion, las etapas a) a c) del procedimiento anterior pueden ser implementadas en un paciente
que padece cancer de pancreas que ha recibido un tratamiento y, particularmente, un tratamiento a base de
gemcitabina, para predecir o evaluar la eficacia y/o el beneficio de un tratamiento para el cancer de pancreas en un
paciente que padece dicha patologia, en particular, en términos de esperanza de vida.

De esta forma, la invencion también tiene por objeto un procedimiento in vitro para predecir o evaluar la eficacia y/o
el beneficio de un tratamiento para el cancer de pancreas en un paciente que padece dicha patologia, que
comprende las siguientes etapas:

a) medir el nivel de expresion de cada gen de una combinacién de genes marcadores seleccionados entre el
grupo constituido por genes NME4 o un gen homodlogo del mismo y ARL4C o un gen homodlogo del mismo,
siendo dichos genes homologos genes que presentan un grado de identidad de secuencia de al menos 90 % con
el gen NME4 o ARLA4C, respectivamente, en una muestra de sangre de dicho paciente previamente extraida;

b) comparar el nivel de expresion medido de los genes marcadores seleccionados en la etapa a) en dicho
paciente con un umbral de referencia;

c) evaluar el tiempo de supervivencia en dicho paciente.

El procedimiento de acuerdo con la invencion es particularmente adecuado para predecir o evaluar la eficacia y/o el
beneficio de un tratamiento para el cancer de pancreas con gemcitabina.

En los procedimientos de acuerdo con la invencion, el umbral de referencia utilizado en la etapa c) para llevar a cabo
la comparacion se determina previamente para cada gen o cada combinacion de genes.
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El principio de la invencion se basa en el hecho de que el solicitante ha podido establecer que el estudio del nivel de
expresion de al menos uno de los 5 genes (NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1), ventajosamente de una
combinacion de 2 a 5 de estos genes, aun mas ventajosamente de una combinacion de los 5 genes, permite
establecer un prondstico de supervivencia del paciente. Mas particularmente, el solicitante ha establecido que al
comparar los datos del nivel de expresion de al menos uno de los 5 genes (NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1)
0 su combinacion, obtenidos a partir de una muestra de sangre de dicho paciente sometido a ensayo con los datos
establecidos para los 5 genes considerados o su combinacion sobre una poblacién de referencia de enfermos que
padecen cancer de pancreas, antes o durante el tratamiento, permitiria establecer un prondstico de supervivencia
del paciente y un seguimiento en el tratamiento del mismo.

El procedimiento de acuerdo con la invencion puede llevarse a cabo en una muestra de sangre de un paciente,
preferentemente en una muestra de sangre periférica de dicho paciente, siendo dicha muestra de sangre extraida
previamente a la implementacién del procedimiento de acuerdo con la invencion. La sangre periférica es la sangre
que circula a través del corazoén, arterias, capilares y venas.

De acuerdo con la divulgacion, la etapa a) del procedimiento puede llevarse a cabo midiendo el nivel de expresion
de 1 de los 5 genes (o genes homdlogos) del grupo definido anteriormente, ventajosamente de 2 de los 5 genes,
mas ventajosamente de 3 de los 5 genes, incluso mas ventajosamente de 4 de los 5 genes, y preferentemente de
los 5 genes (o genes homologos) del grupo definido anteriormente.

De acuerdo con la invencion, la etapa a) del procedimiento puede llevarse a cabo midiendo el nivel de expresion de
los genes NME4 y ARL4C (o genes homologos), mas ventajosamente de 3 de los 5 genes (o genes homadlogos) del
grupo definido anteriormente que incluye NME4 y ARL4C, incluso mas ventajosamente de 4 de los 5 genes (o genes
homadlogos) del grupo definido anteriormente que incluye NME4 y ARL4C, y preferentemente de los 5 genes (o
genes homologos) del grupo definido anteriormente.

De acuerdo con la divulgacion, la etapa a) del procedimiento puede llevarse a cabo midiendo el nivel de expresion
de al menos un gen (o gen homologo) seleccionado entre los genes NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1,
ventajosamente de al menos una de las siguientes combinaciones: NME4 e ITPR3; NME4 y SESN3; NME4 y
ARL4C; NME4 'y RPLP1; ITPR3 y SESN3; ITPR3 y ARL4C; ITPR3 y RPLP1; SESN3 y ARL4C; SESN3 y RPLPT;
ARL4C y RPLP1; mas ventajosamente el nivel de expresion de los genes de una de las siguientes combinaciones:
NME4 e ITPR3 y SESN3; NME4 e ITPR3 y ARL4C; NME4 e ITPR3 y RPLP1; NME4y SESN3 y ARL4C;, NME4 y
SESN3y RPLP1; NME4y ARL4Cy RPLP1; ITPR3y ARL4Cy RPLP1; ITPR3y SESN3y RPLP1; ITPR3y SESN3y
ARL4C; SESN3 y ARL4C y RPLP1; incluso mas ventajosamente el nivel de expresion de los genes de una de las
siguientes combinaciones: NME4 e ITPR3 y SESN3y ARL4C; NME4 e ITPR3y ARL4C y RPLP1; NME4 e ITPR3 y
SESN3y RPLP1; ITPR3y SESN3y ARL4C y RPLP1, y preferentemente la siguiente combinacion: NMIE4 e ITPR3y
SESN3y ARL4Cy RPLP1.

De esta forma, de acuerdo con la invencion, la etapa a) del procedimiento se lleva a cabo ventajosamente midiendo
el nivel de expresion de al menos la siguiente combinacion: NME4 y ARL4C; mas ventajosamente el nivel de
expresion de los genes de una de las siguientes combinaciones: NME4 e ITPR3 y ARL4C; NME4 y SESN3 y
ARL4C; NME4 y ARL4C y RPLP1T; incluso mas ventajosamente el nivel de expresion de los genes de una de las
siguientes combinaciones: NME4 e ITPR3y SESN3y ARL4C; NME4 e ITPR3 y ARL4C y RPLP1, y preferentemente
la siguiente combinacion: NME4 e ITPR3y SESN3y ARL4Cy RPLP1.

De manera preferente, de acuerdo con la invencion, la etapa a) del procedimiento se lleva a cabo midiendo el nivel
de expresion de los dos genes (o gen homologo) NME4 y ARL4C o el nivel de expresion de los genes de la siguiente
combinaciéon: NME4 e ITPR3y SESN3y ARL4C y RPLP1.

En un primer modo de realizacion del procedimiento de acuerdo con la invencion, el nivel de expresion de los genes
NME4 y ARL4C, y opcionalmente de o de los genes seleccionados entre el grupo que consiste en ITPR3, SESN3 y
RPLP1 se mide por la medicion de la cantidad de la proteina codificada por dicho gen en la muestra de sangre de
dicho paciente a someter a ensayo. En ese caso, el contenido en proteinas se mide preferentemente utilizando
métodos de deteccion a base de anticuerpos tales como inmunoquimica o andlisis por inmunoelectrotransferencia.

En otro modo de realizacion del procedimiento de acuerdo con la invencion, el nivel de expresion de los genes se
mide por la medicion del contenido de transcripcion de dicho gen. Este contenido puede medirse por la medicion de
la cantidad de ARN o ADNc de dicho gen. En ese caso, el nivel de ARN transcrito o ADNc se puede medir utilizando
métodos de deteccion de acidos nucleicos como PCR cuantitativa, chips de ADN, hibridaciéon con sondas marcadas
o inmunoensayos de flujo lateral, en particular utilizando tiras de flujo lateral.

Preferentemente, en los procedimientos de acuerdo con la invencién, el nivel de expresion del gen o de la
combinacion de genes se mide por PCR cuantitativa en tiempo real (real time quantitative polymerase chain reaction
o0 qPCR) realizada en los transcritos de ARN de dicho gen o sobre su ADN complementario (ADNc). Una gPCR es
una PCR en la que el ADN amplificado es detectado en tiempo real a medida que avanza la reacciéon de
polimerizacién. Esta deteccion se realiza por la acumulacion de una sefal fluorescente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797750 T3

Esta técnica utiliza cebadores (sentido y antisentido) y un marcador, preferentemente, un intercalante fluorescente
del ADN formado durante los ciclos de PCR. Ventajosamente, dichos cebadores son especificos de las regiones
flanqueantes del gen considerado.

En el caso del gen NME4, las regiones flanqueantes se sitian en el cromosoma 16 entre los nucleétidos 399665 y
399728 (Ensamblaje, diciembre de 2013, GRch38/hg38, fuente UCSC).

En el caso del gen ITPR3, las regiones flanqueantes se sitian en el cromosoma 6 entre los nucleoétidos 33696404 y
33696485 (Ensamblaje, diciembre de 2013, GRch38/hg38, diciembre de 2013, fuente UCSC).

En el caso del gen SESN3, las regiones flanqueantes se situan en el cromosoma 11 entre los nucleétidos 95166241
y 95166313 (Ensambilaje, diciembre de 2013, GRch38/hg38, fuente UCSC).

En el caso del gen ARL4C, las regiones flanqueantes se sitian en el cromosoma 4 entre los nucleétidos 234493401
y 234493502 (Ensamblaje, diciembre de 2013, GRch38/hg38, diciembre de 2013, fuente UCSC).

En el caso del gen RPLP1, las regiones flanqueantes se sitian en el cromosoma 15 entre los nucleétidos 69455485
y 69455598 (Ensambilaje, diciembre de 2013, GRch38/hg38, diciembre de 2013, fuente UCSC).

En un modo de realizacién ventajoso, los siguientes cebadores pueden ser utilizados para llevar a cabo la qPCR:
- ARN procedentes del gen NME4

o cebador sentido: CATGATTGGACACACCGACTC (SEQ ID NO. 1)
o cebador antisentido: GACGCTGAAGTCACCCCTTAT (SEQ ID NO. 2)

- ARN procedentes del gen ITPR3

o cebador sentido: TCCTGGGGAAGAGTTGTACG (SEQ ID NO. 3)
o cebador antisentido: AGGAGAAAAACAAGCGGTCA (SEQ ID NO. 4)

- ARN procedentes del gen SESN3

o cebador sentido: TTGCCTTTGTAGTCCTGTGC (SEQ ID NO. 5)
o cebador antisentido: CATTAGTCCAGTCACGTGCTTC (SEQ ID NO. 6)

- ARN procedentes del gen ARLC4

o cebador sentido: AAAGCCCTGTGGTGTATCAA (SEQ ID NO. 7)
o cebador antisentido: GCTTCCTCTGTTGGGTCAGA (SEQ ID NO. 8)

- ARN procedentes del gen RPLP1

o cebador sentido: TGGGCTTTGGTCTTTTTGAC (SEQ ID NO. 9)
o cebador antisentido: CAGACCATTTTTGCAGAGCA (SEQ ID NO. 10)

La gqPCR permite determinar el valor del numero de ciclos (Ct) de un gen en el paciente a someter a ensayo. El Ct
("cycle threshold", umbral de ciclo) se define como el nimero de ciclos de PCR necesarios para que la sefial
fluorescente cruce el ruido de fondo.

El valor de Ct obtenido se puede normalizar acto seguido con respecto al nivel de expresion de al menos un gen
ubicuo expresado en numero de ciclos en la misma muestra de sangre del mismo paciente. Dichos genes ubicuos
son genes que se expresan en todas las células de un organismo en condiciones normales y fisiopatolégicas. Estos
genes son expresados generalmente a niveles relativamente constantes.

Preferentemente, en los procedimientos de acuerdo con la invencion, en la etapa a), ademas del nivel de expresion
de cada gen (Ctgen) de una combinacion de al menos 2 genes marcadores, se mide el nivel de expresion de al
menos un gen ubicuo, siendo dichos niveles de expresion medidos en ndmero de ciclos (Ct, "cycle threshold",
umbral de ciclo) por PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), después se normaliza el nivel de expresion de los
genes marcadores con respecto al nivel de expresion de al menos un gen ubicuo de acuerdo con

ACtgen = Ctgen - [(media de los) Ct (gen(es) ubicuo(s))]

a fin de obtener un nivel de expresion normalizado ACtgen para cada gen marcador en el que se ha medido el nivel
de expresion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2797750 T3

Preferentemente, en los procedimientos de acuerdo con la invencién, la normalizacién se lleva a cabo con respecto
al nivel de expresion de dos genes ubicuos, en particular, con respecto al nivel de expresion de los genes GAPDH y
B2M. En ese caso, el nivel de expresion normalizado ACtgen de un gen marcador se calcula por:

ACtgen = Ctgen - (Ctaom + CtearpH)/2

En el caso del gen B2M, las regiones flanqueantes se sitdan en el cromosoma 15 entre los nucledtidos 44718721 y
44718792 (Ensamblaje, diciembre de 2013, GRch38/hg38, fuente UCSC).

En el caso del gen GAPDH, las regiones flanqueantes se sitian en el cromosoma 12 entre los nucleétidos 6534833
y los nucledtidos 6536572 (Ensambilaje, diciembre de 2013, GRch38/hg38, fuente UCSC).

Los cebadores particularmente adecuados para los genes B2M y GAPDH pueden ser:
- ARN procedentes del gen B2M

o cebador sentido: GCTCAGTAAAGACACAACCATCC (SEQ ID NO. 11)
o cebador antisentido: CATCTGTGGATTCAGCAAACC (SEQ ID NO. 12)

- ARN procedentes del gen GAPDH

o cebador sentido: ATGGGGAAGGTGAAGGTCG (SEQ ID NO. 13)
o cebador antisentido: GGGGTCATTGATGGCAACAATA (SEQ ID NO. 14)

Ventajosamente, para llevar a cabo la qPCR, los cebadores, su tamafio (preferentemente comprendido entre 80 y
150 nucledtidos), su temperatura de fusion (Tf, preferentemente de 60 °C * 1 °C), su porcentaje de nucleétidos Gy C
(% de GC, preferentemente -60 % en 3'), su autocomplementariedad 3'y 5'y su estabilidad (preferentemente inferior
a 4 nucleotidos), los intervalos de las dimensiones del producto y los parametros termodinamicos (evolucion de la
estructura secundaria de acuerdo con la Tf de los cebadores y la concentracion de sal de sodio) se seleccionan para
permitir una deteccién simultanea.

De acuerdo con un primer modo de realizacion de la divulgacion, durante la etapa a), se mide el nivel de expresion
de un unico gen marcador. En este modo de realizacién, durante las etapas b) y c), los umbrales de referencia (Uref)
de un gen dado se definen en la tabla 1 a continuacion:

Tabla 1
Gen Uref
NME4 3,1864
ITPR3 6,4014
SESN3 3,6262
ARL4C 2,6286
RPLP1 6,3748

- un nivel de expresion normalizado ACt de NME4 superior a 3,1864, y/o

- un nivel de expresion normalizado ACt de ITPR3, SESN3, ARM4C y/o

- RPLP1 inferior respectivamente a 6,4015; 3,6262; 2,6286 y 6,3748, indica un prondstico de supervivencia a largo
plazo, mientras que

- un nivel de expresion normalizado ACt de NME4 inferior a 3,1864, y/o

- un nivel de expresion normalizado ACt de ITPR3, SESN3, ARM4C y/o

- RPLP1 superior respectivamente a 6,4015; 3,6262; 2,6286 y 6,3748, indica un prondstico de supervivencia a
corto plazo.

Por "supervivencia a largo plazo", se entiende la supervivencia de mas de 10 meses, preferentemente mas de 12
meses, incluso mas preferentemente mas de 15 meses.

Por "supervivencia a corto plazo", se entiende una supervivencia de menos de 6 meses, menos de 5 meses, o
menos de 3 meses.

Por lo demas, cuando se supone que un paciente tiene una supervivencia a largo plazo, esto también significa que
puede considerarse elegible para un tratamiento a base de gemcitabina. Por el contrario, una supervivencia a corto
plazo del paciente indica que un tratamiento a base de gemcitabina no presentara ninguiin beneficio o presentara un
beneficio escaso al paciente. Se debe considerar otro tratamiento.

El trabajo del solicitante (véase el ejemplo 1) sobre una poblacion de referencia lo ha llevado de hecho a identificar 5
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genes que pueden utilizarse como marcadores para un prondstico de supervivencia de un paciente que padece
cancer de pancreas, pero también a determinar para estos 5 genes, los valores para los umbrales de Umbral de
referencia (Uref), permitiendo realizar una comparacion.

No obstante, se puede proporcionar una mayor precision en el prondstico gracias a la medicion de una combinacion
de al menos dos genes. Por consiguiente, de acuerdo con un segundo modo de realizacién de acuerdo con la
invencion, durante la etapa a), se mide el nivel de expresion de una combinacién de al menos dos genes
marcadores Yy, durante las etapas b), para cada gen marcador en el que se midié la expresion:

i) se determina un valor iNDICEgen que depende del nivel de expresion normalizado del gen, definido por:

- [NDICEgen = +1*coeficiente 3 del gen, si ACtgen > umbral de referencia del gen, e
- INDICEgen = -1‘coeficiente B del gen, si ACtgen < umbral de referencia del gen,

en el que el coeficiente B y el umbral de referencia de un gen dado son aquellos definidos en la tabla 2 a
continuacion:

Tabla 2
Gen Uref Coeficiente 3
NME4 3,1864 -1,3207
ITPR3 6,4014 1,0850

SESN3 | 3,6262 1,0301
ARL4C | 2,6286 1,3577
RPLP1 | 6,3748 1,0101

ii) se determina, para un paciente determinado, un valor iNDICEpacieme igual a la suma de los iNDICEgen de los
genes de combinacion, y

iii) se compara el INDICE,aciente cOn un umbral final de referencia previamente determinado para la combinacion
de genes.

El solicitante ha desarrollado asi un sistema que permite una comparacién simplificada de los niveles de expresion
de varios genes. Este sistema de comparacion requirié el desarrollo de un coeficiente, el Coeficiente beta (véase la
tabla 2 anterior), que permite ponderar la importancia de los diferentes genes dentro del sistema.

De lo anterior se deduce que los INDICEg, solo pueden tomar los siguientes valores (véase la tabla 3 a
continuacion):

Tabla 3
INDICE NME4 = (+1 0 -1) x (-1,3207) = +/- 1,3207
INDICE ITPR3 = (+1 0 -1) x (+1,0850) = +/- 1,0850
INDICE SESN3 = (+1 0 -1) x (+1,0301) = +/- 1,0301
INDICE ARL4C = (+1 0 -1) x (+1,3577) = +/- 1,3577
INDICE RPLP1 = (+10-1) x (+1,0101) = +/- 1,0101

Un INDICEpaciente €S entonces calculado, que corresponde a la suma de los INDICEg, de los genes de la
combinacién de los genes marcadores, cuyo nivel de expresion se midio en la etapa a) de los procedimientos de
acuerdo con la invencion:

INDICE paciente = Z INDICEgen

Este iNDICEpacieme se compara a continuacion con un valor de umbral final de referencia previamente determinado
por el solicitante para cada combinacion de genes marcadores.

A titulo de ejemplo, para la combinacion de los 5 genes, dicho valor de umbral final de referencia es igual a 1,102.

De esta forma, sobre la base del valor de umbral final de referencia definido para cada combinacion de genes
marcadores, es posible establecer el pronostico de supervivencia del paciente sometido a ensayo.

De acuerdo con un modo de realizacion preferido de los procedimientos de la invencién, se mide en la etapa a) en
una muestra de sangre extraida previamente de un paciente a someter a ensayo, por gPCR, el nivel de expresién en
numero de ciclos (Ctgen) de los 5 genes NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1y de los dos genes ubicuos B2M y
GAPDH. EI nivel de expresion normalizado ACtyen de cada uno de los 5 genes NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y
RPLP1 se calcula a continuacion de acuerdo con:

ACtgen = Clgen - (Ctgom + Ctearon)/2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2797750 T3

Luego se calcula un INDICEge, para cada uno de los genes de acuerdo con:

- [NDICEgen = +1*coeficiente 3 del gen, si ACtgen > umbral de referencia del gen, e
- INDICEgen = -1*coeficiente 3 del gen, si ACtgen < umbral de referencia del gen

en el que el coeficiente B y el umbral de referencia de un gen dado son aquellos definidos en la tabla 2 a
continuacion:

Tabla 2
Gen Uref Coeficiente 3
NME4 3,1864 -1,3207

ITPR3 | 6,4014 1,0850
SESN3 | 3,6262 1,0301
ARL4C | 2,6286 1,3577
RPLP1 | 6,3748 1,0101

El INDICE paciente €S entonces calculado como:

!ND'CEpaciente, , . .
INDICEnumEe4+HINDICE /7pr3+INDICEsesns+INDICE ar 4c+HINDICERpLp1

Este valor de INDICE paciente S€ cOmpara a continuacion con el valor de umbral final de referencia para la combinacion
de los 5 genes marcadores, es decir 1,102.

Si un paciente presenta un INDICEpaciente inferior a 1,102, se considera que tiene un prondstico de supervivencia a
largo plazo, y puede considerarse elegible para el tratamiento a base de gemcitabina. Por el contrario, si un paciente
presenta un iNDICEpacieme superior a 1,102, esto indica que presenta un prondstico de supervivencia a corto plazo y
que un tratamiento a base de gemcitabina no presentara ningun beneficio o presentara un beneficio escaso. Se debe
considerar otro tratamiento.

La invencion también se refiere a un método de seguimiento de la eficacia de un tratamiento para el cancer de
pancreas por la implementacion del procedimiento de acuerdo con la invencién descrito anteriormente,
ventajosamente a intervalos de tiempo de tratamiento.

Los expertos en la materia podran determinar sin dificultad los intervalos de tiempo de tratamiento en los que desean
implementar el procedimiento de acuerdo con la invencion. Por ejemplo, los intervalos de tiempo apropiados son 1
semana, 2 semanas, 1 mes, 2 meses o0 6 meses.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, por ejemplo, superior a 10 meses,
ventajosamente superior a 12 meses, incluso mas ventajosamente superior a 15 meses, siendo el prondstico
determinado de acuerdo con uno de los procedimientos descritos anteriormente.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente con un INDICEpaciente inferior a 1,102 calculado de acuerdo con el modo de realizacion preferido descrito
anteriormente.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por un procedimiento in vitro que comprende las siguientes etapas:

a) medir el nivel de expresion de al menos un gen marcador seleccionado entre el grupo constituido por los
genes NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1 o genes homologos, en una muestra de sangre de dicho paciente
previamente extraida;

b) comparar el nivel de expresion medido de o de los genes marcadores seleccionados en la etapa a) en dicho
paciente con un umbral de referencia;

c) evaluar el tiempo de supervivencia en dicho paciente.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por el procedimiento in vitro descrito anteriormente, en la que se mide en la etapa a), el
nivel de expresion de al menos dos genes, ventajosamente 3, mas ventajosamente 4, y preferentemente 5 genes.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2797750 T3

paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por un procedimiento in vitro descrito anteriormente, en la que la muestra de sangre es una
muestra de sangre total periférica.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por un procedimiento in vitro descrito anteriormente, en la que se mide el nivel de expresién
del o de los genes por la medicién de la cantidad de la(s) proteina(s) codificada(s) por dicho gen(es) presente(s) en
la muestra de sangre.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por un procedimiento in vitro descrito anteriormente, en la que se mide el nivel de expresién
de o de los genes por el nivel de transcripcion del ARN o ADNc de dicho(s) gen(es).

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por el procedimiento in vitro descrito anteriormente, en la que la etapa a), ademas del nivel
de expresion de un gen (Ctgen) marcador o de cada gen de una combinacion de al menos 2 genes marcadores, se
mide el nivel de expresién de al menos un gen ubicuo, siendo dichos niveles de expresion medidos en nimero de
ciclos (Ct, "cycle threshold", umbral de ciclo) por PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), después se normaliza el
nivel de expresion del o de los genes marcadores con respecto al nivel de expresion de al menos un gen ubicuo de
acuerdo con

ACtgen = Ctgen - [(media de los) Ct (gen(es) ubicuo(s))]

a fin de obtener un nivel de expresion normalizado ACtgen para cada gen marcador en el que se ha medido el nivel
de expresion.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por el procedimiento in vitro descrito anteriormente, en la que el nivel de expresion
normalizado ACt de un gen marcador o de cada gen de una combinacion de al menos dos genes marcadores se
normaliza con respecto a dos genes ubicuos B2M y GAPDH.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por el procedimiento in vitro descrito anteriormente, en la que durante la etapa a), se mide el
nivel de expresion de un unico gen marcador y durante las etapas b) y c), los umbrales de referencia (Urr) de un gen
dado son:

Gen Uref
NME4 3,1864
ITPR3 6,4014
SESN3 3,6262

ARL4C 2,6286
RPLP1 6,3748

- un nivel de expresion normalizado ACt de NME4 superior a 3,1864 y/o

- un nivel de expresion normalizado ACt de ITPR3, SESN3, ARL4C y/o
RPLP1 inferior respectivamente a 6,4015; 3,6262; 2,6286 y 6,3748 indica un prondstico de supervivencia a largo
plazo.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por el procedimiento in vitro descrito anteriormente, en la que durante la etapa a), se mide el
nivel de expresion de una combinacién de al menos dos genes marcadores y, durante las etapas b), para cada gen
en el que se midi6 la expresion

i) se determina un valor iNDICEgen que depende del nivel de expresion normalizado del gen, definido por:

- [NDICEgen = +1*coeficiente 3 del gen, si ACtgen > umbral de referencia del gen, e
- INDICEgen = -1*coeficiente 3 del gen, si ACtgen < umbral de referencia del gen, y

en el que el coeficiente B y el umbral de referencia (Urer) de un gen dado son aquellos definidos anteriormente
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Gen Uesr | Coeficiente B
NME4 | 3,1864 -1,3207
ITPR3 | 6,4014 1,0850
SESN3 | 3,6262 1,0301
ARL4C | 2,6286 1,3577
RPLP1|6,3748 1,0101

ii) se determina, para un paciente determinado, un valor INDICE paciente igual a la suma de los INDICE, de los genes
de combinacion, y

iii) se compara el INDICE;aciente cOn un umbral final de referencia previamente determinado para la combinacién de
los genes.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un prondstico de supervivencia a largo plazo, siendo dicho prondstico de supervivencia a
largo plazo determinado por el procedimiento in vitro descrito anteriormente, en la que se mide el nivel de expresion
de los 5 genes marcadores, siendo el umbral final de referencia de 1,102, un iNDICEpacieme inferior a 1,102 indica un
prondstico de supervivencia a largo plazo.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un INDICEagiente inferior a 1,102, siendo el INDICEaciente determinado por el procedimiento de
acuerdo con la invencion, en el que se mide el nivel de expresion de los 5 genes marcadores, siendo el umbral final
de referencia de 1,102, un iNDICEpacieme inferior a 1,102 indica un prondstico de supervivencia a largo plazo.

La divulgacion también se refiere a la gemcitabina para su uso en el tratamiento del cancer de pancreas en un
paciente que presenta un INDICEagiente inferior a 1,102, siendo el INDICEaciente determinado por un procedimiento in
vitro que comprende las siguientes etapas:

a) medir el nivel de expresion de una combinacion de cinco genes marcadores NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y
RPLP1y de dos genes ubicuos B2M y GADPH en una muestra de sangre de dicho paciente previamente extraida, el
nivel de expresion de los genes corresponde al nivel de transcripcion del ARN o del ADNc de dichos genes, medido
en numero de ciclos (Ct, "cycle threshold", umbral de ciclo) por PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), siendo el
nivel de expresion de los cinco genes marcadores normalizado a continuacion con respecto al nivel de expresion de
los genes ubicuos de acuerdo con

ACtgen = Ctgen - [media de los Ctgenes ubicuos]
a fin de obtener un nivel de expresion normalizado ACtge, para cada uno de los cinco genes marcadores,
b) comparar el nivel de expresion medido de los genes marcadores seleccionados en la etapa a) en dicho paciente y
para cada gen en el que se midio la expresion: i)
se determina un valor INDICE4en que depende del nivel de expresion normalizado del gen, definido por:

- [NDICEgen = +1*coeficiente 3 del gen, si ACtgen > umbral de referencia del gen, e
- INDICEgen = -1*coeficiente 3 del gen, si ACtgen < umbral de referencia del gen, y

en el que el coeficiente B y el umbral de referencia (Urr) de un gen dado son aquellos definidos anteriormente

Gen Uer | Coeficiente B
NME4 | 3,1864 -1,3207
ITPR3 |6,4014 1,0850
SESN3 | 3,6262 1,0301
ARL4C | 2,6286 1,3577
RPLP1|6,3748 1,0101

ii) se determina, para un paciente determinado, un valor INDICEpaciente igual a la suma de los INDICEgen de los genes
de combinacion, y

iii) se compara el iNDICEpacieme con el umbral final de referencia de 1,102;

c) evaluar el tiempo de supervivencia en dicho paciente, un INDICEpagiente inferior a 1,102 indica un prondstico de
supervivencia a largo plazo.

La presente divulgacion se refiere ademas a un chip de ADN que tiene en sus superficies, acidos nucleicos capaces

de hibridarse con al menos uno de los genes seleccionados entre el grupo que consiste en NME4, ITPR3, SESN3,
ARL4C y RPLP1, preferentemente al menos 2, 3 o 4 genes y, mas preferentemente, para detectar el nivel de
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expresion de los 5 genes, opcionalmente con acidos nucleicos especificos para al menos un gen ubicuo,
preferentemente dos genes ubicuos, de manera aun mas preferida los acidos nucleicos especificos de los genes
ubicuos B2M'y GAPDH.

La presente divulgacion también se refiere a un kit para la determinacion del prondstico de cancer de pancreas en un
paciente, que comprende medios para detectar el nivel de expresion de al menos dos genes seleccionados entre el
grupo que consiste en NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1, preferentemente al menos 2, 3 o 4 genes y, mas
preferentemente, para detectar el nivel de expresion de los 5 genes.

Los medios para detectar el nivel de expresion pueden ser, por ejemplo, un chip de ADN de acuerdo con la
divulgacion, un juego de cebadores y un indicador como los agentes fluorescentes, sondas de hidrélisis marcadas,
balizas moleculares, sondas de hibridacion y anticuerpos.

Preferentemente, el kit de acuerdo con la divulgacion podra comprender medios para detectar el nivel de expresion
de una combinacién de genes seleccionada entre el grupo que consiste en NME4, ITPR3, SESN3, ARL4Cy RPLP1.

De manera mas preferente, el kit de acuerdo con la divulgacion podra comprender medios para detectar todas las
combinaciones de genes mencionados anteriormente, preferentemente al menos 2, 3 o 4 genes y, mas
preferentemente, de medios para detectar la combinacién de los 5 genes.

El kit puede comprender ademas instrucciones de uso en el procedimiento in vitro de acuerdo con la invencion.

Finalmente, la divulgacion también se refiere al uso de al menos un gen seleccionado entre el grupo que consiste en
NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1, para el pronostico del cancer de pancreas, en particular, durante un
tratamiento a base de gemcitabina.

Preferentemente, la divulgacién se refiere al uso de al menos una de las combinaciones de 2 a 5 genes
seleccionados entre el grupo que consiste en NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1 y preferentemente la
combinacién de 3 genes, mas preferentemente de 4 genes, incluso mas preferentemente de 5 genes, para el
prondstico del cancer de pancreas, en particular, durante un tratamiento a base de gemcitabina.

La divulgacion también se refiere al uso de al menos un gen seleccionado entre el grupo constituido por los genes
NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1 o genes homodlogos, preferentemente al menos 2, 3 o 4 genes y, mas
preferentemente, de los 5 genes para el prondstico de un cancer de pancreas en un paciente, asi como al uso de al
menos un gen seleccionado entre el grupo constituido por los genes NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1 o
genes homologos, preferentemente al menos 2, 3 o 4 genes y, mas preferentemente, de los 5 genes para el
seguimiento de la eficacia de un tratamiento del cancer de pancreas, ventajosamente de un tratamiento con
gemcitabina, en un paciente.

La invencion se refiere al uso in vitro de una combinacion de genes seleccionados entre el grupo constituido por los
genes NME4 o un gen homdlogo del mismo y ARL4C o un gen homologo del mismo, o una combinacion de 5 genes
seleccionados entre el grupo constituido por los genes NME4 o un gen homologo del mismo, ARL4C o un gen
homologo del mismo, ITPR3 o un gen homologo del mismo, SESN3 o un gen homoélogo del mismo y RPLP1 o un
gen homadlogo del mismo, siendo dichos genes homologos genes que presentan un grado de identidad de secuencia
de al menos 90 % con el gen NME4, ARL4C, ITPR3, SESN3 o RPLP1, respectivamente, para el prondstico de un
cancer de pancreas, en un paciente.

La invencion también se refiere al uso in vitro de una combinacion de genes seleccionados entre el grupo constituido
por los genes NME4 o un gen homologo del mismo y ARL4C o un gen homologo del mismo, o una combinacion de 5
genes seleccionados entre el grupo constituido por los genes NME4 o un gen homologo del mismo, ARL4C o un gen
homologo del mismo, ITPR3 o un gen homologo del mismo, SESN3 o un gen homoélogo del mismo y RPLP1 o un
gen homologo del mismo, siendo dichos genes homadlogos genes que presentan un grado de identidad de secuencia
de al menos 90 % con el gen NME4, ARL4C, ITPR3, SESN3 o RPLP1, respectivamente, para el seguimiento de la
eficacia de un tratamiento del cancer de pancreas, ventajosamente de un tratamiento con gemcitabina en un
paciente.

La presente invencion podra comprenderse mejor y otras ventajas y caracteristicas pueden resultar evidentes tras la
lectura de los siguientes ejemplos y los dibujos anexos en los que:

La figura 1 representa los resultados obtenidos por los inventores en la determinacion del umbral de referencia
para el gen NME4.

La figura 1A representa la distribucion de ciertos valores estadisticos de la prueba de Mantel-Cox en funcion de
su valor de ACt. Para determinar el limite (punto de corte) entre 2 grupos, se determina el valor maximo obtenido
por un individuo para la estadistica de la prueba de Mantel-Cox y se utiliza una lectura grafica que permite
determinar el valor del umbral de referencia (Uer) de 3,1864.

La figura 1B representa las curvas de supervivencia calculadas por el método de Kaplan-Meier para los 2 grupos
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de supervivencia después del calculo del valor de umbral. El grupo representado en negro es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es inferior al valor de umbral (U) y €l grupo representado en gris es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es superior al valor de umbral (Urs). Aqui, el grupo de larga supervivencia es el
grupo en nggro. El valor p ("p-value") de la prueba de rango logaritmico se indica en la parte superior del grafico:
P=9,59.10"

La figura 2 representa los resultados obtenidos por los inventores en la determinacion del umbral de referencia
para el gen ITPRS3.

La figura 2A representa la distribucion de ciertos valores estadisticos de la prueba de Mantel-Cox en funcion de
su valor de ACt. Para determinar el limite (punto de corte) entre 2 grupos, se determina el valor maximo obtenido
por un individuo para la estadistica de la prueba de Mantel-Cox y se utiliza una lectura grafica que permite
determinar el valor del umbral de referencia (Uer) de 6,4015.

La figura 2B representa las curvas de supervivencia calculadas por el método de Kaplan-Meier para los 2 grupos
de supervivencia después del calculo del valor de umbral. El grupo representado en negro es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es inferior al valor de umbral (Ue) y €l grupo representado en gris es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es superior al valor de umbral (U.s). Aqui, el grupo de larga supervivencia es el
grupo en gris. El valor p de la prueba de rango logaritmico se indica en la parte superior del grafico: P=0,000219.
La figura 3 representa los resultados obtenidos por los inventores en la determinacion del umbral de referencia
para el gen SESN3.

La figura 3A representa la distribucion de ciertos valores estadisticos de la prueba de Mantel-Cox en funcion de
su valor de ACt. Para determinar el limite (punto de corte) entre 2 grupos, se determina el valor maximo obtenido
por un individuo para la estadistica de la prueba de Mantel-Cox y se utiliza una lectura grafica que permite
determinar el valor del umbral de referencia (Uer) de 3,6262.

La figura 3B representa las curvas de supervivencia calculadas por el método de Kaplan-Meier para los 2 grupos
de supervivencia después del calculo del valor de umbral. El grupo representado en negro es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es inferior al valor de umbral (U) y €l grupo representado en gris es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es superior al valor de umbral (U.s). Aqui, el grupo de larga supervivencia es el
grupo en gris. El valor p de la prueba de rango logaritmico se indica en la parte superior del grafico: P=0,000331.
La figura 4 representa los resultados obtenidos por los inventores en la determinacion del umbral de referencia
para el gen ARL4C.

La figura 4A representa la distribucion de ciertos valores estadisticos de la prueba de Mantel-Cox en funcion de
su valor de ACt. Para determinar el limite (punto de corte) entre 2 grupos, se determina el valor maximo obtenido
por un individuo para la estadistica de la prueba de Mantel-Cox y se utiliza una lectura grafica que permite
determinar el valor del umbral de referencia (Uer) de 2,6286.

La figura 4B representa las curvas de supervivencia calculadas por el método de Kaplan-Meier para los 2 grupos
de supervivencia después del calculo del valor de umbral. El grupo representado en negro es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es inferior al valor de umbral (U) y €l grupo representado en gris es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es superior al valor de umbral (Urs). Aqui, el grupo de larga supervivencia es el
grupo en gris. El valor p de la prueba de rango logaritmico se indica en la parte superior del grafico: P=0,000472.
La figura 5 representa los resultados obtenidos por los inventores en la determinacion del umbral de referencia
para el gen RPLP1.

La figura 5A representa la distribucion de ciertos valores estadisticos de la prueba de Mantel-Cox en funcion de
su valor de ACt. Para determinar el limite (punto de corte) entre 2 grupos, se determina el valor maximo obtenido
por un individuo para la estadistica de la prueba de Mantel-Cox y se utiliza una lectura grafica que permite
determinar el valor del umbral de referencia (Uer) de 6,3748.

La figura 5B representa las curvas de supervivencia calculadas por el método de Kaplan-Meier para los 2 grupos
de supervivencia después del calculo del valor de umbral. El grupo representado en negro es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es inferior al valor de umbral (U) y €l grupo representado en gris es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es superior al valor de umbral (U.s). Aqui, el grupo de larga supervivencia es el
grupo en gris. El valor p de la prueba de rango logaritmico se indica en la parte superior del grafico: P=0,00053.
La figura 6 representa los resultados obtenidos por los inventores en la determinacién del umbral final de
referencia para la combinacién de los 5 genes NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C, RPLP1.

La figura 6A representa la distribucion de ciertos valores estadisticos de la prueba de Mantel-Cox en funcion de
su valor de ACt. Para determinar el limite (punto de corte) entre 2 grupos, se determina el valor maximo obtenido
por un individuo para la estadistica de la prueba de Mantel-Cox y se utiliza una lectura grafica que permite
determinar el valor del umbral de referencia (Uer) de 1,102.

La figura 6B representa las curvas de supervivencia calculadas por el método de Kaplan-Meier para los 2 grupos
de supervivencia después del calculo del valor de umbral. El grupo representado en negro es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es inferior al valor de umbral (U) y €l grupo representado en gris es el conjunto de
individuos cuyo valor de ACt es superior al valor de umbral (U.s). Aqui, el grupo de larga supervivencia es el
grupo en gris. El valor p de la prueba de rango logaritmico se indica en la parte superior del grafico: P=1,01.10.

Ejemplo 1: Identificacion de un conjunto de genes para el prondstico del cancer de pancreas
1.1 Preparacion del ARN

Las muestras de sangre total de 61 pacientes extraidas antes del tratamiento, acondicionadas en tubos de PAXgene
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en hielo seco (expedidor: LabConnect, Estados Unidos) fueron recibidas y almacenadas a -80°C. Fueron
nombradas "semana 0".

El ARN total se extrajo a partir de las 61 muestras de sangre total y se nombré "semana 0". El analisis del
transcriptoma (busqueda de biomarcadores) solo se realizé en estas muestras "semana 0".

Las 61 muestras de ARN fueron analizadas a fin de determinar su calidad. El control de la integridad del ARN se
realizdé con el Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, Estados Unidos) utilizando el nanochip "ARN
eucaridtica total 6000" (Nano Chip 6000 de ARN eucariética total de Agilent Technologies). La cantidad de ARN fue
controlada utilizando un espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (THERMO Scientific). Los ARN purificados fueron
conservados a -80 °C.

Una muestra fue eliminada del estudio debido a la mala calidad del ARN ("Numero de integridad del ARN" <8).
60 muestras de ARN de sangre total, que se corresponden con las muestras de sangre de referencia, se extrajeron a
partir de la sangre previamente extraida (tubos de extraccion de sangre PAXgene, BD) utilizando el kit de ARN de

sangre PAXgene V.2 (PreAnalitix) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Se llevaron a cabo experimentos de expresion génica digital (Digital Gene Expression (EGD)) para seleccionar un
conjunto de biomarcadores putativos.

La validacion de los biomarcadores se hizo utilizando una plataforma COBAS (LC480, Roche Diagnostics) y los
enfoques bioestadisticos apropiados se utilizaron para filtrar los mejores biomarcadores.

Sujeto n.° | Tratamiento | Fallecidos | Supervivencia (dias) | Supervivencia (meses)
110 Gemcitabina Si 183 6,0
111 Gemcitabina NO 744 24 .4
112 Gemcitabina Si 112 3,7
113 Gemcitabina NO 589 19,4
207 Gemcitabina Si 98 3,2
208 Gemcitabina Si 87 2,9
211 Gemcitabina Si 160 5,3
508 Gemcitabina Si 253 8,3
805 Gemcitabina Si 654 21,5
1104 | Gemcitabina Si 402 13,2
1203 | Gemcitabina Si 252 8,3
1612 | Gemcitabina Si 47 1,5
1613 | Gemcitabina Si 73 2,4

2009 | Gemcitabina Si 113 3,7
2403 | Gemcitabina Si 222 7,3
2703 | Gemcitabina Si 61 2,0
2704 | Gemcitabina Si 134 4.4
3110 | Gemcitabina Si 260 8,5
3111 | Gemcitabina Si 144 4,7
3308 | Gemcitabina Si 217 7.1
3309 | Gemcitabina Si 112 3,7
3407 | Gemcitabina Si 171 5,6
3408 | Gemcitabina Si 350 11,5
3706 Gemcitabina NO 774 25,4
4407 | Gemcitabina Si 135 4.4
4409 | Gemcitabina Si 515 16,9
4410 Gemcitabina NO 708 23,3
4411 | Gemcitabina Si 105 3,4
4414 | Gemcitabina Si 437 14,4
4415 | Gemcitabina Si 17 0,6
4503 Gemcitabina NO 700 23,0
4702 | Gemcitabina Si 31 1,0
4902 | Gemcitabina Si 161 5,3
4903 Gemcitabina NO 602 19,8
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(continuacion)

Sujeto n.° | Tratamiento | Fallecidos | Supervivencia (dias) | Supervivencia (meses)
5008 | Gemcitabina Si 588 19,3
5201 | Gemcitabina Si 584 19,2
5202 | Gemcitabina Si 43 1,4
5331 | Gemcitabina Si 699 23,0
5336 | Gemcitabina Si 486 16,0
5339 | Gemcitabina Si 65 2,1
5340 | Gemcitabina Si 356 11,7
5341 | Gemcitabina Si 120 3,9
5342 | Gemcitabina Si 393 12,9
5344 | Gemcitabina Si 667 21,9
5345 | Gemcitabina Si 251 8,2
5346 | Gemcitabina Si 163 5,4
5703 | Gemcitabina Si 261 8,6
5901 | Gemcitabina Si 555 18,2
6201 | Gemcitabina Si 52 1,7
6303 | Gemcitabina Si 269 8,8
8001 | Gemcitabina Si 458 15,0
8003 | Gemcitabina Si 335 11,0
8106 | Gemcitabina Si 461 15,1
8901 | Gemcitabina Si 460 15,1
9312 | Gemcitabina Si 141 4.6
9508 | Gemcitabina Si 169 5,6
9509 | Gemcitabina Si 318 10,4
9901 | Gemcitabina Si 153 5,0
10303 | Gemcitabina Si 131 43
10304 | Gemcitabina Si 234 77
11207 | Gemcitabina Si 231 7.6

1.2. Construccion de la biblioteca de EGD y cartografia baliza-gen

Las muestras de ARN se dividieron en 2 grupos:

- M4: corresponde a los pacientes que recibieron, después de la toma de muestras de sangre de referencia,
gemcitabina y fallecen antes del mes 4;

- MA15: corresponde a los pacientes que recibieron, después de la toma de muestras de sangre de referencia,
gemcitabina y viven después del mes 15.

Para cada grupo, se mezclaron cantidades equimolares de cada muestra de ARN total de los pacientes a fin de
constituir un agrupamiento de ARN total.

6 bibliotecas de tipo EGD (técnica repetida tres veces para cada grupo) fueron construidas a partir de dichos
agrupamientos.

Las bibliotecas se construyeron con el kit previsto a tal efecto de la sociedad lllumina (kit de perfilado con etiqueta
EGD) de acuerdo con el protocolo del fabricante (version 2.1B), utilizando 2 ug de ARN total.

La secuenciacion y los analisis posteriores se realizaron utilizaron el dispositivo Pipeline de Illlumina.

Se utilizo la plataforma MGX (Montpellier, Francia).

Los datos de cada biblioteca de EGD fueron analizados con el software de BIOTAG (Acobiom, Montpellier, Francia)
para la deteccion y el recuento de las balizas, y la evaluacion de la calidad de las bibliotecas de EGD (Piquemal et
al., 2002).

1.3. Marcado y seleccion de balizas

Una base de datos que compila las secuencias de Homo sapiens y las informaciones conexas se genero a partir de
secuencias resultantes de la base de datos UniGene (construido n.° 232, marzo de 2012, NCBI).

Para cada secuencia de la base de datos, la baliza EGD esperada (baliza candnica) situada aguas arriba del sitio de
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restriccion Nlalll (CATG) mas cercano al extremo 3' de la secuencia (R1), asi como las balizas putativas situadas en
posiciones interiores (etiquetada R2, R3 y R4 a partir del extremo 3' del transcrito), fueron extraidas (Piquemal et al.,
2002).

Las balizas experimentales obtenidas a partir de las bibliotecas de EGD fueron emparejadas y marcadas
(coincidencias exactas para 17 pb) utilizando esta coleccion de balizas virtuales. En primer lugar se buscé una
coincidencia para cada baliza experimental con las balizas canodnicas virtuales (R1). A continuacion, las balizas
experimentales no emparejadas con las balizas R2, luego con R3 y R4 fueron marcadas.

Los analisis de los experimentos de EGD se realizaron utilizando el método edgeR (version 2.6.9, Bioconductor). Los
genes analizados fueron seleccionados en funcién de (1) filtros matematicos con el mayor factor de variacion
diferencial, "differential Fold Change", >1,5).

La tasa de falsos positivos (FDR) es un valor p ("pvalue") ajustado (aqui se establece FDR < 10 %) que se calcula
basandose en el error de tipo 1 (a=5 %) notificado en las consideraciones generales. (J.R. Statist. Soc. B, 2010,
Discovering the false discovery rate, Y Benjamini)

(2) filtros biolégicos con la implementacion de genes diana en procesos especificos y vias metabdlicas conocidas.

1.4. Sintesis de ADNc para la gPCR

Se realizaron transcripciones inversas para cada una de las 60 muestras de ARN en 20 pl de volumen de reaccién
final con 300 ng de ARN total utilizando 200 unidades de enzima SuperScript | (M-MLV tipo TA, Invitrogen) y 250 ng
de cebadores aleatorios de acuerdo con las instrucciones del fabricante (25 °C, 10 min, 42 °C, 50 min, 70 °C 15 min),
el mismo dia con la misma pipeta y los mismos manipuladores.

1.5. gPCR
La validacion de los genes diana se llevo a cabo por gqPCR en una plataforma de Roche Diagnostics.
Los experimentos de gPCR se realizaron utilizando una mezcla de LightCycler® 480 DNA SYBR Green Master

(Roche Diagnostics) en un aparato LightCycler480® de Roche Diagnostics de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Para las dosificaciones con SYBR Green, la mezcla de reaccion se prepard de la siguiente manera en un volumen
final de 10 pl: 5 pl de LightCycler 480 DNA SYBR Green Master 2X (Roche), 4 ul de pares de cebadores de 50 yM
(Eurogentec), 1 pl de matriz de ADNc (1/15 de dilucion final).

El programa de PCR consiste en una primera etapa de preincubacion a 95 °C durante 10 minutos seguido de 45
ciclos de PCR (95 °C durante 10 s), 63 °C durante 15 sy 72 °C durante 15 s).

Para discriminar los productos especificos de los productos no especificos y dimeros de cebadores, se obtuvo una
fusién por aumento progresivo de la temperatura de 65 a 97 °C.

Tabla 4: cebadores correspondientes a los 5 biomarcadores utilizados para la gPCR, asi como los 2 genes de
referencia (*genes ubicuos).

Biomarcador Cebador sentido Cebador antisentido

NME4 | CATGATTGGACACACCGACTC (SEQ ID NO. 1) GACGCTGAAGTCAC%CCTTAT (SEQID NO.

ITPR3 TCCTGGGGAAGAGTTGTACG (SEQ ID NO. 3) | AGGAGAAAAACAAGCGGTCA (SEQ ID NO. 4)

SESN3 | TTGCCTTTGTAGTCCTGTGC (SEQ ID NO. 5) CATTAGTCCAGTCACSTGCTTC (SEQID NO.

ARL4C AAAGCCCTGTGGTGTATCAA (SEQID NO.7) | GCTTCCTCTGTTGGGTCAGA (SEQ ID NO. 8)

RPLP1 TGGGCTTTGGTCTTTTTGAC (SEQ ID NO. 9) | CAGACCATTTTTGCAGAGCA (SEQ ID NO. 10)

sor- | CCTCAGTAAAGACACAACCATCC (SEQID NO. | CATCTGTGGATTCAGCAAACC (SEQ ID NO.
11) 12)

GAPDH* | ATGGGGAAGGTGAAGGTCG (SEQ ID NO. 13) | GCGCCTCATTGATGGCAACAATA (SEQID NO.

14)

Los datos de la gPCR se analizaron utilizando el método Delta.Ct (ACt) (Livak y Schmittgen, 2001). Para todos los
genes diana, los valores de ACt se determinaron aplicando la féormula

ACt =y (gen) - [Ct (B2M) + Ct (GAPDH))/2

Los dos genes ubicuos son:
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- B2M (NM_009735, beta-2 microglobulina de Mus musculus, ARNm) y

- GAPDH (NM_002046, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, variante de transcripcion 1, ARNm +
NM_001256799 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Homo sapiens, variante de transcripcion 2, ARNm).

1.6. Resultados

Identificacion de la huella genética

Por medio del método de EGD, se realizaron perfiles transcriptomicos de sangre total de los pacientes y se
seleccionaron 169 genes con el método edgeR, como se describe en el punto 1.3.

En un ensayo de qPCR, una reaccion positiva es detectada por una acumulacion de una sefial fluorescente.

El Ct se define como el nimero de ciclos de PCR necesarios para que la sefal fluorescente cruce el ruido de fondo,
el valor Ct es inversamente proporcional a la cantidad de acido nucleico diana de la muestra. Asi, cuanto mas bajo
es el valor de Ct, mas elevada es la cantidad de acido nucleico diana en la muestra.

También se realiz6 un estudio farmacogendmico auxiliar. Muestras de ARN de sangre de 61 pacientes fueron
extraidas antes de cualquier tratamiento y analizadas por RT-PCR.

Una huella genética pro-metastasica ("genetic pro-metastatic fingerprint") presente en el 65 % de los pacientes,
altamente predictiva de la supervivencia global, y, ademas, en interaccién con el tipo de tratamiento, ha sido
resaltada. Los pacientes tratados con gemcitabina, que presentan la huella genética pro-metastasica tienen una baja
tasa de supervivencia general (OS) (5,0 meses).

Los genes NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1 fueron seleccionados por los inventores entre los 169 genes, de
acuerdo con la naturaleza multifactorial de esta indicacion.

Identificante Genbank
(ejemplo de ARNm)
ENSDG00000103202
(SEQ ID NO. 15)
NM_001286433.1 (SEQ ID
NO. 16)
NM_001286439.1 (SEQ ID
NO. 17)
NM_001286440.1 (SEQ ID

Homo sapiens NME/NM23 nucledsido difosfato NO. 18)
quinasa 4 ENSG00000103202 | \n1 001286438.1 (SEQ ID
NO. 19)
NM_001286436.1 (SEQ ID
NO. 20)
NM_005009.2 (SEQ ID
NO. 21)
NM_001286435.1 (SEQ ID
NO.22)
ENSG00000096433 (SEQ
ID NO. 23)
NM_002224.3 (SEQ ID
NO. 24)
XM_011514576.1 (SEQ ID
NO. 25)
XM_011514577.1 (SEQ ID
NO. 26)
ENSG00000149212 (SEQ
ID NO. 27)
NM_001271594.1 (SEQ ID
NO. 28)
NM_144665.3 (SEQ ID
NO. 29)

Nombre Descripcion Identificante Ensembl

NME4

ITPR3 inositol 1,4,5-trifosfato receptor, de tipo 3 ENSG00000096433

SESN3 sestrina 3 ENSG00000149212
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(continuacion)

L e Identificante Genbank
Nombre Descripcion Identificante Ensembl (ejemplo de ARNm)
NM_005737 (SEQ ID
NO. 30)
AJ579850* (SEQ ID
NO. 31)
ARL4C | factor de ribosilacién del ADP similar a4C | ENSG00000188042 AJSTIBS S)EQ ID
NM_001282431.1 (SEQ ID
NO. 33)
NM_005737.3 (SEQ ID
NO. 34)
NM_001003 (SEQ ID NO.
35)
NM_213725 (SEQ ID NO.
e 36)
RPLP1 Gran proteina ribosémica P1 ENSG00000137818 NM_001003.2 (SEQ ID
NO. 37)
NM_213725.1 (SEQ ID
NO. 38)
NM_002046 (SEQ ID
. . . NO. 39)
GAPDH gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa ENSG00000111640 NM_001256799 (SEQ ID
NO. 40)
B2M beta-2 microglobulina ENSG00000166710 NM—OO,\? (7)354§?EQ ID
*: Variantes de empalme del transcrito del gen ARL7 (ARNm de Homo sapiens para la proteina 7 similar al factor
de ribosilacion del ADP (gen ARL7), variante de corte y empalme 1 (ENSG00000188042), conocidas como
homoénimos de ARL4C.

La identificacion de la huella genética descrita aqui abre una nueva via para la terapia personalizada en esta
indicacion.

La huella genética pro-metastasica, basada en un valor especifico de Delta.Ct (ACt) puede ser normalmente
determinada por RT-PCT a partir de ARN de muestras de sangre. El valor ACt que ilustra el nivel de expresion de un
gen determinado en un paciente determinado se obtiene por amplificacién por RT-PCR del gen determinado y tras la
normalizacion con respecto a los genes de referencia (B2M, GAPDH). Cuanto mas bajo es el valor de ACt, mas
elevado es el nivel de expresion del gen.

Los pacientes con un alto pronostico de supervivencia y/o elegibles para el tratamiento con gemcitabina presentan
un valor INDICE especifico.

Determinacion de INDICE

Mas precisamente, cada gen identificado (NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1), se evalué por su valor
prondstico de supervivencia global en una poblacion tipo de pacientes que padecen cancer de pancreas (poblacion
de referencia), antes de que dichos pacientes reciban tratamiento (véase el punto 1.1).

En dicha poblacion de referencia y para los 5 genes identificados (NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1), un valor
de umbral de ACT ha sido definido por gPCR.

A continuacion, para los 5 genes identificados (NME4, ITPR3, SESN3, ARL4C y RPLP1), un modelo de Mantel-Cox
(o prueba de Log-Rank, "prueba de rango logaritmico") analizé la diferencia de supervivencia entre la supervivencia
a largo plazo y la supervivencia a corto plazo, y establecié un "umbral de referencia" (Urer) ¥y un "coeficiente beta"
para cada gen identificado. Esta prueba de rango logaritmico permite la comparacién entre dos grupos cuyas curvas
de supervivencia fueron calculadas por el método de Kaplan Meier. Se comprueba la hipétesis nula HO de igualdad
de las funciones de supervivencia en los dos grupos considerados. Con HO, el riesgo de fallecimiento es el mismo en
un momento dado Ti entre los dos grupos, por lo tanto, se espera una proporcion de fallecimientos idéntica en estos
(Bland y Altman, 2004).

La siguiente tabla 2 anterior presenta los valores del umbral de referencia (Urer) y del coeficiente beta obtenidos para
los 5 genes NME4, ITPR3, SESN3, ARL4Cy RPLP1, en la poblacion de referencia.
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Tabla 2: umbral y coeficiente beta (coeficiente B) para los 5 genes identificados

Nombre Uref Coeficiente 3
NME4 3,1864 -1,3207
ITPR3 6,4014 1,0850
SESN3 3,6262 1,0301
ARL4C 2,6286 1,3577
RPLP1 6,3748 1,0101

Un nivel de expresion normalizado ACt de NME4 superior a 3,1864, y/o

- un nivel de expresién normalizado ACt de ITPR3, SESN3, ARM4C y/o RPLP1 inferior respectivamente a 6,4015;
3,6262; 2,6286 y 6,3748, indica un prondstico de supervivencia a largo plazo, mientras que

- un nivel de expresion normalizado ACt de NME4 inferior a 3,1864, y/o

- un nivel de expresion normalizado ACt de ITPR3, SESN3, ARM4C y/o RPLP1 superior respectivamente a
6,4015; 3,6262; 2,6286 y 6,3748, indica un prondstico de supervivencia a corto plazo.

El prondstico puede ser perfeccionado tomando una combinacion de los 5 genes de la tabla 2.
El valor ACT obtenido se corrige entonces a una variable que puede tomar dos valores:

- +1si el valor ACT de las muestras es estrictamente superior al valor de U, definido para el gen considerado;
- -1siel valor ACT de las muestras es estrictamente inferior al valor de U definido para el gen considerado.

Esto permite entonces definir para cada gen considerado un valor INDICE que se calcula de acuerdo con: INDICE =
(+1 0 -1) x (coeficiente B).

De esta forma, para los genes considerados, el INDICE calculado sobre la poblacion de referencia de pacientes que
padecen cancer de pancreas puede tomar los valores dados en la siguiente tabla 3:

Tabla 3
INDICE NME4 = (+1 0 -1) x (-1,3207) = +/- 1,3207
INDICE ITPR3 = (+1 0 -1) x (+1,0850) = +/- 1,0850
INDICE SESN3 = (+1 0 -1) x (+1,0301) = +/- 1,0301
INDICE ARL4C = (+1 0 -1) x (+1,3577) = +/- 1,3577
INDICE RPLP1 = (+10-1) x (+1,0101) = +/- 1,0101

Es el INDICE de la combinacién de genes escogido para evaluar el prondstico de supervivencia del paciente que
permitira establecer el prondstico.

El modelo de Mantel-Cox (o prueba de rango logaritmico) que tiene en cuenta los INDICE calculados permitié
determinar un "umbral final de referencia" para cada una de las combinaciones, que permitira establecer el
prondstico de supervivencia del paciente sometido a ensayo.

El valor del umbral final de referencia para la combinacion de los 5 genes considerados es igual a 1,102.

Sobre la base del valor de umbral final de referencia definido para cada gen o para combinacion, es posible
establecer el prondstico de supervivencia del paciente sometido a ensayo:

- siel iNDICEpacieme calculado en el paciente sometido a ensayo es inferior al valor de umbral final de referencia,
entonces el prondstico es una supervivencia a largo plazo y

- siel iNDICEpacieme calculado en el paciente sometido a ensayo es superior al valor de umbral final de referencia,
entonces el prondstico es una supervivencia a corto plazo.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para establecer un prondstico de supervivencia en un paciente que padece cancer de
pancreas, que comprende las siguientes etapas:

a) medir el nivel de expresion de cada gen de una combinacién de genes marcadores seleccionados entre el
grupo constituido por genes NME4 o un gen homodlogo del mismo y ARL4C o un gen homodlogo del mismo,
siendo dichos genes homdlogos genes que presentan un grado de identidad de secuencia de al menos el 90 %
con el gen NME4 o ARL4C, respectivamente, en una muestra de sangre de dicho paciente previamente extraida;
b) comparar el nivel de expresién medido de los genes marcadores seleccionados en la etapa a) en dicho
paciente con un umbral de referencia;

c) evaluar el tiempo de supervivencia en dicho paciente.

2. Procedimiento in vitro para predecir o evaluar la eficacia y/o el beneficio de un tratamiento para el cancer de
pancreas en un paciente que padece dicha patologia, que comprende las siguientes etapas:

a) medir el nivel de expresion de cada gen de una combinacién de genes marcadores seleccionados entre el
grupo constituido por genes NME4 o un gen homodlogo del mismo y ARL4C o un gen homodlogo del mismo,
siendo dichos genes homdlogos genes que presentan un grado de identidad de secuencia de al menos el 90 %
con el gen NME4 o ARL4C, respectivamente, en una muestra de sangre de dicho paciente previamente extraida;
b) comparar el nivel de expresién medido de los genes marcadores seleccionados en la etapa a) en dicho
paciente con un umbral de referencia;

c) evaluar el tiempo de supervivencia en dicho paciente.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por que dicho tratamiento es un tratamiento con
gemcitabina.

4. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que en la etapa a)
se mide el nivel de expresion de cada gen de una combinacidon de genes marcadores seleccionados entre el grupo
constituido por los genes NME4 o un gen homologo del mismo, ARL4C o un gen homdlogo del mismo, /ITPR3 o un
gen homologo del mismo, SESN3 o un gen homélogo del mismo y RPLP1 o un gen homdlogo del mismo, siendo
dichos genes homologos genes que presentan un grado de identidad de secuencia de al menos el 90 % con el gen
NME4, ARL4C, ITPR3, SESN3 o RPLP1, respectivamente.

5. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha muestra de sangre es
una muestra de sangre total periférica.

6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que se mide el nivel de
expresion de los genes por la medicion de la cantidad de las proteinas codificadas por dichos genes presentes en la
muestra de sangre.

7. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que se mide el nivel de
expresion de los genes por el nivel de transcripcion del ARN o del ADNc de dichos genes.

8. Método de seguimiento de la eficacia de un tratamiento para el cancer de pancreas, ventajosamente de un
tratamiento con gemcitabina, por la implementacion del procedimiento descrito en una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 7, ventajosamente a intervalos de tiempo de tratamiento.

9. Uso in vitro de una combinacion de genes seleccionados entre el grupo constituido por los genes NME4 o un gen
homologo del mismo y ARL4C o un gen homélogo del mismo, o una combinacion de 5 genes seleccionados entre el
grupo constituido por los genes NME4 o un gen homélogo del mismo, ARL4C o un gen homologo del mismo, ITPR3
o un gen homoélogo del mismo, SESN3 o un gen homdlogo del mismo y RPLP1 o un gen homoélogo del mismo,
siendo dichos genes homologos genes que presentan un grado de identidad de secuencia de al menos el 90 % con
el gen NME4, ARL4C, ITPR3, SESN3 o RPLP1, respectivamente, para el prondstico de un cancer de pancreas, en
un paciente.

10. Uso in vitro de una combinacion de genes seleccionados entre el grupo constituido por los genes NME4 o un gen
homologo del mismo y ARL4C o un gen homadlogo del mismo, o una combinacion de 5 genes seleccionados entre el
grupo constituido por los genes NME4 o un gen homélogo del mismo, ARL4C o un gen homologo del mismo, ITPR3
o un gen homoélogo del mismo, SESN3 o un gen homdlogo del mismo y RPLP1 o un gen homdlogo del mismo,
siendo dichos genes homologos genes que presentan un grado de identidad de secuencia de al menos el 90 % con
el gen NME4, ARL4C, ITPR3, SESN3 o RPLP1, respectivamente, para el seguimiento de la eficacia de un
tratamiento para el cancer de pancreas, ventajosamente de un tratamiento con gemcitabina en un paciente.
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