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DESCRIPCION

Método de obtencidn de datos utiles para |a prediceion de la respuesta de un

suieto al tratamiento con Plasma Rico en Plaguetas

La presente invencidn se refaciona con un método in vifro de obtencidn de datos Utiles
para el calculo de la probabilidad de un sujeto de responder positivamente al ratamiento
con Plasma Rico en Plaguetas (PRP), encuadrandose dentro del campe de la Meadicing
Personalizada. En concreto, dicho mélodo, se basa en &l andlisis de una serie de
polimorfismos gensgticos, asi como otros datos de cardcter ambiental del sujets, gue
conjuntamente son uliles y permiten la prediccidon de 1a respuesta al tratamiento con
PRP.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El PRP se define como un volumen de plasma autdlogo gque contiens una concentracion
de plaguetas superior al nivel basal. Es una terapia bioldgica v autdloga que usa el
propio plasma del paciente y los factores de crecimients y otras biomoléculas derivados
de las plaguetas con propositos regenerativos. Estas actuan sobre los tgjides influyendo
en diferentes procesos bioldgicos. Asi, ayudan a favorecer ia reparacion y regeneracion
de los tejidos y estructuras diana gracias a efectos moduladores sobre fa inflamacién ¢
la modulacién celular entre ofros. Estas propiedades coniribuyen a fomentar un

ambiente bioldgico apropiado para fomentar procesos reparadores.

Durante los ultimos afios se ha exiendido ef uso del PRP en diversas especialidades
médicas como {a dermaiologia, la medicina estética y la odontologia, enire otras, siendo
las paiologias musculoesqgueléticas donde mas implantado esté el uso del PRP. Estas
paiclogias se definen como las lesiones que afectan al aparato locomotor (musculos,
tendones, huesos, nervies, ligamentos, cartilago y otras estructuras préximas a las
articulaciones). Su origen suele ser debido al resultado de un mal uso o por la accidén de
determinados faciores de forma continuada, provocando por lo general patologias

cronicas que afectan sobre todoe a las articulaciones.

Tanto en Espafia como en la Unidn Eurcpea, son el problema de salud laboral mas
frecuente vy representan una de las principales causas de absentismo laboral. Estas

paiclogias s han incrementado de manera exponencial en ios uitimoes anoes, afectando
2
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a gran parie de la poblacidn. Debido al incremenio de la esperanza de vida en la
sociedad actual, las patologias musculoesqueléticas se han convertido en una de las
principales causas de invalidez vy dolor erénico. El impacto econdmico que suponen en

la sociedad es considerable representando del 0,5 al 2 % de PIB.

Los fratamientos actuales para aste tipo de patologias se pueden dividir en tratamientos
consarvadores e infervenciones quirdrgicas. Los primeros van desde tratamientos
fisioterapicos hasta ierapia farmacolgica, ya sea oral como antiinflamatorics vy
analgésicos, hasta infiltraciones cortico-anestésicas o de acide hialurdnico dependiendo
de la patologia. Sin embargo, estos tratamientos estan enfocados en el alivio de los
sintomas, perc no en reparar el dafo provocade o en enlentecer la degeneracién.
Cuando sstos tratamientos no resultan eficaces, Ia tnica solucion para estos pacientes
es la cirugia con los riesqos e inconvenientes que sllo implica. Los principales aclos
quirurgicos resultantes de estas patologias son la colocacion de protesis de cadera o
rodilla (artroplastias), que se realizan cuando el nivel de degeneracidn articular es

irreparable con tratamientos conservadores.

Desde hacer varios afios la medicina regenerativa ha irrumpido en el ambito médico
para el ratamiento de las paiologias del sistema musculossauelético. Este tipo de
terapia pretende ser una allemnativa a pacientes susceptibles de  intervenir
guirirgicaments gue no han respondido a los fratamientos convencionales. Es decir, un
paso intermedio entre los fratamientos conservadores y la cirugia, siendo ef PRP Ia
técnica mas representativa en este ambito y que ya se ha definido anteriormente. Los
resuliados clinicos obtenidos con esta terapia son muy positivos y prometedores, con
una gran recuperacidn y salisfaccion de los pacientes, aungue aun existe un amplio
margen de mejora en la aplicacion del PRP va gue hay varios factores que influyen en

la eficacia del PRP como el producto o e protocoio de aplicacion.

Sin embargo, una de las variables que mas puede influir en el resultado clinico del
tratamiento son las caracteristicas bicldgicas del paciente, las cuales pueden determinar
tanto la compaosicidn molecular del PRP como la expresion de los receptores calulares
los cuales delerminan la respuesta celular a los productos bioldgicos, v una expresion
defectuosa podria limitar 1a eficacia del tratamiento. Tanto la sintesis de las moléculas
del PRP como la sintesis y expresidn de los recepiores estd condicionada por base
genética del paciente. Conocer tanto los genes implicados como la dotacion genética

adecuada ayudaria no sdlo a predecir ia respuesta del PRP sino también optimizar e

3
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fratamiento.

En este sentido, queda patente como la propia variabilidad individual es un faclor clave
a la hora de obtensr una mayor 0 menor respussia al ratamiento. En esta variabilidad
interindividual recientes estudios han mostradoe como ios polimorfismos genéticos
presenies en genas responsables de la sintesis de estos propios factores puaden estar
influyendo en la expresién y concentracidn de los mismoes. Estudios realizados en
cancer, terapias en enfermedades del sistema cardiovascular v en otras enfermedadess
han reportado informacidn que involucra directamente a las diferentes dotaciones
genéticas con la variabilidad en respuesta entre individuos. Concretamenie en medicina
regenerativa se han descublerto diferentes posiciones polimdrficas como posibles

factores diferenciadores.

Se han descrito diversos métodos gue tienen relacion con la extraccion composicion y
formas v/o medios de utilizacidon PRP. De la misma forma se han asociado los
polimorfismos genédticos con diferente expresién o concentracidn en plasma de os
componentes del mismo. De la misma forma, recientemente se ha publicado Szyluk K,
et al. 2022, J Clin Med, 11(21):8382. dot 10.3280/jcm11218362. PMID: 38362580) ia
asociacion de diferentes polimorfismos en el gen PDGFBR con la repussia al

tratamiento con PRP en patologias deportivas.

Sin embargo, los métodos descritos en el estado de la técnica no permiien predecir de
forma fiable ef riesgo de un sujeto a ne responder a un tratamiento con PRP. Asi, a la
luz de los descrito anteriorments, es necesario disponer de métodos gque tengan utilidad

prondstica de la respuesia de un pacients al PRF.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion divulga un método de obtencidn de datos dliles in vitro para

calcular la probabilidad de un sujeto a responder posilivamentie al tratamiento con PRP.

Para el desarrolio del mismo, los inventores se basaron en la utilizacidn de ia variable
ambiental rango de edad junto con variables genéticas gue comprenden el andlisis de
uno o varios polimorfismos genélicos de los genes GH1, SCD2, UCP2, GCKR, asi como
sus combinaciones con polimorfismos de los genes IGFR-1, VEGFR2, ADRB2. La

aplicacion de un algoritmo gue tisne en cuenta las variables anteriores, ambieniales y
4
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genéticas, permite obtener un valor del riesgo de un sujeto a responder positivaments

al fratamiento con PRP.

£l algoritmo de la presente invencidn tiene en cusnia variables gendticas v ambientales
de forma conjunta que permiten calcular un valor de probabilidad especifica de cada

suieto.

Los inventores han observado gue 1a aplicacion de esta aproximacion en pacientes liene
una sensibilidad y especificidad elevadas, teniendo el méiodo de la invencién buena
capacidad predictiva, tal y como muesiran los andlisis de curvas COR (o Curvas ROC

por sus siglas en inglés Receiver Operaling Characteristic) (Figura 1, Tablas 7, 8 y 9).

La presente invencidn provee asi una aproximacion innovadora en el area de la
medicina personalizada con multiples ventajas asociadas: permite obtener datos de
utilidad para conocer la probabilidad de un paciente a responder al fratamiento con PRP
con una sensibilidad v especificidad slevada; permite tomar decisionss previas &
tratamiento como evitar dicho tratamiento a pacientes gue han resultado tener baja
probabilidad de éxito tras la aplicacion de la presente invencion y optar por ofras
opciones terapéuticas. Ademas, también puede tener utilidad a la hora de potenciar &l
tratamiento del FRF para tratar de incrementar las posibilidades de éxilo del fratamiento
haciendo hincapié en otras variables relacionadas. Asimismeo, permite conocer la
probabilidad de un paciente a responder positivamente al tralamiento con PRP

previamentie a recibirio.

Método de la invencién

En un primer aspecto, 1a presente invencidn se refiere a un método in vitro de obtencidon
de datos utiles para calcular la probabilidad de un sujeto a responder positivamente al
tratamiento con FRF, de aqui en adelante “ef método de la invencidn”, gue comprende

las siguientes etapas:

{a) analizar en una mussira bicldgica aisliada del sujele, a menos, un polimorfismo
genético seleccionado de la lista que consiste en rs2685802 del gen GH1, rs4880 del
gen SOD2, rs860338 del gen UCPZ, y re12803260 del gen GCKR, en donde cada uno
de dichos polimorfismos puede reemplazarse por otre polimorfismo que se encuenire

en desequilibrico de ligamiento con &i;

o
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{(b) recoger la variable ambiental ‘edad’ del sujelo,

(¢} asignar un valer § a los polimorfismos gendticos analizados en la etapa {(a) segun la
Tabla 2, y asignar un valor B a la variable ambiental recogida del sujeio en la stapa (b}

seguniaTabla 2,y

() calcular un valor P de probahilidad de un sujete a responder positivamente al

fratamiento con PRP, mediante {a aplicacidn del algoritmo:

Y
1 + @—(:Bl)+,31X}

en donde,

B0 s (0,662

Bix a5 la suma de todos los valores B asignados en la elapa (€.

Tal como se usa en la presente invencion, el iérmine “in vifro” se refiere a que &l método

de la invencion se realiza fuera del cuerpo del sujsto.

En of contexto de ia presente invencidn, e t&rmino “Plasma Rico en Flaquetas” ¢ “‘PRP”
se refiere a cualguier preparacion de plasma que presenta una conceniracion similar o
mas alta de plagustas que ia muestra de sangre a partir de 1a que se ha derivado &l
plasma, asi como a las preparacioneas de suero y otros derivados tanto del PRF como

de la sangre completa.

Estos productios se emplean en af fratamiento de palologias que requisren reparacion
tisular dehido sus caracteristicas bicldgicas que les confieren un gran potencial
terapéutico. Los procesos que desencadenan las biomoléculas efectoras contenidas en
estos productos favorecen la reparacidn y regeneracion del tejido diana, asi como 13
mejora sintomatica del paciente. La eficacia del PRP vy de sus productos derivados
dependen de factores como ef tipo de producto, el protocelo de aplicacidn o las
caracteristicas bioldgicas del paciente. Debido a esto, hay pacientes gue ya tienen una
predisposicion natural a responder positivameants ¢ no al fratamiento con este tipo de

productos.
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En la presente invencidn, ia frase “calcular ia probabilidad de un sujelo de responder
positivaments al fratamienio con PRP”, se refiere a estimar o inferir ia probabiiidad de
un sujeto a mejorar sintomatoicgicamente de su condicién patoldgica tras el tratamiento
con PRP. kvaluar si la condicion patoldgica de un sujelo mejora sintomatoldgicamente
es practica de rutina para el experio en la materia. En la presente invencidn, la obiencidn
de datos utiles para calcular dicha probabilidad comprende Ia aplicacion de un algornitmo
gue tisne en cuenta tanto la variable ambiental ‘edad’ como las variables genéticas, en

particular, polimorfismos gendticos, del sujsto.

En la presente invencidn el algoritmo del método de la invencidn se considera prediciivo
cuando la AUCROC (AUC-Area UnderCurve o area bajo la curva, ROC-Receiver
Opsrating Characterisfic o caracteristica operativa del recepior) es mayor de 0,5 E
AUCROC se define come la probabilidad de clasificar correctamente un par de
individuos caso y control, seleccionados al azar de la poblacién, mediante los resultados

o valores obtenidos al aplicarles el algoritmo.

El AUCROC por convenio esté comprendido enfre 0,5 v 1: cuanto més cercanc a 1 es
el valor AUCROC de una variable, mas preciso y predictive se considera. La sensibilidad
de la prusba diagndstica es la probabilidad de obtensr un resultado positivo cuando el
individuo responde positivamentes a la intervencion, en ia presente invencidn, respuesta
positiva al tratamiento con PRE. La especificidad de una prusba indica la probabilidad
de obtener un resuliado negativo cuande el individuo no responde posilivamenie a ia

intervencion, en la presente invencion, la aplicacion del PRP.

El términe “suieto” en la presente invencidn se refiere a cualguier individuo susceptible
de recibir la aplicacion del PRP, o a cualguier individuo del gue se tenga interés en
conocer {a probabilidad de respuesta positiva tras someterse a dicha intervencién. Los
@rminos “paciente” o "sujeto” se usan en la presenie invencion de forma indistinta. Entre
los ejemplos de "sujetos” ¢ “pacientes” se incluyen, sin limitarse a, mamiferos,
preferiblemente, animales domésticos y de granja {iales como vacas, caballos, cerdosg,
ovejas, cabras, perros, gatos, roedores, etc.), primates no-humanos y humanos, mas

preferiblemente, un ser humano de cualquier sexe o edad.

En la presente invencidn, la respuesta al fratamiento con PRF puede darse fras su
administracion en cualquier drgano ¢ tejido del sujeto para tratar cualquier patologia que

requisra la accidn  sobre un  ejidoe  diana.  Preferiblements, patologias
7
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musculoesguelsticas. Mas preferiblemente, en patologias musculoesquelélicas que

conlleven la degeneracidn articular.

La administracién del PRP puede llevarse a cabo por cualquiera de ios métodos
conocidos en el estado de la técnicg, tales como, parenteral, subcutanea, intraarticular,
intradsea, intrameniscal, intratendinosa, peritendinosa, intraligamentosa, inframuscular,

intraneural o perineural, entre olras.

Asi, en una realizacion preferida, sola ¢ en combinacion con el resto de realizacionss
preferidas, ef sujeto va a ser sometido a un tratamiento de PRP. En otra realizacién mas
preferida, la administracion del PRP al sujeto se realiza en una articulacién. Ejemplos
de articulaciones, incluyen, sin limitar a, rodilla, tobilic, cadera, hombro vy codo. Asi, en
otra realizacidén aun mas preferida, la articulacidn es seleccionada de la lista que

consiste en rodilla, tobillo, cadera, hombro y codo.

Efapa (a) del méfodo de ja invencion: analisis de jos polimorfismos genélicos

Una primera etapa del método de la invencidn [etapa (a)] comprende analizar en una
muestra bioldgica aislada del sujeto, al menos, un polimorfismo genético seleccionado
de la lista que consiste en rs26865802 del gen GH1, ra4880 del gen 30D2, rs680339 del
gen UCP2, v rs1260326 del gen GCKR, en donde cada uno de dichos polimorfismos
puede reemplazarse por olre polimorfismo gue se encuentre en desequilibrio de

ligamiento con &l

Tal come se usa en la presents invencian, f término "polimorfismo genétice” se refiere
a una variacion en la secuencia de nucledlidos de la cadena de acido
desoxirribonucieico (ADN) que tiene al menos una frecuencia del 1% en los individuos
de una poblacién. Los polimorfismos genédticos pueden ser variacionss de uno o varios

riucledtides. Los polimorfismos de un solo nucledtido, "single nucleotide polymorphism

¢ SNP, generaimente dan lugar a dos alglos.

Los términos “polinucledtide”, “secusncia nucleotidica”, "secuencia de nuciedtidos”,
“acido nucleico” y “oligonuciedlido” se usan agui de manera intercambiable, v se refieren
a una forma polimérica de nucledtidos de cualguier longitud, que pueden estar, o no,

guimica o bioguimicamente modificados.
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Enla presente invencion, el términe “analizar’ referide a “polimorfismo/s” genédtico/s”, se

refiere a detectar dicho polimorfismo/s, determinando su genolipo o genotipos.

El polimorfismo gendtico rs2685802 del gen GHA, se refiere a un SNP situado en la
posicion 83817670 del cromosoma 17 de homo sapiens (numero de acceso al GenBank
de ia secuencia del cromosoma 17 de homo sapiens: NC_000017.11:63917669). Los
genotipos pueden ser homocigeio para adenina (AA)}, heterocigoto adeninatimina (AT

u homocigoto para timina (T. Ty

El polimorfismo genético re4880 del gen S0D2, se refiere & un SNP situado en la
posicion 1586082840 del cromosoma 8 de homo sapiens (numero de acceso al GenBank
de ia secuencia del cromosoma & de homo sapiens: NC_000008.12:159692839). Los
genotipos pusden ser homocigoto para adenina (A'A), heterocigoio adenina.guaning

{A:(5) u homocigoto para guanina (G.G).

£l polimorfismo genético rs680339 del gen UCPZ, se refiere a un SNP situado en la
posicidon 73978058 del cromosoma 11 de homo sapiens (numero de acceso al GenBank
de ia secuencia del cromosoma 11 de homo sapiens: NC_000011.10:73878058). Los
genotipos pueden ser homocigoto para adenina (AA), helerocigoto adenina:guanina

(A3} u homocigoto para guanina (GG}

El polimorfismo genético rs1260328 del gen GCKR, se refiere a un SNP situade en la
posicion 27508073 del cromosoma 2 de homo sapiens (numero de acceso al GenBank
de ia secuencia del cromosoma 11 de homo sapiens: NC_000002.12:27508072). Los
genctipos pueden ser homocigoto para citosina (C:C), heterocigoto: citesina:timina (C:7)

u homocigoto para timina (T:T).

En una realizacion preferida del métode de ia invencidn, soia o en combinacion con e
resto de realizaciones preferidas antericres del método de la invencidn, la elapa (a)
comprende analizar, al menos, dos polimorfismos genélicos seleccionados de a lista
gue consiste en rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen S0D2Z, rsb60330 del gen UCP2,
y 181280326 del gen GUKR, en donde cada unc de dichos polimorfismos puede
resmplazarse por otro polimorfismo gue se encuentre en desequilibrio de ligamiento con

&l
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En una realizacidn mas preferida, sola ¢ en combinacion con el resto de realizacionss
preferidas, la etapa (@) comprende analizar el polimorfismo gendtico rs2665802 del gen

GH1 v el polimorfismo genético rs4880 del gen 30D2.

En otra realizacidn mas preferida, sola o en combinacion con ef resto de realizacionas
preferidas, la etapa (@) comprende analizar el polimorfismo genético re2665802 del gen

GH1 y el polimorfismo genético rs6802338 del gen UCP2.

En otra realizacidn mas preferida, scla ¢ en combinacion con el resto de realizacionss
preferidas, la etapa (@) comprende analizar el polimorfismo gendtico rs2665802 del gen

GH1 v el polimorfismo genédtico rs1280326 del gen GCKR.

En una realizacion mas preferida, sola o en combinacidn con el resto de realizaciones
preferidas, ia etapa (8) comprende analizar el polimorfismo genético re4880 del gen
S0D2 y e polimorfismo genético rs680338 del gen UCP2.

En una realizacidn mas preferida, sola o en combinacidn con el resto de raalizaciones
preferidas, ia stapa {8) comprende analizar o] polimorfismo genético rs4880 del gen
S0D2 y of polimorfismo genético rs 1260326 del gen GCKR.

En una realizacion mas preferida, sola o en combinacion con el resto de realizacionas
preferidas, ia etapa (a) comprende analizar ef polimorfismo gendtico reB603390 del gen
UCP2 v el polimorfismo genético rs1280326 del gen GCKR.

En ofra realizacion preferida, sola o en combinacién con el resto de realizacionss
preferidas, la etapa (a) comprende analizar, al menos, tres polimorfismos gendticos gue
consisten en &l polimorfismo rs2685802 del gen GH1 vy dos seleccionados de la lista que
consiste en el polimorfismo rs4880 del gen S0D2, rsB60339 dei gen UCP2Z, y rs 1280326
del gen GUKR, en donde cada uno de dichos polimorfismos pusde reemplazarse por

otro polimorfismo que se encuenire en desequilibrio de ligamiento con él.

En ofra realizacion preferida, sola o en combinacion con &l resto de realizacionss
preferidas, ia etapa (3) comprende analizar, al mencs, tres polimorfismos gendticos
seleccionados de la lista que consisie rs2065802 del gen GH1, rs4880 del gen S0D2,
rsBB0338 del gen UCP2, v rs1260328 del gen GCKR, en donde cada uno de dichos

10
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polimorfismoes puede reemplazarse por otro polimorfismo que se encuentre en

desequilibrio de ligamiento con él.

En otra realizacion mas preferida, sola o en combinacion con el resio de realizacionss
preferidas, la etapa {(a) comprende analizar cuatro polimorfismos  gendlicos
seleccionados de la lista que consiste en rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen S0D2,
rs8603328 del gen UCP2Z, v rs1260328 del gen GCKR, en donde cada uno de dichos
polimorfismos puede reemplazarse por ofre polimorfismo que se encuentre en
desequilibrio de ligamiento con &l Adn mas preferiblemente, los polimorfismos
genéticos consisten en el re20865802 del gen GHA, &l re4880 del gen SODZ, el rsbB0339
del gen UCP2, vy el rs1260328 del gen GCKR.

Ademas del andlisis de, al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro,
de los polimorfismos genéticos seleccionados de la lista que consiste en ef polimorfismo
rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen S0D2, rs880338 del gen UCP2, v rs1280328
del gen GCKR, en donde cada uno de dichos polimarfismos puede reemplazarse por
otro polimorfismo gue se encuentre en desequilibrio de ligamiento con &, en particular,
ademas del analisis de Ios polimorfismos genéticos rs2865802 del gen GH1, rs4880 del
gen S0OD2, reb80338 del gen UCP2, v 151280326 del gen GCKR, la etapa (a) del método
de la invencidn puede comprender analizar, al menos, un polimorfismo genstico
seleccionade de la lista gque consiste en &l polimorfismo rs2229765 del gen IGFR-1,
rs1870377 del gen VEGFR2, y rs1042714 del gen ADRB2, en donde cada uno de dichos
polimorfismos puede reemplazarse por ofro polimorfismo que se encuentre en

desequilibrio de ligamienio con 8l

El polimorfismo genético rs2229765 del gen IGFR-1, se refiere a un SNP situado en la
posicion 88834896 del cromosoma 15 de homo sapiens (numero de accese al GenBank
de ia secuencia del cromosoma 15 de homo sapiens: NC_000015.10:98934985). Los
genotipos pusden ser homocigolo para adenina (A'A), heterocigoto adenina:guaning

{A:G) u homocigoto para guanina (G:.G).

£l polimorfismo genélico rs1870377 del gen VEGFRZ, se refiere a un SNP situado enla
posicidn 55106807 del cromosoma 4 de homo sapiens (numero de acceso al GenBank
de la secuencia del cromosoma 4 de homo sapiens: NC_000004.12:551068008). Los
genotipos pueden ser homocigoto para adenina {A:A), heterocigoto adeninatimina (A:T)

u homodcigoto para timina (T.T).
11
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El polimorfismo genético rs1042714 del gen ADRB2, se refiere a un SNP situado en la
posicion 148826810 del cromosoma 5 de homo sapiens (numero de acceso al GenBank
de ia secuencia del cromosoma & de homo sapiens: NC_000005.10:148828909). Los
genotipos pusden ser homocigoto para citosing (C:C), heterocigoto citosina guaning

{C:.G) u homocigoto para guanina (G:G).

Asi, en una realizacion preferida del método de la invencidn, sola ¢ en combinacion con
el resto de realizaciones preferidas, la etapa (a) comprende analizar, ademas, ai menos,
un polimorfismo genético seleccionado de {a lista gue consiste en el polimorfismo
rs2229785 del gen IGFR-1, el rs1870377 del gen VEGFRZ, v el rs1042714 del gen
ADRB2, en donde cada uno de dichos polimorfismios pusde reemplazarse por ofro

polimorfismo que se encuentire en desequilibrio de ligamiento con élL

En ofra realizacion preferida del métode de [a invencidn, sola ¢ en combinacion con &l
resto de realizaciones preferidas, la slapa (8) ademas comprende analizar, al menos
dos, al menos tres, polimorfismos genéticos seleccionados de la lista que consiste en el
polimorfismo rs2229765 del gen IGFR-1, el rs 1870377 del gen VEGFRZ, y el rs1042714
del gen ADRBZ, en donde cada unc de dichos polimorfismos puede reemplazarse por

otro polimorfismo que se encusntre en desequilibric de ligamiento con él.

En otra realizacion preferida del método de {a invencidn, sola ¢ en combinacion con el
resto de realizaciones preferidas, la etapa (8) comprende analizar, al menos, siete
polimorfismos genédticos seleccionados de lista gue consisie en rs2229785 del gen
{GFR-1, rs1870377 del gen VEGFRZ, rs1042714 del gen ADRBZ, rs2865802 dei gen
GH1, re4880 del gen S0D2, rs6680330 del gen UCP2, vy rs1260326 del gen GCKR, en
donde cada uno de dichos polimorfismos puede reemplazarse por otro polimorfismo gue
se encuentre en desequilibric de ligamiento con &, incluyendo cualguier combinacidn

de los mismos.

En ofra realizacion mas preferida del método de la invencidn, sola ¢ en combinacion con
gl resto de realizaciones preferidas, la etapa (a8) comprende analizar los polimorfismos
genéticos rs2229785 del gen IGFR-1, rs1870377 deil gen VEGFRZ, rs1042714 del gen
ADRB2, rs2065802 del gen GH1, re4880 del gen S0D2, reB80339 del gen UCRZ,
rs1260328 del gen GUKR.
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En el presente documenio se emplea la frase “polimorfismos de la invencion” para
referirse a, al menos, un polimorfismo genstico seleccionado de entre los polimorfismos
rs2865802 del gen GH1, rs4880 del gen SOD2, rs680328 del gen UCP2, vy ra1260328
del gen GCKR, en donde cada uno de dichos polimorfismos pusde reemplazarse por
otro polimorfismo gue se encuentre en desequilibrio de ligamiento con &, y/o a cualquier
combinacidn de uno ¢ mas de los polimorfismos gendticos anteriores con, al menos, un
polimorfismo genético seleccionado de entre rs2229785 del gen IGFR-1, rs1870377 del
gen VEGFR2Z, y rs10427 14 del gen ADRRB2, en donde cada uno de dichos polimorfismos
puede reemplazarse por olro polimorfismo que se encuentre en desequilibrio de

ligamienio con &l

En la presents invencidn, los polimorfismos gendticos son SNPs, por lo que los termines
“‘polimorfismos de la invencidn” y "SNP's de la invencién” pueden usarse indistintaments

a lo largo del documento.

En la tabla 1 se muestran aigunos de ios polimorfismos gendlicos que pusden ser

incluidos como variables genctipicas dentro del método de la invencidn.

Gan Polimorfismo | Genotipos Localizacion
AA
Cromosoma 15:98634856
IGFR-1 12228765 AG
NC_000015.10:2.98934396G>A
G5
AA
Cromosoma 4:55106807
VEGFR2 rsi870377 AT
NC _000004.12:.55106807T>A
T
C:C
Cromosoma 5:148826910
ADRBZ rs1042714 G
NC_000005.10:8.148826910G>C
G:G
ALA
Cromosoma 17:63817670
GH1 152665802 AT
NC 000017.11:.6391767085T
1T
AA Cromosoma 6:158682840
SOD2 rsd830
AG NC_000006.12:8.159692840A>G
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G:G
AcA
Cromosoma 11:7397805%
UCep? rs660339 AG
NC _000011.10:g.73978059G>A
G:G
C:C
Cromosoma 2:27508073
GCKR 151260326 C:T
NC_000002.12:2.275080737>C
1T

Tal comoe se ha indicado en ia presente invencion, cada uno de dichos polimorfismos
puede reemplazarse por olre polimorfismo gue se encuentre en desequilibrio de

ligamiento con &l

£l termino “desequilibrio de ligamiente”, se refiere a la propiedad de algunos genes ©
marcadores de ADN de no segregar de forma independiente, es decir, poseen una
frecuencia de recombinacién menor del 50%. Esto suele deberse a gue los dos lod
implicados se encuentran en el mismo cromosoma, (o que imposibilita su transferencia
a la progenie de manera alealoria con ia separacion de los cromosomas en anafase. En
la presente invencidn, se refiere a aquelios polimorfismos genéticos que, debido a su
cercania fisica en un cromosoma, se presentan juntos de manera mas frecuente de o
que se esperaria por azar. Un polimorfismo genetico que se encuentren en desequilibrio
de ligamiento con ofro presenta [a misma capacidad o da una informacion equivalente,
en la presente invencion, relativa a la prediccidn de {a probabilidad de un sujeto de
responder positivamente al tratamiento con PRP, yva que por la propia definicidn, ambos

se heredan en conjunto.

Una medida de! desequilibrio de ligamiento entre dos marcadores genéticos se define
como 'r2”. Dos polimorfismos genéticos que no han sido separados por recombinacién
{desequilibric de ligamiento iotal), muestran un r2=1. En la presente invencion, os
polimorfismos que se encuentran en desequilibric de ligamiento con los polimorfismos
genéticos rs2229785 del gen IGFR-1, rs1870377 del gen VEGFRZ, rs1042714 del gen
ADRB2, rs2065802 del gen GH1, re4880 del gen S0D2, reB80339 del gen UCRZ,
rs1260328 del gen GCKR, preferiblemente presentan una medida de desequilibrio de

ligamiento 12 z 0,8, mas preferiblements una medida de desequilibrio de ligamiento 12 2
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0,9, El célculo del desequilibrio de ligamiento es practica de rutina para el experto enla

mataria.

£l andlisis de ios polimorfismoes de la invencidn se puede realizar por cualquier método
conocido por el experio en la materia para tal fin. Por ejempio, se puede realizar
mediante kits de genotipado, secuenciacion o mediante ampiificacion por PCR (reaccidn
en cadena de ia polimerasa) y posterior analisis con enzimas de restriccion o mediants
PCR a tiempo real. Los kits de genctipado pusden contener oligonucledtidos marcados
con fluordforos v puede requerir la hibridacion de estos con una muestra bioldgica

aislada de un sujeto.

Asi, en el mélodo de la invencidn, el analisis de los polimorfismos de la invencidn de la
etapa (a) se lleva a cabo por cualguier método conocido por el experio en la materia
para fal fin. En una realizacidn preferida, sola o en combinacidn con el resto de
realizaciones preferidas, se lleva a cabo mediante amplificacion, mas preferiblemente,

amplificacién PCR, yfo secuenciacion.

En ofra realizacion preferida del método de ia invencidn, ef analisis de los polimorfismos

de la invencion de la etapa (a), se lleva a cabo usando un kit de genotipado.

En otra realizacion preferida del método de la invencidn, sola ¢ en combinacion con e
resto de realizaciones preferidas, el andlisis de los polimorfismos de la invencidn de la
etapa (a) comprende el empleo de sondas y/o cebadores que detectan y/o amplifican

de forma especifica dichos polimorfismos.

En una realizacidn mas preferida, los cebadoras y/o sondas comprenden, o consisten
en, las secuencias de nucledtidos: SEQ 1D NGO 1, SEQID NO: 2, SEQ 1D NO: 3, SEQ
1D NO: 4, SEQID NG 5, SEQ D NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ D NO: 8, SEQ ID NG 8,
SEQ D NOG: 10, SEQ 1D NO: 11, SEQ D NG: 12, SEQ 1D NO: 13, SEQ 1D NO: 14, SEQ
ID NGO 15, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 17, SEQ 1D NO: 18, SEQ 1D NO: 18, SEQ 1D
NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ 1D NO: 22, SEQ 1D NO: 23, SEQ 1D NGO 24, S3EQ ID NO:
25, SEQ D NG 28, SEQ D NO: 27, SEQ 1D NO: 28, v/o cualguier combinacidn de elics.

SEQ D NO: 1
ACAGTGAACGAGGCCGCA

SEQIDNO 2
15
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GACAATTGAACTCCTTCATCACAGA

Las secuencias SEQ D NOi1 vy SEQ 1D NO: 2, corresponden a las secuencias de los

cebadores especificos para amplificar e polimorfismo rs2229785 del gen IGFR-1.

SEQIHINO: 3
AGCTTCGTTGAGAAMACTCAATCCTT
SEQIHDNO: 4
GCTTCGTTGAGAAACTCAATCCTC

Las secuencias SEQ 1D NGB y SEQ 1D NO: 4 corresponden a las secuencias de las
sondas especificas para detectar de forma especifica el polimorfismo rs2229765 del gen
IGFR-1.

SEQIHI NG5
TGCGCTGTTATCTCTTTCTTATAGCCA
SEQIID NGO 8
CTCCACACTTCTCCATTCTTCAL

Las secuencias SEQ D NO5 y SEQ 1D NGO: 6, corresponden a las secuencias de los

cebadores especificos para amplificar ef polimorfismo rs1870377 del gen VEGFR2.

SEQIDI NGO 7
GGGTTTGTCACTGAGACAGCA
SEQ D NO: 8
GGGTTTGTCACTGAGACAGCT

Las secuencias SEQ 1D NOG7 y SEQ 1D NO: 8 corresponden a las secuencias de las
sondas especificas para detectar de forma espacifica of polimorfismo rs 1870377 del gen
VEGFR2.

SEQIDNO: 9
GAAGCCATGCGCCGGAC
SEQ D NO: 10
GACGATGUCCATGCCC
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Las secuencias SEQ 1D NG:8 y SEQ 1D NO: 10, corresponden a las secuencias de los

cebadores especificos para ampiificar el polimorfismo rs1042714 del gen ADRB2.

SEQ D NCG: 11
CCCACACCTCGTCCCTTTG
SEQ 1D NO: 12
CCCACACCTOGTCCCTTTO

Las secuencias SEQ 1D NO:11 y SEQ 1D NO: 12 corresponden a las secuencias de ias
sondas especificas para detectar de forma especifica ol polimorfismo ra10427 14 del gen
ADRBZ.

SEQ 1D NO: 13
TCAGTTCTCTTGGGTCAGGGC
SEQ I NG 14
CCCACTGACTTTGAGAGCTG

Las secuencias SEQ 1D NO:13 y SEQ D NO: 14, corresponden a las secuencias de los

cebadores especificos para amplificar ef polimorfismo rs2865802 del gen GH1.

SEQ D NO: 15
TGCTGCCCTCTTTTTAGCAGT
SEQ I NG 16
TGCTGCOCCTCTTTTTAGCAGA

Las secuencias SEQ 1D NO:15 vy SEQ 1D NO: 16 corresponden a 1as secuencias de las
sondas especificas para detectar de forma especifica ol polimorfismo ra26885802 del gen
GH1.

SEQ 1D NO: A7
CTGTGCTTTCTCGTCTTCAGCA
SEQ D NG 18
GGCTGTGCTTCTGCCTG

Las secuencias SEQ 1D NO:17 y SEQ D NO: 18, corresponden a las secuencias de los

cebadores especificos para amplificar ef polimorfismo rs4880 del gen SCD2.
17



[

10

15

20

25

30

35

ES 2 984 296 B2

SEQ D NO: 19
GGAGCCCAGATACCCCAAAG
SEQ D NG 20
GGAGCCCAGATACCCCAAAA

Las secuencias SEQ ID NO:19 y SEQ 1D NO: 20 corresponden a las secuencias de las
sondas especificas para deteclar de forma especifica e polimorfismo rs4880 del gen
sS0D2.

SEQ D NO: 21
GGTCAGAATGGTGCCCATCAL
SEQ 1D NO: 22
CAGATCCAAGGAGAAAGTCAGG

Las secuencias SEQ 1D NO:21 vy SEQ 1D NGO 22, corresponden a las secuencias de ios

cebadores especificos para ampiificar el polimorfismo rs680339 del gen UCPRZ.

SEQ D NO: 22
CAGTGCGCGLTACAGT
SEQ 1D NO: 24
CCAGTGCGCGCTACAGT

Las secuencias SEQ 1D NO:23 vy SEQ 1D NO: 24 corresponden a las secuencias de ias
sondas especificas para detectar de forma especifica of polimorfismo 36680338 del gen
UcP2.

SEQ D NG 25

GOGTCCCTTTGTCACGECT

SEQ 1D NO: 26
ACTTATTCTGTTAGAAATATCTAGAAAACTACTACGACCT

Las secuencias SEQ 1D NO:25 y SEQ 1D NO: 26, corresponden a las secuencias de ios

cebadores especificos para amplificar el polimorfismo rs 1260326 del gen GCKR,

SEQ D NG 27
18
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TCTCCTAACAAACTGTTTCACATCTTTTTT
SEQ D NO: 28
TCTCCTAACAAACTGTTTCACATCTTTTTC

Las secuencias SEQ 1D NO:27 y SEQ 1D NO: 28 corresponden a las secuencias de las
sondas especificas para detectar de forma espeacifica el polimorfismo rs12680326 del gen
GCKR.

En una realizacion mas preferida del métode de la invencion, e andlisis de los
polimorfismos llevado a cabo en la etapa (@) comprende emples de sondas gue detectan
los polimorfismos de la invencidn. Preferiblements, (as sondas que detectan dichos
polimorfismos se seleccionan de ig lista que consiste en: SEQ 1D NG: 3, 3EQ D NG 4,
SEQ D NG 7, SEQ 1D NO: 8, SEQ D NO: 11, SEQ 1D NG 12, SEQ 1D NO: 15, SEQ
D NO: 18, SEQ ID NO: 18, SEQ 1D NO: 20, SEQ 1D NO: 23, SEQ 1D NG: 24, SEQ D
NO: 27, SEQ D NO: 28, v cualquier combinacion de silos.

En ofra realizacion preferida del método de la invencidn, sola o en combinacion con el
resto de realizaciones preferidas, el andlisis de los polimorfismos de la invencidn de la
etapa {a) comprende el empleo de sondas marcadas con fluordforos. Ejemplos de
fluordfores incluyen, sin fimitarse a, Alexa fluor, GFP (de sus siglas en inglés Green
Fluorescent Prontein), cerulean, mCherry, FITC, ICG, Cy-5, rodamina 800, 5-TAMRA v

azul mstileno.

£l términe "secuenciacidn”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refisre a

la determinacion de los nuclediidos de un acide nucieico molde vy de su orden.

El términe “amplificacion”, tal y como se utiliza en 1a presente descripcidn, se refiere al
aumento del nimero de copias de un acide nucleico molde, donde ésta puede ser
realizada utilizando sondas flucrescentes. En una realizacion preferida del método de la
invencidn, scla ¢ en combinacion con &l resio de realizaciones preferidas, la

amplificacion tiene lugar mediante PCR a tiempo real.

El término “acido nucleico moide” o "molde”, tal y como se utiliza en la presente
descripcion, se refiare a una molécula de acido nucieico de cadena simple ¢ de doble

20 cadena que va a ser amplificada o secuenciada.
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El aumento del ndmero de copias de un acido nucleico molde se realiza por sintesis de
ADN complementario mediante unas condiciones gue o permitan. Las condiciones que
permitan la sintesis de ADN complementario se refiere a las condiciones en las que
puede tener lugar la incorporacidn de los nucledlidos a un ADN naciente mediante

complementariedad de bases con el acide nucieico moide.

Las condiciones en las cuales se realiza la secuenciacidn o la amplificacién
generalimente incluyen (g} poner en contacte un acdido nucleico moide con una
polimerasa en una mezcla que ademas comprende un cebador, un cation bivalente, (por
ejemple, Mag2+), v nucledidos, generaimente, dNTPs vy, al menos, un ddNTPR, v b}
someter dicha mezcla a una temperatura suficiente para que la polimerasa inicie ia
incorporacion de os nucledtidos al cebador madiantie complementariedad de bases con
el acide nucleico molde, v de lugar a una poblacién de moléculas de ADN
complementario de diferenie tamafo. La separacién de dicha poblacidn de moléculas
de ADN complementario, generalmente, mediante electroforesis, permite determinar Ia

secusncia de nucledtidos.

El termino “cebador”, como se utiliza aqui, se refiere a un cligonucledtido capaz de
actuar como punto de inicio de la sintesis de ADN cuando hibrida con el acido nucieico
molde. Preferiblemente, el cebador es un dligonuciedtide de desoxirribosa. Los
cebadores pueden prepararse mediante cualquier método adecuado, incluyendo, por
giemplo, pero sin limitarse a, la clonacién y restriccién de secuencias apropiadas vy la
sintesis quimica directa. Los cebadores pueden disefiarse para hibridar con secuencias
espacificas de nucledtidos en el acido nucisico molde (cebadores especificos) o puedsen
ser sintetizados al azar (cebadores arbitrarios).

El término “cebador especifico”, tal v como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a un cebador cuya secuencia es complementarna a una secuencia especifica de

riucledtidos en &l acido nucleico molde que se quiere amplificar ¢ secuenciar.

El término “cebador arbitrario” se refiere a un cebador cuya secuencia es sintetizada al
azar y que se usa para iniciar {a sintesis del ADN en posiciones aleatorias del dcido
nucleice molde que se quisre amplificar o secuenciar. Con frecuencia se emplea una
pobiacidn de distintos cebadores arbitrarios. El término “cebadores arbifrarios” se refiere
a un conjunto de cebadores cuya secuencia es sintetizada al azar vy que se usa para
iniciar la sintesis del ADN en posiciones aleatorias del acido nucleico molde que se

quiere amplificar o secuanciar.
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El término “hibridacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refisre al
apareamiento de dos moléculas de ADN de cadena simple complementarias para dar
una molécula de doble cadena. Preferiblemente, ia complementariedad es del 100%.
Esto es, en la region de complementariedad cada nucledtido de una de las dos
molécuias de acido nucleico puede formar enlaces de hidrégeno con un nucledtido
presente en la otra molécula de acido nucleico. Sin embarge, aquélios con una
experiencia normal en el campo reconoceran gue dos moléculas de acido nucleico gue

pOSSeaEn una region con complementariedad menor al 100% también pusden hibridar,

El término “nucledtide”, tal y como se uliliza en la presente descripcidn se refiere a una
molécula organica formada por la union covalenie de una pentosa, una base
pitrogenada v un grupe fosfato. Bl término nucledtido incluye desoxirribonuciedsidos
trifosfato como, por ejemplo, pero sin limitarse, dATP, dCTP, diTR, dUTP, dGTP, dTTP,
¢ derivados de oz mismeos. El t&rmine  nucledtide  incluye  también
dideoxirribonuciedsidos frifosfato (ddNTPs), como por gjemplo, ddATP, ddCTP, ddGTP,
15 ddiTh, ddTTF o derivados de 1os mismos.

De acusrdo con la presente invencidn, un "nucledtidc” o un "cebador” puede ser
marcado o eligustado mediante técnicas bien conccidas en ¢ estado de la téeonica.
Eliquetas deteclables inciuyen, sin limitarse a, isétopos radiactivos, etiguetas
fluorescentes, eliquetas quimioluminiscentes, eliquetas bioluminiscentes y etiguetias

anzimaticas.

El término "muestra bioldgica” en la presents invencién se refiere a cualquier muestra
que permiifa obtener ADN del individuo del gue se ha oblenido dicha muestra, & incluye,
perc sin limitarse g, tejidos y/o fluides bioldgicos de un individuo obtenidos mediante

cualquier metodo conocido por un experto en la maleria gue sirva para tal in.

Asi, en una realizacion preferida del método de la invencion, sola o en combinacion con
gl resto de realizacionss preferidas, la muestra bicldgica proceds de cualquier fejido
susceptible de una exiraccion de ADN. La muestra bioldgica podria ser, por gjemplo,
pero sin limitarse a, un tejido o una musestra de fluido, como sangre, plasma, suero,
mucosa oral, lavado broncoalveolar, linfa o fluide ascitice. En una reslizacién mas

preferida, la muestra biologica es ssleccionada de la lista que consiste en teiido, mucosa
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oral, sangre, plasma, suero y linfa. Asimismo, la muestra bioldgica puede ser, por

gjemplo, pero sin limitarse a, fresca, congelads, filada ¢ fijada y embebida en parafina.

Etapa (b) del méiodo de ia invencitn, Recoger dafos dal sujsto

Como se ha explicado previamente en la presente descripoidn, &l algoritmo empleado
en el método de la invencidn gue permite calcular la probabilidad de un sujeto de
responder positivamente al fratamiento con PRP, se basa en ia utilizacidn de variables
genomicas junio con variables ambientales de cada sujeto. Para ello, por tanto, es

necesario recoger datos relatives a dichas variables ambientales del sujeto.

Asi, una ssgunda stapa del método de la invencidn [etapa (b)] comprende recoger Ia

variable ambiental ‘edad’ del syjsto.

En la presente invencidn, se entiends por “variable ambienial del sujeto” a los datos
clinicos o fisioldgicos que presenta un sujeto mas alia de sus datos genéticos. Ejemplos
de varighles ambientales del sujeto incluyen, sin limitarse a, edad, sexo, peso, altura,
patologia, tejido donde se realizarg la cirugia, tension arterial, cantidad de glucosa en
sangre, eic. Por 1o tanto, la frase “recoger una variable de un sujelo” se refiere a ia
recoleccidn y/o registro de los datos relatives al estade clinico o fisioldgico de un sujeto.

En la presents invencion, la variabie ambiental a recoger es ia edad del sujsto.

Como entiende un experto en la materia, dicha recogida de dalos puede realizarse

mediante cualquier meiodologia o protocoio seguido por los profesionales sanitarios.

Etapa (¢} del méiodo de fa invencidn: asignar un valor 8 a fos polimorfismos v datos del

sufeto
Como va se ha mencicnado, e métode de la invencidn tiene en cuenta variables

geneticas v la variable ambiental ‘edad del sujsto. Previamentie a la aplicacion algonitmo
de la invencion, se asigna un valor, en la presente invencidn valor B, a los polimorfismos
analizados en la elapa {a), vy a la variable ambiental recogida del sujeto en la etapa (b}

dal método de Ia invencion.

Asi, una tercera etapa del método de la invencidn, la etapa (), comprende asignar un
valor B a los polimorfismos gendticos analizados en la etapa {a) segun la Tabla 2, y
asignar un valor 8 a variable ambiental recogida del sujeto en la etapa (b) segin la Tabla

2.
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Tabla 2. Valores de B especificos para cada posibilidad de las variables analizadas. En
el caso de los polimorfismos genéticos analizados en la etapa {a) del método, un valor
B es asignado para cada polimorfismo (segun e genotipo del sujelo para ese
polimorfismo). En el caso de las variables ambientales recogidas del sujeto en la etapa

{(b) del método, un valor B es asignado para cada dato recogido.

Variable Posibilidad Valoresde B
<35 afios 0,159
36-49 afios 0,525

Rangos edad

50-89 afios 1,441
>59 0,000
AA 0,107
rs4880 {o cualquier polimorfismo G:A 1,469
en desequilibrio de ligamiento con él) G:G (3,000
C:C 1,415
rs66033%{o cualguier polimorfismo o1 -0,241
en desequilibrio de ligamiento con &l) TT {3,000
C:C (0,786
rsl1260326 {0 cualquier polimorfismo CT -0,382
en desequilibrio de ligamiento con él) 17 0,000
Al -1,423
rs2229765 {o cualquier polimorfismo AG -(3,669
en desequilibrio de ligamisnto con él) G:G 0,000
C:C -1,466
rs1042714 {0 cualquier polimorfismo C:G ~1,8892
en desequilibrio de ligamiento con él) G:G 0,000
AA -2,380
rs1870377 {o cualquier polimorfismo AT -0,110
en desequilibrio de ligamiento con &l) TT {3,000
AA 1,173
ra2665802 {o cualquier polimorfismo AT 1,808
en desequilibrio de ligamiento con él) 17 0,000
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Asi, en el caso de los polimorfismos genéticos analizados en la etapa {(a) del método de
la invencion, para cada polimorfismo, segun ef genotipo del sujeto, se asigna un valor &
En el caso de ia variable ambiental recogida del sujelo en la etapa (b) del mélodo de la

invencién, un valor B es asignado en funcidn de la edad del sujeto analizado.

El sumatorio de os valores B asignados en esta etapa (¢} dal métode de la invencion,
constituye el valor Bix que forma parte del algoritmo aplicade en la siguients stapa del

método de la invencion,

Elapa {d) dei métado de ia invencidn: Calculo del valor P medianie la aplicacion de un

algoritmo,

La siguienie etapa del método de la invencidn, la etapa (d), comprende calcular la
probabilidad P de un sujeto a responder positivamente al tratamiento con PRP, medianie

la aplicacién del algoritmo:
1

P ey~ e~ el
1+ g~ Bothix)

an donde,

Bo es 0,662

Bx es la suma de todos los valores B asignados en la etapa {C).

Este algoritmo, de aqui en adelante el aslgoritmo de la invencidn, relaciona la
probabilidad de un sujeto a responder positivamente al fratamiento con PRP, segun los
polimorfismos gensticos previamente analizados v el dato de la variable ambiental ‘'edad’

previamente recogida del sujeto, a través de B1ix.

B1x, es la suma de todos los valores B asignados en la elapa (¢) a cada una de las
variables: a cada polimorfismo analizado en g etapa {a) del método de la invencidn, en
funcion del genotipo, se asigna un valor B segin la Tabla 2; g cada dato recogido del
suieto en la efapa (b) del método de la invencidn, se asigna fambién un valor B segun ia
Tabla 2. La suma de todos los valores B, constituye el valor B1ix comprendido en el

algoritmo de la invencion.
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La aplicacion del algoritmo de la invencion permite calcular el valor F de la probabilidad
de un sujeto a responder positivamente al tratamiento con PRP. En la presente
invencidn, “la probabilidad P de un sujeto de responder positivamente al tratamients con
PRP" (también denominado, “valor P’ a secas, érmincs usados indistintamentes en la
presente invencion), se refiers a la probabilidad de un sujeto de responder positivamentes
al tratamiento con PRP. Bl valor calculado estd en tanto por uno, vy puede ser también
interpretade en términos de porcentaje, mulliplicando el valor calculado por 100, Asi, &l
método de la invencidn permile predecir la probabilidad de un sujeto de responder
positivamente al tratamiento con PRP. En ig presente invencién se entiende que un
suieto  “responde posilivamente a un  tratamiento” cuando el sujelo mejora
sintomatologicamente de su condicidn patolégica, es decir, uno ¢ varios de iog sinfomas

asociados a una patoiogia desaparecen, disminuyen ¢ se alivian.

Kit de la invencidn y sus usos

La puesta en practica del método de la invencidn se fundamenta, ademas de en la
recoleccién de variables ambientales relativos al sujeto, en el analisis de polimorfismos
genéticos, los polimorfismos de la invencion. Los medios empleados para el andlisis de

dichos polimorfismos gensticos puaden estar formandoe parte de un kit

Asi, en otro aspecto, la invencion se refiere a un Kit, de ahora en adsiantes of “kit de I3
invencidn”, que comprende 10s medios necesarios para analizar 77 vire en una muestra
bioldgica aislada de un sujeto, al menos, uno, dos fres, cualre o cinco polimorfismos
genéticos seleccionados de a lista que consiste en ra2865802 del gen GH1, rs4880 del
gen SOD2Z, rsB60338 del gen UCP2Z, y rs1280326 del gen GCKR, en donde cada uno
de dichos polimorfismos pusde reemplazarse por olro polimorfismo que se encusntre

en desequilibrio de ligamiento con él.

Los polimorfismos genslicos descritos en el Kit de la invencion han sido descritos en
aspectos inventivos anteriores junto con una explicacion del concepto "polimorfismo que
s¢ encuentre en desequilibrio de ligamiento con dichos polimorfismos gengticos”. Todas

estas definiciones y explicacionas son aplicables al kit deg la invencion.

Por otro lado, en una realizacion preferida, ef kit de la invencidén comprende, ademas,
los medios necesarios para analizar in vitro, en la muesira bioldgica aislada del sujeto,
al menos, uno, dos, fres, o cuatro polimorfismos genéticos seleccionadoes de la lista que

consiste en rs2229765 dei gen IGFR-1, 181870377 del gen VEGFR2Z, v rs1042714 del
25
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gen ADRB2, en donde cada uno de dichos polimorfismos pusde resmplazarse por otro

polimorfismo que se encuentre en desequilibrio de ligamiento con él

En otra realizacion mas preferida, sola o en combinacion con el resto de realizacionas
preferidas, ol kit de la invencidn comprende los medios necesarios para analizar in vitro,
en una muestra bioldgica aislada del sujeto, los polimorfismos genéticos rs2865802 del
gen GH1, rs4880 del gen SOD2, rs680338 del gen UCP2, rs1260228 del gen GCKR,
182229785 dei gen {GFR-1, rs1870377 del gen VEGFRZ, v rs1042714 del gen ADRB2Z.

En la presente invencidn se entiende por “medios necesarios para analizar in vitro los
polimorfismos genéticos”, a todos aguslios reactivos que se emplean para analizar in
vifro los polimorfismos de la invencidn {cebadores, sondas, tampones, enzimas,
coenzimas, sustratos). Por otro lado, los kits pueden incluir todos los sopories vy
recipientes necesarios para su puasta en marcha y oplimizacidén {fubos de plasticos,
placas, reactives, etc). Los Kits pusden confener ademas ofras moléculas, genes,

proteinas © sondas de interés, que sirvan como controles positivos vy negativos.

Como sabe un experto en la materia, los polimorfismos genéticos pueden analizarse
madiants técnicas y métodos conocidos en el estado de la téenica, incluyendo técnicas
y métodos diferentes a los agui presentados. Estos métodos y téonicas se han explicado
en ol aspecio inventive anterior, v tanto eilas como sus realizacionss preferidas, son

aplicables al kit de la invencion.

En una realizacion preferida del Kit de g invencion, sola ¢ en combinacidn con las
realizaciones preferidas anteriores, los medios necesarios para analizar in vitro los
polimorfismos de la invencidn comprenden 103 reactivos necesarios para lievar a cabo

ia técnica de amplificacion, preferiblemente PCR, y/o secuenciacion.

En ofra realizacidn preferida del kit de la invencion, sola o en combinacién con las
realizaciones preferidas anteriores, los medios para analizar in vitro los polimorfismos
de la invencién comprendean cebadores v/o sondas que detectan de forma especifica

dichos polimorfismos genéticos.

En una realizacidn mas preferida del kit de a invencidn, sola ¢ en combinacidn con el
reto de realizaciones preferidas, ios cebadores y/o sondas comprenden, ¢ consisten en,

las secusncias de nucledtidos SEQ ID NGO 1, SEQ D NG 2, SEQ D NG 3, SEQID
26
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NG 4, SEQ D NG 5, SEGID NG 8, SEQID NO: 7, SEQ ID NOG: 8 SEQ D NG: 9, 8EQ
D NO: 10, SEQ 1D NQO: 11, SEQ 1D NQ: 12, SEQ D NO: 13, SEQ ID NG: 14, SEQ D
NG 15, SEQ 1D NGO 16, SEQ 1D NG 17, BEGQ ID NO: 18, SEQHD NO: 18, SEQ 1D NO:
20, SEQ D NO: 21, SEQ D NG 22, SEQ 1D NO: 23, 3EQ 1D NO: 24, SEQ 1D NO: 25,
SEQ 1D NO: 26, SEQ 1D NO: 27, SEQ 1D NO: 28, yfo cualquier combinacion de eilos.

Mas preferiblemente, ios medios comprenden sondas que detectan de forma especifica
los polimorfismos de ia invencion. Ain mas preferiblemente, las sondas gue detectan
dichos polimorfismos se seleccionan de a lista gue consiste en las secuencias: SEQ 1D
NO: 3, SEQID NO: 4, SEQ 1D NO: 7, SEQ D NO: 8, SEQ 1D NO: 11, SEQ 1D NO: 12,
SEQ D NO: 15, SEQHD NO: 18, BEQ ID NG 18, SEQ 1D NG 20, SEQ 1D NO: 22, SEQ
1D NGO 24, SEQ D NO: 27, SEQ 1D NGO 28, y cualguier combinacion de ellos.

En una realizacion preferida del kit de a invencidn, sola o en combinacidén con el resto
de realizaciones preferidas, ia muestra bioldgica procede de cualquier tejido susceptible
de una extraccion de ADN. La muestra biolGgica podria ser, por gjemple, pero sin
limitarse a, un tejido o una muesira de fluido, como sangre, plasma, suero, mucosa oral,
lavado broncoalvesiar, linfa o fluldo ascilico. En una realizacion mas preferida dal kit de
la invencidn, ia muestra bioldgica es seleccionada de la lista que consiste en igjido,

mucosa oral, sangre, plasma, suerc y linfa.

Preferiblemente, los kits comprenden ademas las insfrucciones para llevar a cabo &
analisis de los polimorfismos de la invencidn y/o &l mélodo de la invencidn. Estas
instrucciones pueden estar presentes en los kits mencionados en una variedad de
formas, uno o mas de los cuales puaden estar presentes en of kit. Una forma enla que
estas instrucciones pueden estar presentes es como informacién impresa en un medio
o sustrato adecuado, p. e, una hoja o hojas de papel en las que se imprime la
informacion, en el embalaje del kit, en un inserto de paguets, etc. Otro medio seria un
medio legible por ordenador, por ejemplo, un CD, un USE, etc, en &l que se haya
registrado la informacidn. Otro medio que puede estar presenta es una direccion de sitio
web gue puede utilizarse a través de Internet para acceder a la informacién en un sitic

remoto. Cualquier medio conveniente pusde estar presente en los Kits.

El kit de la invencidn, que comprende ios medios para analizar in vitro los polimorfismos

de la invencidn, tiene utiidad para poner en practica e método de la invencion. Asi, en
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otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso del kit de la invencidn en e méiodo

de Ig invencion.

Los términos empleados para definir e Kt y uso del kit de la invencidn han sido
explicados para el método de la invencidn, v tanto ellos como sus realizaciones
preferidas son aplicables también para el kit de la invencidn y su uso en el método de la

invencién.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variables los polimorfismos genéticos rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen SCD2Z,
rsB80339 del gen UCKZ, rs1280326 del gen GOKR, rs2229765 del gen IGFR-1,
rs1870377 del gen VEGFRZ, rs1042714 del gen ADRB2 y la variable ambiental rango
de edad, en la cual cada punto de ia grafica muestra un posible punto de corte para &l
modelo en of cual informa sobre su sensibilidad concreta en ese punto {(eje Y} con
respecto a su 1~ especificidad (gje X). Diagonalments en el grafico {desde 0,0 hasta 1,1)
se representa la linea diagonal de referencia ¢ linea de no discriminacidn. Los

segmentos de la diagonal se generan mediante empates.

Figura 2. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética el polimorfismo rs2665802 del gen GH1 v como variable ambiental &

rango de edad. Los segmentos de la diagonal se generan mediante empates.

Figura 3. Grafico de curva COR del medelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética el polimorfismo re4880 del gen S0OD2 y como variable ambiental el

rango de edad. Los segmentos de la diagonal se generan mediante empates.

Figura 4. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética &l polimorfismo rs6680338 del gen UCP2 y como variable ambiental &

rango de edad. Los segmentos de la diagonal se generan mediante empates.

Figura 5. Grafico de curva COR del medelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética el polimorfismo rs1260328 del gen GCKR vy como variable ambiental

el rango de edad. Los segmenios de {a diagonal se generan mediante empates.
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Figura 6. Grafico de curva COR del medelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genélica los polimorfismos genélicos rs2665802 del gen GH1 y rs4880 del gen
S0OD2, v como variable ambiental el rango de edad. Los segmentos de la diagonal se

generan mediante empates.

Figura 7. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética los polimorfismos genéticos rs2685802 del gen GH1 vy rs880338 del
gen UCP2, y como variable ambiental ef rango de edad. Los segmentos de la diagonal

se generan mediante empates.

Figura 8. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable geneética los polimorfismos gendticos rs2865802 del gen GH1 y rs1260328 dsl
gen GCKR, y como variable ambiental el rango de edad. Los segmentos de ia diagonal

se generan mediante empales.

Figura 8. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genélica los polimorfismos genéticos re4880 del gen SOD2 v reB00339 del gen
UCP2, v como variable ambiental el rango de edad. Los segmentios de la diagonal se

generan mediante empates.

Figura 10. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética los polimorfismos genéticos rs4880 del gen S0D2 v rs1260326 del
gen GCKR, y como variable ambiental e rango de edad. Los segmenios de la diagonal

se generan meadianie empates.

Figura 11. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética los polimorfismos genéticos rs880338 del gen UCP2 y rs1260328 del
gen GUKR, y como variabie ambiental el rango de edad. Los segmentos de {a diagonal

se generan mediante empates.

Figura 12. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética los polimorfismos genéticos rs2865802 del gen GH1, rs4880 del gen
S0D2 v rsBo0339 del gen UCP2, v como variable ambiental el rangoe de edad. Los

segmentos de la diagonal se generan mediante empates.
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Figura 13. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética los polimorfismos genélicos re2665802 del gen GH1, re4880 del gen
SOD2 vy rs1260326 del gen GCKR, y como variable ambiental el rango de edad. Los

segmentos de {a diagonal se generan mediante empates.

Figura 14. Grafico de curva COR del modelo de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética los polimorfismos genéticos rs2665802 del gen GH1, rs860339 del gen
UCP2 v rs1260326 del gen GCKR, y como variable ambiental &l rango de edad. Los

segmenios de la diagonal se generan mediante empates.

Figura 15. Grafico de curva COR del modelo de prediccion {eniendo en cuenia como
variable genética los polimorfismos genéticos rs4880 del gen SOD2, rs88033% del gen
UCKF2Z v rs 12680328 del gen GUOKR, y como variable ambiental ¢f rango de edad. Los

segmentos de la diagonal se generan mediante empates.

Figura 16. Grafico de curva COR del modsio de prediccion teniendo en cuenta como
variable genética los polimorfismos genélicos re2665802 del gen GH1, re4880 del gen
S0OD2Z, rs860339 del gen UCP2 y rs1260328 del gen GCKR, y como variable ambiental

el rango de edad. Los segmenios de ia diagonal se generan mediante empates.

EJEMPLOS

A continuacidn, se ilustrard la invencidn mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que ponen de manifiesto la efectividad de la invencion, incluyendo un
giemplo de la aplicadion del método de la invencidn en la prediccidn de probabilidad de

un sujeto de responder pesitivamente al tratamiento con PRP.

1. Metodologia

Se seleccionaron un total de 221 pacientes que habian sido tratados con PRP por &l
equipe de traumatologia de la Unidad de Cirugia Artroscopica del doctor Mikel Sanchez.
A todos ellos se les tomo una muestra de frotis bucal mediante [os hisopos
ANBFLOQSwab-Life Technologies. E! ADN de las muestras fue exiraido mediante
QlAmp DNA Mini kit (Qlagen}, v cuantificado fluorimeétricamente ulilizande Qubit (Life
Technologies). Las musestras de ADN resultantes fueron anslizadas mediante un
andlisis de genoctipado de SNPs {polimorfismos rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen
SOD2, rs880339 del gen UCPZ, rs1280326 del gen GUKR, rs2228785 del gen IGFR-1,

rs1870377 del gen VEGFRZ, rs1042714 del gen ADRE2) utilizando {a metodologia
3¢
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Biomark HD system (Fluidigm). Los pacientes fueron calegorizados teniendo en cuenta
el siguiente factor ambiental:
- Rango de edad:
o <35 afos
o 38-49 afios

o B(-8% aftos

A partir de los dalos reiativos a la variable ambiental ‘edad’ y los polimorfismios
genéticos, los inventores aplicaron ol siguiente algoritmo pars la obtencién de
probabilidad de un sujeto de responder positivamenie al tralamiento con PRP

{denominado como P o valor P):

1
an donde,
Be = 0,662
B1x es la suma de todos los valores B asignados sequn la tabla 2, previamente

descrita en ol presente documento.

Asi, se tomé como ejemplo el caso de un paciente vardn que presentaba una patologia

derecha articular en la rodilla derecha, para el cual se recogieron ios siguientes datos:

Edad: 53

Ademas, se realizé un perfil genético para los polimorfismos rs2865802 del gen GH1,
rs4880 del gen SOD2, rsB60330 del gen UCP2, rs1260326 del gen GCKR, rs2229785
del gen IGFR-1, rs1870377 del gen VEGFRZ, rs1042714 del gen ADRB2, obteniendo &l

siguiente perfil genético:

rs2885802. AT
rs4880: GA
rs680339: cT
rs1260326. CT
rs2229785.  AG
rs1870377. AT
rs1042714.  C.G
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Una vez obtenidos los datos, se obtuvo el valor de B para cada uno, v se sumaron todas
las B para obtener & valor §1x. Dicho valor, asi como la asignacion de cada valor §
(segun la Tabla Z previamente descrita en el presente documento) viene representado

en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores B para las variables recogidas para el paciente problema.

Variable Posibilidad Beta{B)
rs2665802 AT 1,606
rs4880 AtA 0,107
rs660339 &:.C 1,415
rs1260326 T -(,382
152229765 AtA -1,423
rs1870G377 AT -0,110
rs1042714 C:C -1,466
Edad 50-69 afios 1,444

81 X =1,187238773

Una vez obtenido el valor Bix = 1,187238773y teniendo en cuenta que B~ 0,682, se

reemplazan las variables con dichos valores en la férmula;

1

obteniendo como resultado una P= 0,80408, es decir una probabilidad del 85,40% de

responder favorablemente al tratamiento con PRP.

2. Resuitados
Siguiendo una metodologia como ia explicada anteriormente en pacientes, se aplicd gl

algoritmo de la invencién, es decir

b1
1 4 g~ Bo+hix

teniendo en cuenta las diferentes variables genéticas y ambientales, y realizandose para

cada caso un analisis ROC.

32



[

10

15

20

25

ES 2 984 296 B2

2.1. Andlisis ROC feniendo en cuenta los polimorfismos rs2665802 del gen GH1, rs4880
del gen SOD2, reB80339 del gen UCP2, re1260320 del gen GCKR, rs2228765 del gen
IGFR-1, rs1870377 del gen VEGFR2 v rs1042714 del gen ADREZ, y la variable rango
de edad.

Se realizé un analisis ROC (Figura 1), estableciendo la probabilidad de 69,00% de
responder al tratamienic con PRP como punio de corle para clasificar al sujeto o

paciente en cuestidn como de respondedor ¢ no respondsdor.

Asi, si el valor P calculado para e sujeto es mavor a 0,89, el sujeto es clasificado como
de alio probabilidad de responder al tratamiento con PRP, mientras que si el valor P es
menor 8 0,69, ef sujeto es clasificado como de probabilidad de responder al tratamiento
con PRP.

Tomando el como gjemplo el pacienie vardn para of que se obluve una P= (3,88408,
dicho valor es netamente superior al punto de corle ssleccionado 0,89, por tanto, dicho

paciente liene alta probabilidad de responder al ratamiento con PRP.

El modelo mostré unos valores de Sensibilidad del 81.9% v de especificidad del 72.7%.
A continuacidn, se muestra una tabia de clasificacidn de los pacientes “"Observade”
frente a lo "Fronosticade” por e modelo (siendo 0 no respondedor v 1 si respondedor)
{Tabla 4).

Tabila 4. Tabla de dasificacidn de los pacienies®

Fronosticado {
RESP Onoy 1si) [Porcentaje l

Observado 0 1 correcto

a. El valor de corte es 8680

En la Tabla 5, se ofrece of valor del érea bajo la curva para sl modelo, con una AUC
{area under the curve) de 0,839 vy su intervalo de confianza 95% (IC 95%) fue 0,777
0,902,
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Tabla &: Area bajo la curva
Variables de resultado de prueba:  Probabilidad pronosticada
85% de intervalo de
confianza asintélico
Significacion Limite
Area  Desv. Error® asintdtica®  Limite inferior superior
839 032 000 T77 ,802

Las variables de resultado de prueba: Probabilidad pronosticada
fienen, como minimo, un empate entre el grupo de estado real
positive v el grupo de astado real negaiivo. Las estadisticas podrian
estar sesgadas.

a. Bajo ol supuesto no parameatrico

b. Hipdtesis nula: drea verdadera =05

2.2 Andlisis COR feniendo en cuenta 2. 3, 4 v 5 variables gendlicas.

Ademas del andlisis COR teniendo en cuenta todas las variables genéticas y la variable
ambiental ‘edad del apartado anterior, s¢ llevaron a cabo analisis ROC teniendo en la
combinacidén de un mayor numero de variables, demostrands que también tlenan utilidad
en e calculo de la probabilidad de un suislo a responder positivamente al fratamiento
cen PREF, tal y como muestran ios resultados obtenidos v resumidos en la Tabla 6, ia

Tabla 7, la Tabla 8 y la Tabla @ {localizadas al final de los Ejemplo).

2.2.1~ Una variable genética y |a variable ambiental edad.

En la Tabla 6 se muesira un resumen de los resulfados arrojados por el analisis COR (2
variables) en funcion de una variable genética (polimorfismo) y una variable ambiental

{edad) a la hora de aplicar &f algoriimo. Estos resuliados derivan de las figuras 2 a &t

*» La Figura 2 muestra ia curva COR al aplicar el algoritmo teniendo en cuenta
como variable genética &l polimorfismo rs2065802 del gen GH1 v como variable

ambiental el rango de edad.

= La Figura 3 muestra la curva COR al aplicar el algoritmo teniendo en cuenta
como varable genética el polimorfismo rs4880 del gen SOD2 y como variable

ambiental el rango de edad.
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= La Figura 4 muestra la curva COR al aplicar &l algoritmo teniendo en cuenta
como variable genética el polimorfismo rs880339 del gen UCP2 y como variable

ambiental el rango de edad.

*» La Figura 5 muestra la curva COR al aplicar el algoritmo teniendo en cuenta
como variable genética el polimorfismo rs1280326 del gen GCKR y como

variable ambiental &l rangoe de edad.

2.2.2 ~ Dos variables genéficas y la variable ambiental edad.

En la Tabla 7 se muestra un resumen de ios resultados arrojados por el analisis COR (3
variables) en funcidn de dos variables genéticas (2 polimorfismos) y una variable
ambiental (edad) a la hora de aplicar el algoritmo. Estos resultados derivan de ias figuras
Eatl

= La Figura 8 muesira la curva COR &l aplicar &l algoritmo teniendo en cuenta
como variables genéticas los polimorfismos gendticos rs2685802 del gen GH1 vy

rsd880 del gen SOD2, vy como variable ambiental ef rango de edad.

= La Figura 7 muestra la curva COR al aplicar e algoritmo teniendo en cuenta
como variables genéticas los polimorfismos genélicos rs2665802 del gen GHA y

rs868033¢ del gen UCP2, y como variable ambiental el rango de edad.

= La Figura 8 muestra la curva COR &l aplicar el algoritmo teniendo en cuenta
como variables genélicas ios polimorfismos genédticos re2065802 del gen GH1 v

rs12680328 del gen GCKR, y como variable ambiental el rango de edad.

= La Figura 9 muestra la curva COR al aplicar ef algoritmo teniende en cuenta
como variables genéticas los polimorfismos genéticos rs4880 del gen SOD2 y

rs868033¢ del gen UCP2, y como variable ambiental ef rango de edad.

= La Figura 10 muestra la curva COR al aplicar &l algoritmo teniendo en cuenta
como variables genéticas los polimorfismos genéticos rs4880 del gen SOD2 v

rs1280328 del gen GCKR, y como variable ambiental el rango de edad
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La Figura 11 muestra la curva COR al gplicar &l algoritmo teniendo en cuenta
como variables genéticas los polimorfismos genédticos reB80338 del gen UCP2 v

rs12680328 del gen GCKR, y como variable ambiental el rango de edad.

2.2.3 - Tres variables genéticas vy la variable ambiental 'edad’.

En la Tabla 8 se muestra un resumen de los resultados arrojados por el andlisis COR (4

variables) en funcién de 3 variables gendticas y la variable ambiental ‘edad’ tenidas en

cuenta a la hora de aplicar &f algoritmo. Estos resultados derivan de las figuras 12 a 15

La Figura 12 muestra la curva COR al aplicar &l algoritmo teniendo en cuenta
como variables genéticas los polimorfismos genéticos rs2665802 del gen GH1,
re4880 del gen SOD2 y rsG8033% del gen UCP2, vy como variable ambiental &

rango de edad.

La Figura 13 mussira la curva COR al aplicar el algoritmo teniendo en cuenta
como variables genélicas los polimorfismos genéticos re2665802 del gen GH1T,
rsd880 del gen SOD2 v rs1260328 del gen GCKR, y como variable ambiental el

rango de edad.

La Figura 14 muestra la curva COR al aplicar &l algoritmoe teniendo en cuenta
como variables genéticas los polimorfismos genéticos rs2665802 del gen GH1,
rsB8033% del gen UCP2 y rs1280326 del gen GCKR, y como variable ambiental

el rango de edad.

La Figura 15 muestra la curva COR al aplicar &l algoritmo teniendo en cuenta
como variables genetlicas los polimorfismos genéticos rs4880 del gen S0OD2Z,
rs6B8033% del gen UCP2 vy rs1260328 del gen GCKR, y como variable ambiental

el rango de edad.

2.2 4 — Cuatro variables genéticas y la variable ambiental ‘edad’.

Enla Tabla 8 (pagina siguiente) se muesira un resumen de los resuliados arrojados por

el analisis ROC (5 variables) en funcidn de 4 variables genélicas y la variable ambienial

‘edad’ tenidas en cuenta a la hora de aplicar el algoriimo. Estos resultados derivan de

la Figura 16:
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+ La Figura 16 muestra la curva COR al aplicar &l algoritmo teniendo en cuenta
como variables gendticas los polimorfismos genéticos rs2685802 del gen GH1,
rsd880 del gen S0OD2Z, rsBB0339 del gen UCP2 vy rs1280326 del gen GCKR, ¥

como variable ambiental el rango de edad.

Las Tablas 6, 7, 8 y 8 se muestran en las siguientes paginas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de obtencién de datos utiles para calcular la probabilidad de un
sujeto responder positivamente al tratamiento con Plasma Rico en Plaquetas (PRP),

que comprende las siguientes etapas:

(a) analizar en una muestra bioldgica aislada del sujeto, al menos, un polimorfismo
genético seleccionado de la lista que consiste en rs2665802 del gen GH1, rs4880
del gen SOD2, rs660339 del gen UCP2, y rs1260326 del gen GCKR, en donde cada
uno de dichos polimorfismos puede reemplazarse por otro polimorfismo que se
encuentre en desequilibrio de ligamiento con él con una medida de desequilibrio de

ligamiento r> mayor o igual a 0,8;

(b) recoger la variable ambiental ‘edad’ del sujeto,

(c) asignar un valor B a los polimorfismos genéticos analizados en la etapa (a) segun
la Tabla 2, y asignar un valor B a la variable ambiental recogida del sujeto en la

etapa (b) segun la Tabla 2; y

(d) calcular la probabilidad P de un sujeto de responder positivamente al tratamiento

con PRP, mediante la aplicacién del algoritmo:

1
= 1 + e—Bo+h1%)

P
en donde,
Boes 0,662,y

B1x es la suma de todos los valores B asignados en la etapa (c).

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde la etapa (a) comprende analizar, al
menos, dos polimorfismos genéticos seleccionados de la lista que consiste en el
rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen SOD2, rs660339 del gen UCP2, y rs1260326
del gen GCKR en donde cada uno de dichos polimorfismos puede reemplazarse por
otro polimorfismo que se encuentre en desequilibrio de ligamiento con él con una medida

de desequilibrio de ligamiento r? mayor o igual a 0,8.

3. El método segun la reivindicacidén 2, en donde la etapa (a) comprende analizar, al

menos, tres polimorfismos genéticos seleccionados de la lista que consiste en
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rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen SOD2, rs660339 del gen UCP2, y rs1260326
del gen GCKR, en donde cada uno de dichos polimorfismos puede reemplazarse por
otro polimorfismo que se encuentre en desequilibrio de ligamiento con él con una medida

de desequilibrio de ligamiento r? mayor o igual a 0,8.

4. El método segun la reivindicaciéon 3, en donde la etapa (a) comprende analizar, al
menos, cuatro polimorfismos genéticos seleccionados de la lista que consiste en
rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen SOD2, rs660339 del gen UCP2, y rs1260326
del gen GCKR, en donde cada uno de dichos polimorfismos puede reemplazarse por
otro polimorfismo que se encuentre en desequilibrio de ligamiento con él con una medida

de desequilibrio de ligamiento r> mayor o igual a 0,8.

5. El método segun la reivindicacion 4, en donde los cuatro polimorfismos genéticos son
rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen SOD2, rs660339 del gen UCP2 y rs1260326
del gen GCKR.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa (a)
ademas comprende analizar, al menos, un polimorfismo genético seleccionado de la
lista que consiste en rs2229765 del gen IGFR-1, rs1870377 del gen VEGFR2, y
rs1042714 del gen ADRB2, en donde cada uno de dichos polimorfismos puede
reemplazarse por otro polimorfismo que se encuentre en desequilibrio de ligamiento con

él con una medida de desequilibrio de ligamiento r2 mayor o igual a 0,8.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la etapa (a)
comprende, analizar los polimorfismos genéticos rs2229765 del gen IGFR-1, rs1870377
del gen VEGFR2, rs1042714 del gen ADRB2, rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen
SOD2, rs660339 del gen UCP2 y rs1260326 del gen GCKR.

8. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la muestra

biolégica procede de cualquier tejido susceptible de una extracciéon de ADN.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el andlisis de
los polimorfismos que se lleva a cabo en la etapa (a) comprende el empleo de sondas

especificas para dichos polimorfismos.

10. El método segun la reivindicacién 9, en donde las sondas se seleccionan de la lista
gue consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
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NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:
16, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 27,
SEQ ID NO: 28, y cualquier combinacién de ellas.

11. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el analisis

de los polimorfismos en la etapa (a) se lleva a cabo mediante PCR y/o secuenciacion.

12. Kit que comprende los medios necesarios para analizar in vitro, en una muestra
biolégica aislada de un sujeto, al menos, uno, dos, tres, cuatro polimorfismos genéticos
seleccionados de la lista que consiste en rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen SOD2,
rs660339 del gen UCP2, y rs1260326 del gen GCKR, en donde cada uno de dichos
polimorfismos puede reemplazarse por otro polimorfismo que se encuentre en
desequilibrio de ligamiento con él con una medida de desequilibrio de ligamiento r?

mayor o igual a 0,8.

13. Kit segun la reivindicacion 12, que comprende ademas los medios necesarios para
analizar in vitro, en la muestra biologica aislada del sujeto, los polimorfismos genéticos
rs2229765 del gen IGFR-1, rs1870377 del gen VEGFR2, y/o rs1042714 del gen ADRB2,
en donde cada uno de dichos polimorfismos puede reemplazarse por otro polimorfismo
que se encuentre en desequilibrio de ligamiento con él con una medida de desequilibrio

de ligamiento r2 mayor o igual a 0,8.

14. Kit segun la reivindicaciéon 12 o 13, que comprende los medios necesarios para
analizar in vitro, en una muestra bioldgica aislada del sujeto, los polimorfismos genéticos
rs2229765 del gen IGFR-1, rs1870377 del gen VEGFR2, rs1042714 del gen ADRB?2,
rs2665802 del gen GH1, rs4880 del gen SOD2, rs660339 del gen UCP2 y rs1260326
del gen GCKR.

15. Kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en donde los medios
necesarios para analizar los polimorfismos genéticos comprenden cebadores y/o

sondas.

16. Kit segun la reivindicacion 15, en donde los cebadores y/o sondas comprenden una
secuencia de nucledtidos seleccionada de la lista que consiste en las secuencias SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO:
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17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ

ID NO: 28, y/o cualquier combinacién de ellos.

17. Kit segun la reivindicacidon 15, en donde los cebadores y/o sondas comprenden una
secuencia de nucledtidos seleccionada de la lista que consiste en las secuencias SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:
12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, y cualquier combinacion de ellos.

18. Uso de un kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17, en el método

segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.
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