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DESCRIPCION
Método de uso de la expresién génica para determinar la probabilidad de resultado clinico de cancer renal

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a ensayos de diagndstico molecular que proporcionan informacion relacionada con
el prondstico en pacientes de cancer renal.

INTRODUCCION

Cada afio se producen en los Estados Unidos de América aproximadamente 51.000 casos de carcinoma de células
renales (cancer renal) y cancer del tracto urinario superior, dando como resultado mas de 12.900 muertes. Estos
tumores suponen aproximadamente un 3 % de los tumores malignos en adultos. El carcinoma de células renales
(RCC) representa aproximadamente un 3 por ciento de todos los canceres en los Estados Unidos de América. Las
predicciones en los Estados Unidos de América para el afio 2007 fueron que se diagnosticarian 40.000 nuevos
pacientes con RCC y que moririan 13.000 de esta enfermedad.

El resultado clinico para un paciente con carcinoma de células renales depende en gran medida de la agresividad de
su cancer particular. La reseccion quirirgica es el tratamiento mas habitual para esta enfermedad dado que la
terapia sistémica solo ha demostrado una eficacia limitada. Sin embargo, aproximadamente el 30 % de los pacientes
con tumores localizados experimentara una recaida después de la cirugia, y solo un 40 % de todos los pacientes con
carcinoma de células renales sobreviviran 5 afios.

En los Estados Unidos de América, el nimero de decisiones de tratamiento adyuvantes que realizaron los pacientes
con carcinoma de células renales en estadio temprano en 2005 excedieron de 25.000. Se espera que las cantidades
en la Unidn Europea sean similares. Los médicos requieren informacion de prondstico que les ayude a tomar
decisiones de tratamiento informadas para pacientes con carcinoma de células renales y reclutar pacientes
apropiados de alto riesgo para ensayos clinicos. Los cirujanos deben decidir la cantidad de rifidon y de tejido
circundante que retiran basandose, en parte, en la prediccion de la agresividad de un tumor en particular. En la
actualidad, los tumores cancerigenos se clasifican por lo general segun las caracteristicas clinicas y patoldgicas,
tales como estadio, grado, y presencia de necrosis. Estas designaciones se realizan aplicando criterios
estandarizados, cuya subjetividad se ha demostrado por la falta de concordancia entre laboratorios de patologia.

Ximing J. Yang et al. (2005) "A molecular Classification of Papillary Renal Cell Carcinoma", Cancer Research,
65:(13) 5628-5637 desvela un estudio de perfiles de expresion génica de 34 casos de carcinoma de células renales
papilares (PRCC) que identificd dos subclases moleculares de PRCC con correlacion morfolégica. El documento de
solicitud de Patente de Estados Unidos US2007/0224596 desvela composiciones y métodos para identificar agentes
candidatos capaces de alterar la actividad biolégica de un polipéptido codificado por un polinucleétido implicado en
tumorigénesis relacionada con hipoxia. El documento de solicitud de Patente de Estados Unidos US2006/0088823
desvela una caracterizacion de expresion génica de micromatriz en células de carcinoma de células renales con
células claras.

SUMARIO

La presente divulgacion proporciona biomarcadores, cuya expresion tiene valor prondstico en cancer renal. El
método de la invencién se define en las reivindicaciones anexas. El método comprende (a) medir, en una muestra
bioldgica obtenida de un paciente de cancer con un carcinoma de células renales con células claras, un nivel de
expresion de al menos un transcrito de ARN, o su producto de expresion, de LMNB1; (b) normalizar el nivel de
expresion para obtener un nivel de expresion normalizado; y (c)(i) determinar una probabilidad de recidiva de cancer
para el paciente basandose en el nivel de expresiéon normalizado de al menos un transcrito de ARN, o su producto
de expresion, de LMNB1, en el que los niveles de expresion normalizados de LMNB1 se correlacionan positivamente
con un mayor riesgo de recidiva de cancer; o (ii) determinar una probabilidad de un estadio tumoral aumentado para
el paciente basandose en el nivel de expresién normalizado de al menos un transcrito de ARN, o su producto de
expresion, de LMNB1, en el que el nivel de expresion normalizado de LMNB1 se correlaciona positivamente con un
estadio aumentado del tumor; o (iii) determinar una probabilidad de grado tumoral aumentado para el paciente
basandose en el nivel de expresion normalizado del transcrito de ARN, o su producto de expresion, de LMNB1, en el
que el nivel de expresion normalizado de LMNB1 se correlaciona positivamente con el grado tumoral aumentado; o
(iv) determinar la presencia de necrosis para el paciente basandose en el nivel de expresién normalizado del
transcrito de ARN, o su producto de expresion, de LMNB1, en el que el nivel de expresion normalizado de LMNB1 se
correlaciona positivamente con la presencia de necrosis.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figuras 1a-1c: Consistencia entre los Estadios | y Il para genes a modo de ejemplo asociada a RFI
Figura 2: Resultados consistentes a través de puntos finales (OS y RFI) para genes a modo de ejemplo

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2741379 T3

Figura 3: Curva de Kaplan-Meier: Intervalo sin recidiva (RFI) de necrosis histolégica de Cleveland Clinic
Foundation (CCF)

Figura 4: Rendimiento de la herramienta de prondstico de Mayo aplicada a datos de CCF

Figura 5: Ejemplo de uso de un gen para mejorar la estimacion: EMCN ademas de los Criterios de Mayo

Figura 6: Ejemplo de uso de un gen para mejorar la estimacion: AQP1 ademas de los Criterios de Mayo

Figura 7: Ejemplo de uso de un gen para mejorar la estimacion: PPAP2B ademas de los Criterios de Mayo.

DESCRIPCION DETALLADA

DEFINICIONES

A menos que se definan de otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado que entiende habitualmente el experto habitual en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 2nd ed., J. Wiley & Sons (Nueva York,
NY 1994), y March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure, 42 ed., John Wiley & Sons
(Nueva York, NY 1992), proporcionan al experto en la materia una guia general de muchos de los términos usados
en la presente solicitud.

Para los fines de la presente invencion, a continuacién se definen los siguientes términos.

El término "tumor" se usa en el presente documento para referirse a todo crecimiento y proliferacion celular
neoplasico, y todas las células y tejidos precancerigenos y cancerigenos. La expresion "tumor primario" se usa en el
presente documento para referirse a un tumor que esta en el sitio original en el que surgi6é por primera vez. Por
ejemplo, un tumor de carcinoma de células renales primario es el que surgidé en el rifion. La expresion "tumor
metastasico" se usa en el presente documento para referirse a un tumor que se desarrolla lejos del sitio de origen.
Por ejemplo, una metastasis de carcinoma de células renales afecta de la forma mas habitual a la columna vertebral,
costillas, pelvis, y huesos largos proximales.

Los términos "cancer" y "carcinoma" se refieren a o describen la afeccién fisioldgica de los mamiferos que se
caracteriza por lo general por crecimiento celular sin regular. La patologia del céncer incluye, por ejemplo,
crecimiento celular andmalo o incontrolable, metastasis, interferencia con el funcionamiento normal de las células
vecinas, liberacion de citoquinas u otros productos secretores a niveles anémalos, supresion o agravacion de la
respuesta inflamatoria o inmunoldgica, neoplasia, premalignidad, malignidad, invasion de tejidos u o6rganos
circundantes o distantes, tales como ganglios linfaticos, vasos sanguineos, etc.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "cancer renal" o "carcinoma de células renales" se refieren
a cancer que ha surgido en el rifién.

Las expresiones "cancer de células renales" o "carcinoma de células renales" (RCC), como se usan en el presente
documento, se refieren a cancer que se origina en el revestimiento del tubulo contorneado proximal. Mas
especificamente, RCC abarca diversos subtipos histoldgicos relativamente comunes: carcinoma de células renales
con células claras, papilar (cromofilo), croméfobo, carcinoma del conducto colector y carcinoma medular. Se puede
encontrar informacién adicional acerca del carcinoma de células renales en Y. Thyavihally, et al., Int Semin Surg
Oncol 2:18 (2005). El carcinoma de células renales con células claras (ccRCC) es el subtipo mas comun de RCC. La
incidencia de ccRCC estd aumentando, ya que comprende el 80 % de las enfermedades localizadas y més del 90 %
de las enfermedades metastasicas.

El sistema de estadificacion para el carcinoma de células renales se basa en el grado de extension del tumor mas
alla del rifidén. De acuerdo con el sistema de estadificacion de tumor, ganglio, metastasis (TNM) del American Joint
Committee on Cancer (AJCC) (Greene, et al., AJCC Cancer Staging Manual, pags. 323-325 (62 ed. 2002), a
continuacion se proporcionan los diversos estadios del carcinoma de células renales. "Estadio aumentado”, como se
usa en el presente documento, se refiere a la clasificacién de un tumor en un estadio que es mas avanzado, por
ejemplo, el Estadio 4 es un estadio aumentado con respecto a los Estadios 1, 2y 3.

Descripcion de Estadios de RCC

Estadios para carcinoma de células renales
Estadio 1: T1, NO, MO
Estadio 2: T2, NO, MO
Estadio 3: T1-T2, N1, MO; T3, NO-1, MO; T3a, NO-1, MO; T3b, NO-1, MO; y T3c, NO-1, MO
Estadio 4: T4, NO-1, MO; Cualquier T, N2, MO; y Cualquier T, cualquier N, M1
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(continuacién)

Tumor primario (T)

TX: El tumor primario no se puede evaluar
TO: Ninguna evidencia de tumor primario
T1: Tumor de 7 cm o0 menos en su mayor dimension y limitado al rifidén
T1a: Tumor de 4 cm 0 menos en su mayor dimension y limitado al rifidn
T1b: Tumor mayor de 4 cm pero de 7 cm 0 menos en su mayor dimension y limitado al rifién
T2: Tumor mayor de 7 cm en su mayor dimension y limitado al rifndn

T3: El tumor se extiende a las venas principales o invade las glandulas suprarrenales o los tejidos perinéfricos
pero no mas alla de la fascia de Gerota

T3a: El tumor invade directamente la glandula suprarrenal o la grasa del seno perirrenal y/o renal pero no
mas alla de la fascia de Gerota

T3b: El tumor se extiende en gran medida a la vena renal o sus ramas segmentarias (es decir, que
contienen musculos), o se extiende a la vena cava por debajo del diafragma

T3c: El tumor se extiende en gran medida a la vena cava por encima del diafragma o invade la pared de la
vena cava

T4: El tumor invade mas alla de la fascia de Gerota

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO: Ninguna metastasis en ganglios linfaticos regionales
N1: Metastasis en un solo ganglio linfatico regional

N2: Metastasis en mas de un ganglio linfatico regional

Metastasis distantes (M)

MX: No se pueden evaluar las metéastasis distantes
MO: Ninguna metastasis distante

M1: Metastasis distante

La expresion "cancer renal en estadio temprano", como se usa en el presente documento, se refiere a los Estadios
1-3, como se define en el Manual de Estadificacion de Cancer del American Joint Committee on Cancer (AJCC),
pag. 323-325 (62 Ed. 2002).

La referencia al "grado" tumoral para carcinoma de células renales, como se usa en el presente documento, se
refiere a un sistema de gradacion basado en el aspecto microscépico de las células tumorales. De acuerdo con el
sistema de estadificacion TNM de la AJCC, los diversos grados de carcinoma de células renales son:

GX (no se puede evaluar el grado de diferenciacién);
G1 (bien diferenciado);

G2 (moderadamente diferenciado); y

G3-G4 (mal diferenciado/indiferenciado).

"Grado aumentado"”, como se usa en el presente documento, se refiere a la clasificacién de un tumor en un grado
que esta mas avanzado, por ejemplo, el Grado 4 (G4) es un grado aumentado con respecto a los Grados 1, 2, y 3.
La gradacién tumoral es un factor prondstico importante en el carcinoma de células renales H. Rauschmeier, et al.,
World J Urol 2:103-108 (1984).

El término "necrosis" o la expresion "necrosis histoldgica", como se usa en el presente documento, se refiere a la
muerte de células o tejidos vivos. La presencia de necrosis puede ser un factor pronéstico de cancer. Por ejemplo, la
necrosis se observa habitualmente en el carcinoma de células renales (RCC) y se ha mostrado que es un factor
pronostico adverso en ciertos subtipos de RCC. V. Foria, et al., J Clin Pathol 58(1):39-43 (2005).

Las expresiones "invasion ganglionar" o "ganglio positivo (N+)", como se usan en el presente documento, se refieren
a la presencia de células cancerigenas en uno o mas ganglios linfaticos asociados al érgano (por ejemplo, que
drenan el 6rgano) que contiene un tumor primario. La invasion ganglionar es parte de la estadificacién de tumores
para la mayoria de los canceres, incluyendo el carcinoma de células renales.
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La expresion "gen prondstico”, cuando se usa en singular o plural, se refiere a un gen, cuya expresiéon se
correlaciona con un buen o mal pronéstico para un paciente con cancer. Un gen puede ser un gen tanto prondstico
como predictivo, dependiendo de la asociacion del nivel de expresién génica al punto final correspondiente.

Los términos "correlacionado" y "asociado" se usan de forma intercambiable en el presente documento para referirse
a la fortaleza de una asociacion entre dos mediciones (o entidades medidas). La divulgacion proporciona genes y
subconjunto de genes, cuyo nivel de expresion esta asociado a una medida de resultado particular, tal como entre el
nivel de expresion de un gen y la probabilidad de un suceso de recidiva o recaida. Por ejemplo, el nivel de expresion
aumentada de un gen se puede correlacionar positivamente (asociarse positivamente) con una probabilidad
aumentada de resultado clinico bueno para el paciente, tal como una probabilidad disminuida de recidiva de cancer.
Tal correlacién positiva se puede demostrar estadisticamente de diversas formas, por ejemplo mediante un indice de
riesgo de menos de 1,0. En otro ejemplo, el nivel de expresion aumentada de un gen se puede correlacionar
negativamente (asociarse negativamente) con una probabilidad aumentada de resultado clinico bueno para el
paciente. En este caso, por ejemplo, un paciente con un nivel de expresiéon alto de un gen puede tener una
probabilidad aumentada de recidiva del cancer. Tal correlacion negativa podria indicar que el paciente con un alto
nivel de expresion de un gen tiene probablemente un mal pronéstico, o podria responder mal a una quimioterapia, y
esto se puede demostrar estadisticamente de diversas formas, por ejemplo, mediante un indice de riesgo mayor de
1,0.

"Coexpresion" se usa en el presente documento para referirse a la fortaleza de la asociacion entre los niveles de
expresion de dos genes diferentes que son bioldgicamente similares, de un modo tal que el nivel de expresion de un
primer gen puede sustituirse con un nivel de expresion de un segundo gen en un analisis dado en vista de su
correlacion de expresion. Tales genes coexpresados (0 de expresion correlacionada) indican que estos dos genes
son sustituibles en un algoritmo de expresion, por ejemplo, si un primer gen se correlaciona altamente, positivamente
0 negativamente, con probabilidad aumentada de un buen resultado clinico para carcinoma de células renales,
entonces el segundo gen coexpresado también se correlaciona, en la misma direccién que el primer gen, con el
mismo resultado. La coexpresion por pares se puede calcular mediante diversos métodos conocidos en la técnica,
por ejemplo mediante calculo de los coeficientes de correlacion de Pearson o los coeficientes de correlacion de
Spearman o mediante métodos de conglomerados. Los métodos descritos en el presente documento pueden
incorporar uno 0 mas genes que coexpresan, con un coeficiente de correlacion de Pearson de al menos 0,5. Los
grupos de genes coexpresados también se pueden identificar usando una teoria de grafos. Se puede calcular un
analisis de coexpresion usando datos de expresion normalizados o estandarizados y normalizados.

El término "prondstico” y la expresién "resultado clinico" se usan de forma intercambiable en el presente documento
para referirse a una estimacioén de la probabilidad de muerte o evolucion atribuible al cancer, incluyendo recidiva, y
extensién metastasica de una enfermedad neoplasica, tal como carcinoma de células renales. Las expresiones
"buen prondstico" o "resultado clinico positivo" significan un resultado clinico deseado. Por ejemplo, en el contexto
del carcinoma de células renales, un buen pronéstico puede ser una expectativa de ninguna recidiva o metastasis
local en dos, tres, cuatro, cinco o mas afos del diagndstico inicial del carcinoma de células renales. Las expresiones
"mal pronéstico" o "resultado clinico negativo" se usan de forma intercambiable en el presente documento para
indicar un resultado clinico indeseado. Por ejemplo, en el contexto del carcinoma de células renales, un mal
pronéstico puede ser una expectativa de una recidiva o metastasis local en dos, tres, cuatro, cinco o mas afios del
diagnéstico inicial del carcinoma de células renales.

La expresidon "gen predictivo" se usa en el presente documento para referirse a un gen, cuya expresion se
correlaciona, positiva o negativamente, con probabilidad de respuesta beneficiosa a tratamiento.

Un "resultado clinico" se puede evaluar usando cualquier punto final, que incluye, sin limitacion, (1) agresividad del
crecimiento tumoral (por ejemplo, movimiento a un estadio superior); (2) metastasis; (3) recidiva local; (4) aumento
en la duracion de la supervivencia después de tratamiento; y/o (5) mortalidad disminuida en un punto temporal dado
después de tratamiento. La respuesta clinica también se puede expresar en términos de diversas medidas del
resultado clinico. El resultado clinico también se puede considerar en el contexto de un resultado del individuo con
respecto a un resultado de una poblacién de pacientes que tiene un diagnéstico clinico comparable, y se puede
evaluar usando diversos puntos finales tales como un aumento en la duracién del intervalo sin recidiva (RFI), un
aumento en la duracion de la supervivencia global (OS) en una poblacién, un aumento en la duracién de la
supervivencia sin enfermedad (DFS), un aumento en la duracién del intervalo sin recidiva distante (DRFI), y similar.

El término "tratamiento", como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos terapéuticos
administrados a pacientes para cesar o reducir la proliferacion de células cancerigenas, encoger el tumor, evitar la
evolucion y la metastasis, o causar la regresion del tumor primario o la metastasis. Algunos ejemplos de tratamiento
incluyen, por ejemplo, terapia de citoquinas, agentes progestacionales, terapia antiangiogénicas, terapia hormonal, y
quimioterapia (incluyendo moléculas pequefias y compuestos bioldgicos).

El término "cirugia" o la expresion "reseccion quirtrgica" se usa en el presente documento para referirse a la
extirpacidon quirargica de cierta cantidad o la totalidad de un tumor, y habitualmente cierta cantidad del tejido
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circundante. Algunos ejemplos de técnicas quirdrgicas incluyen procedimientos laparoscépicos, biopsia o ablacién
del tumor, tal como crioterapia, ablacién por radiofrecuencia y ultrasonido de alta intensidad. En los pacientes con
cancer, la extension del tejido extirpado durante la cirugia depende del estado del tumor que observa el cirujano. Por
ejemplo, una nefrectomia parcial indica que se extirpa parte de un rifidn; una nefrectomia simple implica la
extirpacion de la totalidad de un rifién; una nefrectomia radical, la extirpacién de la totalidad de un rifién y tejido
adyacente (por ejemplo, glandula suprarrenal, ganglios linfaticos); y nefrectomia bilateral, la extirpacion de ambos
rifiones.

Los términos "recidiva" y "recaida" se usan en el presente documento, en el contexto de resultados clinicos
potenciales de cancer, para referirse a una metastasis local o distante. La identificacién de una recidiva se podria
realizar, por ejemplo, mediante formacion de imagenes por CT, ultrasonidos, arteriograma, o rayos X, biopsia,
ensayo uterino sanguineo, examen fisico, o registro tumoral de un centro de investigacion.

La expresion "intervalo sin recidiva", como se usa en el presente documento, se refiere al tiempo desde una cirugia a
la primera recidiva o la muerte debida a recidiva de cancer renal. Las pérdidas de seguimiento, los segundos
canceres primarios, otros canceres primarios, y las muertes antes de la recidiva se consideran sucesos censurables.

La expresion "supervivencia global" se define como el tiempo desde la cirugia a la muerte por cualquier causa. Las
pérdidas de seguimiento se consideran sucesos censurables. Las recidivas se ignoran para los fines del calculo de
la supervivencia global (OS).

La expresioén "supervivencia sin enfermedad" se define como el tiempo desde la cirugia hasta la primera recidiva o la
muerte por cualquier causa, lo que suceda en primer lugar. Las pérdidas de seguimiento se consideran sucesos
censurables.

La expresion "Indice de riesgo (HR)", como se usa en el presente documento, se refiere al efecto de una variable
explicativa del peligro o riesgo de un suceso (es decir, recidiva o muerte). En los modelos de regresion de riesgo
proporcionales, HR es el indice de riesgo predicho para dos grupos (por ejemplo, pacientes con o sin necrosis) o
para un cambio unitario en una variable continua (por ejemplo, el cambio de una desviacién estandar en la expresion
geénica).

La expresion "Razon de probabilidades (OR)", como se usa en el presente documento, se refiere al efecto de una
variable explicativa de las probabilidades de un suceso (por ejemplo, presencia de necrosis). En modelos de
regresion logistica, OR es la relacién de las probabilidades predichas para un cambio unitario en una variable
continua (por ejemplo, el cambio de una desviacion estandar en la expresién génica).

La expresion "covariable clinica y/o patolégica de prondstico”, como se usa en el presente documento, se refiere a
covariables que estan asociadas significativamente (p < 0,05) con el resultado clinico. Por ejemplo, las covariables
clinicas y patolégicas de prondstico en el carcinoma de células renales incluyen el estadio del tumor (por ejemplo,
tamanfo, invasion ganglionar, etc.), y el grado tumoral (por ejemplo, grado de Fuhrman), necrosis histologica, y
género.

La expresion "gen proxy" se refiere a un gen, cuya expresion se correlaciona (positiva o negativamente) con una o
mas covariables clinicas y/o patolégicas de prondstico. El nivel o niveles de expresiéon de uno o mas genes proxy se
puede usar en lugar, o ademas, de la clasificacion de un tumor por examen fisico o0 mecanico en un laboratorio de
patologia.

El término "micromatriz" se refiere a una disposicion ordenada de elementos de matriz hibridables, preferentemente
sondas de polinucleétidos, sobre un sustrato.

El término "polinucledtido”, cuando se usa en singular o plural, se refiere por lo general a cualquier
polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN sin modificar o ARN o ADN modificado.
De ese modo, por ejemplo, los polinucledtidos que se definen en el presente documento incluyen, sin limitacion,
ADN mono y bicatenario, ADN que incluye regiones mono y bicatenarias, ARN mono y bicatenario, y ARN que
incluye regiones mono y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser
monocatenarias o, mas habitualmente, bicatenarias o incluyen regiones mono y bicatenarias. Ademas, el término
"polinucleétido”, como se usa en el presente documento, se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o
ADN o tanto ARN como ADN. Las cadenas en tales regiones pueden ser de la misma molécula o de moléculas
diferentes. Las regiones pueden incluir la totalidad de una o mas de las moléculas, pero mas habitualmente implican
solo una region de algunas de las moléculas. Una de las moléculas de una region de triple hélice es a menudo un
oligonucledtido. El término "polinucledtido” incluye especificamente ADN (por ejemplo, ADNc) y ARN que contienen
una o mas bases modificadas. De ese modo, los ADN o ARN con cadenas principales modificadas por estabilidad o
por otras razones son "polinucleétidos" como se pretende en el término en el presente documento. Ademas, los ADN
o ARN que comprenden bases no habituales, tales como inosina, o bases modificadas, tales como bases tritiadas,
se incluyen dentro del término "polinucleétidos" que se define en el presente documento. En general, el término
"polinucledtido” incluye todas las formas quimica, enzimatica y/o metabdlicamente modificadas de polinucleétidos sin
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modificar, asi como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células, incluyendo células simples
y complejas.

El término "oligonucleétido" se refiere a un polinucleétido relativamente corto que incluye, sin limitacion,
desoxirribonucleétidos monocatenarios, ribonucle6tidos monocatenarios o bicatenarios, hibridos de ARN:ADN y ADN
bicatenarios. Los oligonucledtidos, tales como los oligonucledtidos de sonda de ADN monocatenaria, se sintetizan a
menudo mediante métodos quimicos, por ejemplo utilizando sintetizadores de oligonucleétidos automatizados que
estan disponibles comercialmente. Sin embargo, los oligonucleétidos se pueden preparar mediante una diversidad
de otros métodos, que incluyen técnicas mediadas por ADN recombinante in vitro y por expresién de ADN en células
y organismos.

La expresion "nivel de expresién”, aplicada a un gen, se refiere al nivel normalizado de un producto génico.

Las expresiones "producto génico" o "producto de expresion" se usan de forma intercambiable en el presente
documento para referirse a los productos de transcripcion de ARN (transcrito de ARN) de un gen, incluyendo ARNm,
y al producto de traduccion polipeptidico de tales transcritos de ARN. Un producto génico puede ser, por ejemplo, un
ARN sin corte y empalme, un ARNm, un ARNm variante de corte y empalme, un microARN, un ARN fragmentado,
un polipéptido, un polipéptido modificado postraduccionalmente, un polipéptido variante de corte y empalme, etc.

La "rigurosidad" de las reacciones de hibridacién se determina con facilidad por parte del experto habitual en la
materia, y es generalmente un calculo empirico que depende de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado, y
la concentracion salina. En general, las sondas mas largas requieren temperaturas mayores para una hibridacion
apropiada, mientras que las sondas mas cortas necesitan temperaturas inferiores. Por lo general, la hibridacion
depende de la capacidad del ADN desnaturalizado para hibridarse cuando estan presentes cadenas
complementarias en un entorno por debajo de su temperatura de fusién. Cuanto mayor es el grado de homologia
deseado entre la sonda y la secuencia hibridable, mayor es la temperatura relativa que se puede usar. Como
resultado, se deduce que las temperaturas relativas mas altas tenderian a hacer las condiciones de reaccidon mas
rigurosas, mientras que a temperaturas inferiores lo serian menos. Para detalles adicionales y una explicacion de la
rigurosidad de las reacciones de hibridacién, véase Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (Wiley
Interscience, 1995).

Las "condiciones rigurosas" o "condiciones de alta rigurosidad”, como se definen en el presente documento, por lo
general: (1) emplean soluciones de baja fuerza i6nica y alta temperatura para el lavado, por ejemplo, cloruro sédico
0,015 M/citrato sodico 0,0015 M/dodecilsulfato sodico al 0,1 % a 50 °C; (2) emplean durante la hibridacion un agente
de desnaturalizacion, tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50 % (v/v) con albumina de suero bovino al
0,1 %/Ficoll al 0,1 %/polivinilpirrolidona al 0,1 %/fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con cloruro sédico 750 mM, citrato
sédico 75 mM a 42 °C; o (3) emplean formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato sédico 0,075 M), fosfato
sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sddico al 0,1 %, 5 x solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén tratado
con ultrasonidos (50 mg/ml), SDS al 0,1 % y sulfato de dextrano al 10 % a 42 °C, con lavados a 42 °C en 0,2 x SSC
(cloruro sédico/citrato sodico) y formamida al 50 % a 55 °C, seguido de lavado de alta rigurosidad que consiste en
0,1 x SSC que contiene EDTA a 55 °C.

Las "condiciones moderadamente rigurosas" pueden identificarse como se describe en Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, 1989), e incluyen el uso de soluciones de lavado y
condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza iénica y % de SDS) menos rigurosas que las descritas
anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas es la incubacion durante una noche a 37 °C en
una soluciéon que comprende: formamida al 20 %, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato sddico
50 mM (pH 7,6), 5 solucion de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 % y 20 mg/ml de ADN de esperma de salmén
cortado desnaturalizado, seguido de lavado de los filtros en 1 x SSC a aproximadamente 37-50 °C. El experto en la
materia reconocera la forma de ajustar la temperatura, fuerza iénica, etc. segun sea necesario para adaptarse a
factores tales como la longitud de la sonda y similares.

En el contexto de la presente invencion, la referencia a "al menos uno", "al menos dos", "al menos cinco", etc. de los
genes enumerados en un conjunto de genes particular significa uno cualquiera o todas y cada una de las
combinaciones de los genes enumerados.

Las expresiones "corte y empalme" y "corte y empalme de ARN" se usan de forma intercambiable y se refieren al
procesamiento del ARN que retira los intrones y une los exones para producir ARNm maduro con una secuencia
codificante continua que se traslada al citoplasma de una célula eucariota.

En teoria, el término "exén" se refiere a cualquier segmento de un gen interrumpido que esta representado en un
producto de ARN maduro (B. Lewin, Genes IV (Cell Press, 1990)). En teoria, el término "intron" se refiere a cualquier
segmento de ADN que se transcribe pero se retira del transcrito mediante corte y empalme de los exones a cada
lado del mismo. De forma operativa, las secuencias de exones aparecen en la secuencia de ARNm de un gen segun
se define mediante los numeros SEQ ID de referencia. De forma operativa, las secuencias de intrones son las
secuencias intermedias dentro del ADN gendémico de un gen, separadas por las secuencias de exones y que tienen

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741379 T3

habitualmente secuencias de consenso de corte y empalme GT y AG en sus limites 5’y 3'.

Un "sistema basado en computadora” se refiere a un sistema de hardware, software y medios de almacenamiento
de datos utilizado para analizar informacion. El hardware minimo de un sistema basado en computadora de un
paciente comprende una unidad central de procesamiento (CPU) y hardware para la entrada de datos, la salida de
datos (por ejemplo, la pantalla) y el almacenamiento de datos. El experto en la materia puede entender con facilidad
que cualquier sistema y/o componente basado en computadora disponible en la actualidad es adecuado para su uso
en relacion con los métodos de la presente divulgacion. El medio de almacenamiento de datos puede comprender
cualquier producto manufacturado que comprenda una grabacion de la presente informacion que como ha descrito
anteriormente, o un dispositivo de acceso a memoria que pueda acceder a dicho producto manufacturado.

"Grabar" datos, programacion u otra informacion en un medio legible por computadora se refiere a un proceso para
almacenar informacién, usando cualquier método tal como los conocidos en la técnica. Se puede elegir cualquier
estructura de almacenamiento de datos conveniente, basandose en los medios utilizados para acceder a la
informacién almacenada. Se pueden usar una diversidad de programas y formatos de procesamiento de datos para
el almacenamiento, por ejemplo, archivo de procesamiento de texto word, formato de base de datos, etc.

Un "procesador" o "medios de computacion” se refiere a cualquier combinacién de hardware y/o software que lleva a
cabo las funciones requeridas para los mismos. Por ejemplo, un procesador adecuado puede ser un
microprocesador digital programable tal como los disponibles en forma de un controlador electrénico, computadora
central, servidor o computadora personal (de sobremesa o portatil). Cuando el procesador es programable, se puede
comunicar la programacion adecuada desde una ubicacion remota al procesador, o guardarse previamente en un
producto de programa de computadora (tal como un medio de almacenamiento legible por computadora portatil o
fijo, ya sea un dispositivo de base magnética, optica o en estado sdlido). Por ejemplo, un medio magnético o un
disco optico puede portar la programacion, y se puede leer con un lector adecuado que se comunica con cada
procesador en su estacion correspondiente.

La presente divulgacion proporciona métodos para evaluar el riesgo de un paciente de recidiva de cancer, métodos
que comprenden someter a ensayo un nivel de expresién de al menos un gen, o su producto génico, en una muestra
bioldgica obtenida del paciente. En algunas realizaciones, la muestra biolégica puede ser una muestra tumoral
obtenida del rifidn, o los tejidos circundantes, del paciente. En otros aspectos, la muestra biolégica se obtiene de un
fluido corporal, tal como sangre u orina.

La presente divulgacion proporciona genes utiles en los métodos desvelados en el presente documento. Los genes
se enumeran en las Tablas 3a y 3b, en las que la expresion aumentada de los genes enumerados en la Tabla 3a
esta asociada significativamente a un riesgo inferior de recidiva de cancer, y la expresién aumentada de los genes
enumerados en la Tabla 3b estd asociada significativamente a un mayor riesgo de recidiva de cancer. En algunos
aspectos, se puede usar un gen coexpresado junto con, o sustituido por, un gen enumerado en las Tablas 3a o 3b
con el que se coexpresa.

La presente divulgacion proporciona ademds genes asociados significativamente, positiva o negativamente, a
recidiva de cancer renal después de ajustar las covariables clinicas/patolégicas (estadio, grado tumoral, tamario del
tumor, estado ganglionar, y presencia de necrosis). Por ejemplo, la Tabla 8a enumera genes en los que la expresion
aumentada esta asociada significativamente a un riesgo menor de recidiva de cancer renal después de ajustar las
covariables clinicas/patoldgicas, y la Tabla 8b enumera genes en los que la expresion aumentada esta asociada
significativamente a un mayor riesgo de recidiva de cancer renal después de ajustar las covariables
clinicas/patoldgicas. De los genes enumerados en las Tablas 8a y 8b, en la Tabla 9 se enumeran 16 genes con
asociacion significativa, positiva o negativamente, a buen prondstico después de ajustar las covariables
clinicas/patolégicas y controlar la tasa de falsos descubrimientos a un 10 %. Uno o mas de esos genes se pueden
usar por separado, o ademas de, al menos uno de los genes enumerados en las Tablas 3a y 3b, para proporcionar
informacidn concerniente al pronéstico del paciente.

La presente divulgacién también proporciona genes proxy que son Uutiles para evaluar el estado de las covariables
clinicas y/o patoldgicas para un paciente con cancer. Los genes proxy para un estadio tumoral se enumeran en las
Tablas 4a y 4b, en las que la expresiéon aumentada de los genes enumerados en la Tabla 4a estd asociada
significativamente a un estadio tumoral mayor, y la expresion aumentada de los genes enumerados en la Tabla 4b
esta asociada significativamente a un estadio tumoral inferior. Los genes proxy para el grado tumoral se enumeran
en las Tablas 5a y 5b en las que la expresién aumentada de los genes enumerados en la Tabla 5a esta asociada
significativamente a un grado tumoral mayor, y la expresion aumentada de los genes enumerados en la Tabla 5b
esta asociada significativamente a un grado tumoral inferior. Los genes proxy para la presencia de necrosis se
enumeran en las Tablas 6a y 6b, en las que la expresién de los genes enumerados en la Tabla 6a estd asociada
significativamente a la presencia de necrosis, y la expresion aumentada de los genes enumerados en la Tabla 6b
esta asociada significativamente a la ausencia de necrosis. Los genes proxy para la implicacion ganglionar se
enumeran en las Tablas 7a y 7b en las que la expresion mayor de los genes enumerados en la Tabla 7a esta
asociada significativamente a la presencia de invasion ganglionar, y la expresion aumentada de los genes
enumerados en la Tabla 7b esta asociada significativamente a la ausencia de invasiéon ganglionar. Uno o mas genes
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proxy se pueden usar por separado, o ademas de, al menos uno de los genes enumerados en las Tablas 3a y 3b,
para proporcionar informacién concerniente al pronodstico del paciente. En algunos aspectos, se usan al menos dos
de los siguientes genes proxy para proporcionar informacién concerniente al prondstico del paciente: TSPAN7, TEK,
LDB2, TIMP3, SHANK3, RGS5, KDR, SDPR, EPAS1, ID1, TGFBR2, FLT4, SDPR, ENDRB, JAG1, DLC1, y KL. En
algunos aspectos, un gen con expresado puede ser util junto con, o sustituido por, un gen proxy con el que se
coexpresa.

La presente divulgacion también proporciona conjuntos de genes en rutas biolégicas que son Utiles para evaluar la
probabilidad de que sea probable que un paciente con cancer tenga un resultado clinico positivo, conjuntos de genes
que se denominan en el presente documento "subconjuntos de genes". Los subconjuntos de genes incluyen
angiogénesis, respuesta inmune, transporte, adhesién celular/matriz extracelular, ciclo celular, y apoptosis. En
algunos aspectos, el subconjunto de genes de angiogénesis incluye ADD1, ANGPTL3, APOLD1, CEACAM1,
EDNRB, EMCN, ENG, EPAS1, FLT1, JAG1, KDR, KL, LDB2, NOS3, NUDT6, PPAP2B, PRKCH, PTPRB, RGS5,
SHANKS3, SNRK, TEK, ICAM2, y VCAM1; el subconjunto de genes de respuesta inmune incluye CCL5, CCRY7,
CD8A, CX3CL1, CXCL10, CXCL9, HLA-DPBH1, IL6, IL8, y SPP1, y; el subconjunto de genes de transporte incluye
AQP1 y SGK1; el subconjunto de genes de adhesién celular/matriz extracelular incluye ITGB1, A2M, ITGB5, LAMB1,
LOX, MMP14, TGFBR2, TIMP3, y TSPAN7; el subconjunto de genes del ciclo celular incluye BUB1, C130rf15,
CCNB1, PTTG1, TPX2, LMNB1, y TUBB2A; el subconjunto de genes de apoptosis incluye CASP10; el subconjunto
de genes de respuesta temprana incluye EGR1 y CYRG61; el subconjunto de genes de sefializacion metabdlica
incluye CA12, ENO2, UGCG, y SDPR,; el subconjunto de genes de sefializacion incluye ID1 y MAP2K3.

La presente divulgacién también proporciona genes en rutas bioldgicas fijados como diana por quimioterapia que se
correlacionan, positiva o negativamente, con el riesgo de recidiva de cancer. Estos genes incluyen KIT, PDGFA,
PDGFB, PDGFC, PDGFD, PDGFRb, KRAS, RAF1, MTOR, HIF1AN, VEGFA, VEGFB, y FLT4. En algunos aspectos,
la quimioterapia es terapia de citoquinas y/o terapia antiangiogénica. En otros aspectos, la quimioterapia es sunitinib,
sorafenib, temsirolimus, bevacizumab, everolimus, y/o pazopanib.

En algunos aspectos, se puede usar un gen coexpresado junto con, o sustituido por, un gen con el que se
coexpresa.

En el método inventado, el cancer es carcinoma de células renales con células claras (ccRCC).

En la presente memoria descriptiva se exponen diversos enfoques tecnoldgicos para la determinacién de niveles de
expresion de los genes desvelados que incluyen, sin limitacion, reaccién en cadena de polimerasa tras transcripcion
inversa (RT-PCR), micromatrices, secuenciacion de alto rendimiento, andlisis en serie de la expresién génica
(SAGE), y expresioén génica digital (DGE), que se discutiran posteriormente con detalle. En aspectos particulares, el
nivel de expresion de cada gen se puede determinar con respecto a diversas caracteristicas de los productos de
expresion del gen, incluyendo exones, intrones, epitopos de proteinas, y actividad de proteinas.

Los niveles de expresion de los genes identificados en el presente documento se pueden medir en un tejido tumoral.
Por ejemplo, el tejido tumoral se puede obtener tras reseccion quirdrgica del tumor, o mediante biopsia del tumor. El
nivel de expresion de los genes identificados también se puede medir en células tumorales recuperadas de sitios
distantes del tumor, incluyendo células tumorales circulantes o fluidos corporales (por ejemplo, orina, sangre,
fraccion sanguinea, etc.).

El producto de expresion que se somete a ensayo puede ser, por ejemplo, ARN o un polipéptido. El producto de
expresion puede estar fragmentado. Por ejemplo, el ensayo puede usar cebadores que son complementarios a las
secuencias diana de un producto de expresion y de ese modo podrian medir los transcritos completos asi como los
productos de expresion fragmentados que contienen la secuencia diana. Se proporciona informacion adicional en las
Tablas A y B, que proporcionan ejemplos de secuencias de cebadores directos, cebadores inversos, sondas y
amplicones generados mediante el uso de los cebadores.

El producto de expresion de ARN se puede someter a ensayo directamente o por deteccién de un producto de ADNc
resultante de un método de amplificacién basado en PCR, por ejemplo reaccion en cadena de la polimerasa tras
transcripcion inversa cuantitativa (QRT-PCR) (véase, por ejemplo, el documento de Publicacion de Estados Unidos
n.° US2006-0008809A1). El producto de expresion polipeptidico se puede someter a ensayo usando
inmunohistoquimica (IHC). Ademas, los productos de expresion tanto de ARN como polipeptidicos también se
pueden someter a ensayo usando micromatrices.

UTILIDAD CLINICA

En la actualidad, el resultado clinico esperado para los pacientes de RCC se basa en determinaciones subjetivas de
las caracteristicas clinicas y patologicas de un tumor. Por ejemplo, los médicos toman decisiones sobre los
procedimientos quirargicos apropiados y la terapia adyuvante basandose en el estadio, grado, y la presencia de
necrosis del tumor renal. Aunque existen medidas estandarizadas para guiar a los patdlogos en la toma de estas
decisiones, el nivel de concordancia entre los laboratorios de patologia es bajo (véase Al-Ayanti M et al. (2003) Arch
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Pathol Lab Med 127, 593-596). Seria util tener un ensayo molecular reproducible para determinar y/o confirmar estas
caracteristicas tumorales.

Ademas, los criterios clinicos estandar, por si mismos, tienen una capacidad limitada para estimar de forma precisa
el prondstico de un paciente. Seria util tener un ensayo molecular reproducible para evaluar el prondstico de un
paciente basandose en la biologia de su tumor. Tal informacién se podria usar con fines de asesoramiento del
paciente, seleccidon de pacientes para ensayos clinicos (por ejemplo, ensayos adyuvantes) y comprension de la
biologia del carcinoma de células renales. Ademas, tal ensayo ayudaria a los médicos a realizar recomendaciones
quirargicas y de tratamiento basandose en la biologia del tumor de cada paciente. Por ejemplo, un ensayo genémico
podria estratificar pacientes de RCC basandose en el riesgo de recidiva y/o la probabilidad de supervivencia a largo
plazo sin recidiva (recaida, metastasis, etc.). Existen varios ensayos clinicos en curso y planeados para terapias de
RCC, incluyendo radiacion adyuvante y quimioterapias. Seria util disponer de un ensayo gendmico capaz de
identificar pacientes de alto riesgo de forma mas precisa que los criterios clinicos estandar, para de ese modo
enriquecer aun mas una poblacién de RCC adyuvante para estudio. Esto reduciria el numero de pacientes
necesarios para un ensayo adyuvante y el tiempo necesario para someter a ensayo definitivo estos nuevos agentes
en el escenario adyuvante.

Finalmente, seria util disponer de un ensayo molecular que pueda predecir la probabilidad del paciente a responder
a un tratamiento, tal como quimioterapia. De nuevo, esto facilitaria las decisiones de tratamiento individuales y de
reclutamiento de pacientes para ensayos clinicos, y aumentaria la confianza del médico y el paciente en la toma de
decisiones de atencion sanitaria después de haberse diagnosticado cancer.

RESULTADOS INFORMADOS

Los métodos de la presente divulgaciéon son adecuados para la preparacion de informes que resumen el resultado
clinico esperado resultante de los métodos de la presente divulgacion. Un "informe", como se describe en el
presente documento, es un documento electronico o tangible que incluye elementos de informe que proporcionan
informacién de interés relativa a la evaluacion de probabilidad y su resultado. Un informe de un sujeto incluye al
menos una evaluacion de probabilidad, por ejemplo, una indicaciéon del riesgo de recidiva para un sujeto con
carcinoma de células renales. Un informe de un sujeto se puede generar completa o parcialmente de forma
electronica, por ejemplo, presentado en un dispositivo de visualizacion electrénico (por ejemplo, el monitor de una
computadora). Un informe puede incluir ademas uno o mas de: 1) informaciéon concerniente a la instalacion de
pruebas; 2) informacién del proveedor de servicios; 3) datos del paciente; 4) datos de la muestra; 5) un informe
interpretativo, que puede incluir diversas informaciones que incluyen: a) indicacién; b) datos del ensayo, donde los
datos del ensayo pueden incluir un nivel normalizado de uno o mas genes de interés, y 6) otras caracteristicas.

La presente divulgacion proporciona de ese modo métodos para crear informes y los informes resultantes de los
mismos. El informe puede incluir un resumen de los niveles de expresion de los transcritos de ARN, o los productos
de expresion de tales transcritos de ARN, para ciertos genes en las células obtenidas del tumor del paciente. El
informe puede incluir informacion relativa a las covariables de prondstico del paciente. El informe puede incluir una
estimacién de que el paciente tiene un riesgo aumentado de recidiva. Esa estimacién puede estar en forma de una
puntuacién o un esquema de estratificacion del paciente (por ejemplo, riesgo bajo, intermedio o alto de recidiva). El
informe puede incluir informacién pertinente para ayudar en las decisiones sobre la cirugia apropiada (por ejemplo,
nefrectomia parcial o total) o el tratamiento para el paciente.

De ese modo, en algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion incluyen ademas generar un informe
que incluye informacién concerniente al resultado clinico probable del paciente, por ejemplo, riesgo de recidiva. Por
ejemplo, los métodos desvelados en el presente documento pueden incluir ademas una etapa de generacion o
produccién de un informe que proporciona los resultados de una evaluacién de riesgo de un sujeto, informe que se
puede proporcionar en forma de un medio electrénico (por ejemplo, un dispositivo de visualizacién electrénico en un
monitor de computadora), o en forma de un medio tangible (por ejemplo, un informe impreso en papel u otro medio
tangible).

Se proporciona a un usuario un informe que incluye informacién concerniente al prondstico probable del paciente
(por ejemplo, la probabilidad de que un paciente que tiene un carcinoma de células renales tendra un buen
pronostico o un resultado clinico positivo en respuesta a cirugia y/o tratamiento). Una evaluacion de la probabilidad
se denomina en lo sucesivo "informe de riesgo" o, simplemente, "puntuacién de riesgo". La persona o entidad que
prepara un informe ("generador del informe") también puede llevar a cabo la evaluacién de la probabilidad. El
generador del informe también puede llevar a cabo una o mas de la recogida de muestras, el procesamiento
muestras, y la generacion de datos, por ejemplo, el generador del informe también puede llevar a cabo una o mas
de: a) recogida de muestras; b) procesamiento de muestras; c) medicion de un nivel de un gen de riesgo; d)
medicion de un nivel de un gen de referencia; y e) determinacién de un nivel normalizado de un gen de riesgo.
Alternativamente, una entidad distinta del generador del informe puede llevar a cabo una o mas de la recogida de
muestras, el procesamiento de muestras, y la generacion de datos.

Por claridad, se ha de indicar que el término "usuario”, que se usa de forma intercambiable con "cliente", pretende
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referirse a una persona o entidad a la que se transmite el informe, y puede ser la misma persona o entidad que hace
una o mas de las siguientes: a) recoge una muestra; b) procesa una muestra; c) proporciona una muestra o una
muestra procesada; y d) genera datos (por ejemplo, nivel de un gen de riesgo; nivel de un producto o productos
geénicos de referencia; nivel normalizado de un gen de riesgo para su uso en la evaluaciéon de probabilidad). En
algunos casos, la persona o personas o la entidad o entidades que proporcionan la recogida de muestras y/o el
procesamiento de muestras y/o la generacion de datos, y la persona que recibe los resultados y/o el informe pueden
ser personas diferentes, pero ambas se denominan "usuarios" o "clientes" en el presente documento para evitar
confusiones. En ciertos aspectos, por ejemplo, cuando los métodos se ejecutan completamente en una Unica
computadora, el usuario o cliente proporciona la entrada de datos y la revisiéon de la salida de datos. Un "usuario”
puede ser un profesional de atencién sanitaria (por ejemplo, un médico clinico, un técnico de laboratorio, un médico
(por ejemplo, un oncélogo, cirujano, patélogo), etc.).

En realizaciones en las que el usuario solo ejecuta una parte del método, el individuo que, después del
procesamiento de los datos computarizados de acuerdo con los métodos de la presente divulgacion, revisa la salida
de datos (por ejemplo, los resultados antes de publicar o proporcionar un informe completo, un completo, o revisa un
informe "incompleto" y proporciona intervencion manual y complecion de un informe interpretativo) se denomina en
el presente documento "revisor". El revisor puede esta situado en una ubicacién remota al usuario (por ejemplo, en
un servicio provisto separado de una instalacién de atencién sanitaria donde puede estar situado un usuario).

Cuando se aplican reglamentaciones gubernamentales u otras restricciones (por ejemplo, requisitos de salud, mala
praxis o seguro de responsabilidad civil), todos los resultados, ya sean generados total o parcialmente de forma
electronica, se someten a una rutina de control de calidad antes de facilitarlos al usuario.

METODOS PARA SOMETER A ENSAYO LOS NIVELES DE EXPRESION DE UN PRODUCTO GENICO

Se conocen en la técnica numerosos métodos de ensayo para medir un nivel de expresion de un producto génico,
incluyendo métodos de ensayo para medir un nivel de expresion de un producto génico de acido nucleico (por
ejemplo, un ARNm), y métodos de ensayo para medir un nivel de expresion de un producto génico polipeptidico.

Mediciéon de un nivel de un producto génico de acido nucleico

En general, los métodos para medir un nivel de un producto génico de acido nucleico (por ejemplo, un ARNm)
incluyen métodos que implican analisis de hibridacién de polinucleétidos, y métodos que implican amplificacion de
polinucledtidos. Los métodos usados habitualmente conocidos en la técnica para la cuantificacion de la expresion de
ARNmM en una muestra incluyen transferencia de Northern e hibridacién in situ (véase, por ejemplo, Parker & Barnes,
Methods in Molecular Biology 106: 247-283 (1999)); ensayos de proteccion de ARNasa (Hod, Biotechniques 13: 852-
854 (1992)); y reaccion en cadena de polimerasa tras transcripcion inversa (RT-PCR) (Weis et al., Trends in
Genetics 8: 263-264 (1992)). Alternativamente, se pueden emplear anticuerpos que pueden reconocer duplex
especificos, incluyendo duplex de ADN, duplex de ARN, y duplex hibridos de ADN-ARN o duplex de ADN-proteina.
Los métodos representativos para el analisis de la expresion génica basados en secuenciacion incluyen analisis en
serie de la expresion génica (SAGE) y analisis de la expresion génica mediante la secuenciacién masiva de firmas
paralelas (MPSS).

Métodos de expresion basados en hibridacion

El nivel de un acido nucleico diana se puede medir usando una sonda que hibrida el &cido nucleico diana. El acido
nucleico diana podria ser, por ejemplo, un producto de expresion de ARN de un gen indicador de respuesta asociado
a la respuesta a un inhibidor de VEGF/VEGFR, o un producto de expresion de ARN de un gen de referencia. En
algunos aspectos, el acido nucleico diana se amplifica en primer lugar, usando por ejemplo un método de reaccion
en cadena de polimerasa (PCR).

Estan disponibles una diversidad de métodos para analizar en mezclas de acidos nucleicos la presencia y/o el nivel
de un acido nucleico especifico. EI ARNm se puede someter a ensayo directamente o se puede realizar la
transcripcion inversa en ADNc para su andlisis.

En algunos aspectos, el método implica poner en contacto una muestra (por ejemplo, una muestra obtenida a partir
de una célula cancerigena) en condiciones de hibridacion rigurosas con una sonda de acido nucleico y detectar la
union, si la hubiera, de la sonda a un acido nucleico de la muestra. Los expertos en la materia conocen bien una
diversidad de métodos de hibridacidon de acidos nucleicos, y se puede usar cualquier método conocido. En algunos
aspectos, la sonda de acido nucleico se marcara de forma detectable.

Métodos de expresion basados en amplificaciéon de la diana

Por lo general, los métodos para amplificar (por ejemplo, mediante PCR) acidos nucleicos, los métodos para llevar a
cabo extension de cebadores, y los métodos para evaluar acidos nucleicos se conocen bien en la técnica (véanse,
por ejemplo, Ausubel, et al., Short Protocols in Molecular Biology, 32 ed., Wiley & Sons, 1995 y Sambrook, et al.,
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edicién, (2001) Cold Spring Harbor, N.Y.).

Un ARNm diana se puede amplificar mediante transcripcion inversa del ARNm en ADNCc, y a continuacion llevando a
cabo PCR (transcripcion inversa-PCR o RT-PCR). Alternativamente, se puede usar una Unica enzima para ambas
etapas como se describe en el documento de Patente de Estados Unidos n.° 5.322.770.

El ensayo fluorogénico de 5' nucleasa, conocido como ensayo TagMan® (Roche Molecular Systems, Inc.), es un
sistema de deteccion basado en PCR potente y versatil para dianas de acido nucleico. Para una descripcién
detallada del ensayo TagMan, los reactivos y las condiciones para el uso del mismo, véanse, por ejemplo, Holland et
al., Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A. (1991) 88:7276-7280; documentos de Patente de Estados Unidos con numeros
5.538.848, 5.723.591, y 5.876.930. Por lo tanto, los cebadores y las sondas obtenidos de las regiones de un acido
nucleico diana como se describe en el presente documento se pueden usar en el analisis TagMan para detectar un
nivel de ARNm diana en una muestra bioldgica. El analisis se lleva a cabo junto con termociclado mediante la
monitorizacion de la generacion de sefales de fluorescencia (TagMan es una marca comercial registrada de Roche
Molecular Systems).

El ensayo fluorogénico de 5' nucleasa se lleva a cabo convenientemente usando, por ejemplo, ADN polimerasa
AmpliTag Gold®, que tiene actividad de 5' nucleasa enddgena, para digerir una sonda de oligonucleétido interna
marcada con un colorante informador fluorescente y un desactivador de fluorescencia (véanse Holland et al., Proc
Nat Acad Sci USA (1991) 88:7276-7280; y Lee et al., Nucl. Acids Res. (1993) 21:3761-3766). Los resultados del
ensayo se detectan por medicion de los cambios en la fluorescencia que se producen durante el ciclo de
amplificacion a medida que se digiere la sonda fluorescente, desacoplando las etiquetas de colorante y desactivador
y causando un aumento en la sefial de fluorescencia que es proporcional a la amplificacion del acido nucleico diana
(AmpliTaq Gold es una marca comercial registrada de Roche Molecular Systems).

Los productos de amplificacién se pueden detectar en solucién o utilizando soportes sélidos. En este método, la
sonda TagMan esta disefiada para hibridar una secuencia diana en el producto de PCR deseado. El extremo 5' de la
sonda TagMan contiene un colorante informador fluorescente. El extremo 3' de la sonda esta bloqueado para evitar
la extensién de la sonda y contiene un colorante que desactivara la fluorescencia del fluoréforo en 5'. Durante la
amplificacion posterior, la marca fluorescente en &' se retira por escision si en la reaccion estéd presente una
polimerasa con actividad de 5' exonucleasa. La escision del fluoréforo en 5' produce un aumento de la fluorescencia
que se puede detectar.

El primer paso para el analisis de la expresién génica es el aislamiento del ARNm de una muestra diana. El material
de partida es por lo general ARN total aislado de tumores o lineas celulares tumorales humanos, y tejidos o lineas
celulares normales correspondientes, respectivamente. De ese modo, el ARN se puede aislar de una diversidad de
tumores primarios, que incluyen tumores, o lineas celulares tumorales, de mama, pulmoén, colon, prostata, cerebro,
higado, rifién, pancreas, bazo, timo, testiculo, ovario, utero, cabeza y cuello, etc., con ADN combinado de donantes
sanos. Si la fuente del ARNm es un tumor primario, se puede extraer el ARNm, por ejemplo, de muestras de tejido
incluidas en parafina y fijadas (por ejemplo, fijadas con formalina) congeladas o archivadas.

Los métodos generales para la extraccion de ARNm se conocen bien en la técnica y se desvelan en libros de texto
de biologia molecular de referencia, incluyendo Ausubel et al., Current Protocols of Molecular Biology (Wiley & Sons,
1997). Se desvelan métodos para la extraccion de ARN de tejidos incluidos en parafina, por ejemplo, en M. Cronin,
Am J. Pathol 164 (1): 35-42 (2004). En particular, el aislamiento de ARN se puede llevar a cabo usando kits y
reactivos de fabricantes comerciales de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Por ejemplo, el ARN total de
las células en cultivo se puede aislar utilizando minicolumnas RNeasy® (Qiagen GmbH Corp.). Otros kits de
aislamiento de ARN disponibles en el mercado incluyen el Kit de purificacion de ADN y ARN completo MasterPure™
(EPICENTRE® Biotechnologies, Madison, WI), mirVana (Applied Biosystems, Inc.), y el Kit de aislamiento de ARN
Paraffin Block (Ambion, Inc.). EI ARN total de muestras de tejido se puede aislar usando ARN STAT-60™ (IsoTex
Diagnostics, Inc., Friendswood TX). EI ARN preparado a partir de un tumor se puede aislar, por ejemplo, mediante
centrifugacién en gradiente de densidad de cloruro de cesio (RNeasy es una marca comercial registrada de Qiagen
GmbH Corp.; MasterPure es una marca comercial registrada de EPICENTER Biotechnologies; ARN STAT-60 es una
marca comercial registrada de Tel-Test Inc.).

Dado que el ARN no puede servir como plantilla para PCR, la primera etapa en la caracterizaciéon de la expresion
génica mediante RT-PCR es la transcripcion inversa de la plantilla de ARN a ADNc, seguido de su amplificacion
exponencial en una reaccion de PCR. Las dos enzimas transcriptasa inversa usadas de forma mas habitual son la
transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar (AMV-RT) y la transcriptasa inversa del virus de la leucemia
murina Moloney (MMLV-RT). La etapa de transcripciéon inversa se inicia por lo general usando cebadores
especificos, hexameros aleatorios, o cebadores de oligo-dT, dependiendo de las circunstancias y el objetivo de la
caracterizacion de la expresion. Por ejemplo, se puede realizar la transcripcion inversa del ARN extraido usando un
kit de PCR ARN GeneAmp® (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. EI ADNc obtenido se puede usar a continuacion como plantilla en una reaccion de PCR posterior
(GeneAmp es una marca comercial registrada de Applied Biosystems Inc.).
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Aunque la etapa de PCR puede usar una diversidad de ADN polimerasas termoestables dependientes de ADN, por
lo general emplea la ADN polimerasa Taq, que tiene actividad de 5'-3' nucleasa pero carece de actividad de 3'-5'
endonucleasa correctora de pruebas. De ese modo, la PCR TagMan utiliza por lo general la actividad de 5' nucleasa
de polimerasa Taq o Tth para hidrolizar una sonda de hibridaciéon unida a su amplicon diana, pero se puede usar
cualquier enzima con actividad de 5' nucleasa equivalente. Se usan dos cebadores de oligonucledtido para generar
un amplicén. Se disefia un tercer oligonucledétido, o sonda, para detectar la secuencia de nucleétidos situada entre
los dos cebadores de PCR. La sonda no es extensible por parte de la enzima ADN polimerasa Taq, y se marca con
un colorante fluorescente informador y un colorante fluorescente desactivador. Cualquier emision inducida por laser
del colorante informador se desactiva por el colorante desactivador cuando los dos colorantes estan situados
préximos como lo estan en la sonda. Durante la reaccion de amplificacion, la enzima ADN polimerasa Taq escinde la
sonda de forma dependiente de la plantilla. Los fragmentos de la sonda resultante se disocian en solucion, y la sefal
del colorante informador liberada esta exenta del efecto desactivador del segundo fluoréforo. Se libera una molécula
de colorante informador por cada nueva molécula sintetizada, y la deteccién del colorante informador sin desactivar
proporciona la base de la interpretacion cuantitativa de los datos (TagMan es una marca comercial registrada de
Applied Biosystems).

La RT-PCR TagMan se puede llevar a cabo usando equipo disponible en el mercado tal como, por ejemplo, el
Sistema de deteccion de secuencia ABI PRISM 7700® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), o el equipo
Lightcycler® (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania). En un aspecto preferente, el procedimiento de
5' nucleasa se procesa en un dispositivo de PCR cuantitativa en tiempo real tal como el PRISM 7900™ Sequence
Detection System™. E| sistema consiste en una termocicladora, un laser, un dispositivo de carga acoplada (CCD),
una camara y una computadora. El sistema amplifica las muestras en formato de 96 pocillos en una termocicladora.
Durante la amplificacion, la sefal fluorescente inducida por laser se recoge en tiempo real a través de cables de fibra
Optica para cada uno de los 96 pocillos, y se detecta en el CCD. El sistema incluye software para ejecutar el
instrumento y analizar los datos (PRISM 7700 es una marca comercial registrada de Applied Biosystems; Lightcycler
es una marca comercial registrada de Diagnostics GmbH LLC.).

Los datos del ensayo de 5' nucleasa se expresan inicialmente como Ct, o el ciclo umbral. Como se ha discutido
anteriormente, los valores de fluorescencia se registran durante cada ciclo y representan la cantidad de producto
amplificado en ese punto de la reaccidon de amplificacién. El punto en el que la sefal fluorescente se registra por
primera vez como estadisticamente significativa es el ciclo umbral (Ct).

Para minimizar el efecto de la variaciéon de muestra a muestra, la RT-PCR cuantitativa se lleva a cabo habitualmente
usando un estandar interno, o uno o mas genes de referencia. El estandar interno ideal se expresa a un nivel
constante entre los diferentes tejidos, y no se ve afectado por el tratamiento experimental. Los ARN que se pueden
usar para patrones de normalizacion de expresion génica incluyen, por ejemplo, los ARN de los genes de referencia
de gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) y B-actina.

Una variacién mas reciente de la técnica RT-PCR es la PCR cuantitativa en tiempo real, que mide la acumulacion de
producto de PCR a través de una sonda fluorogénica doblemente marcada (es decir, la sonda TagMan®). La PCR
en tiempo real es compatible tanto con PCR competitiva cuantitativa, donde se usa un competidor interno para cada
secuencia diana para la normalizaciéon, como con PCR comparativa cuantitativa que usa un gen de normalizacién
contenido en la muestra, o un gen de referencia para RT-PCR. Para detalles adicionales, véase, por ejemplo, Held et
al., Genome Research 6:986-994 (1996).

Los factores considerados en el disefio de cebadores de PCR incluyen longitud del cebador, temperatura de fusion
(Tm), y contenido G/C, especificidad, secuencias de cebadores complementarias, y secuencia 3' terminal. En
general, los cebadores de PCR 0dptimos tienen generalmente 17-30 bases de longitud, y contienen aproximadamente
un 20-80 %, tal como, por ejemplo, aproximadamente un 50-60 % de bases G + C. Se pueden usar Tm entre 50 y
80 °C, por ejemplo, aproximadamente de 50 a 70 °C.

Para directrices adicionales para el disefio de cebadores y sondas de PCR véase, por ejemplo, Dieffenbach, C.W. et
al., "General Concepts for PCR Primer Design" en: PCR Primer, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Nueva York, 1995, pag. 133-155; Innis y Gelfand, "Optimization of PCRs" en: PCR Protocols, A
Guide to Methods and Applications, CRC Press, Londres, 1994, pag. 5-11; y Plasterer, T.N. Primer Select: Primer
and probe design. Methods Mol. Biol. 70:520-527 (1997).

Otros métodos adecuados para evaluar el nivel de un producto génico de acido nucleico incluyen, por ejemplo,
micromatrices; analisis en serie de la expresion génica (SAGE); analisis MassARRAY®; expresion génica digital
(DGE) (J. Marioni, Genome Research 18(9):1509-1517 (2008), expresion génica mediante secuenciacion masiva de
firmas en paralelo (véase, por ejemplo, Ding y Cantor, Proc. Nat'l Acad Sci 100:3059-3064 (2003); presentacion
diferencial (Liang y Pardee, Science 257:967-971 (1992)); polimorfismo de longitud de fragmento amplificado (iAFLP)
(Kawamoto et al., Genome Res. 12:1305-1312 (1999)); tecnologia BeadArray™ (lllumina, San Diego, CA; Oliphant et
al., Discovery of Markers for Disease (Supplement to Biotechniques), junio de 2002; Ferguson et al., Analytical
Chemistry 72:5618 (2000)); BeadsArray para deteccién de la expresion génica (BADGE), que usa el sistema
disponible en el mercado LabMAP Luminex100 y multiples microesferas con codificacion de color (Luminex Corp.,
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Austin, TX) en un ensayo rapido para expresion génica (Yang et al., Genome Res. 11:1888-1898 (2001)); y analisis
de caracterizacion de expresion de alta cobertura (HICEP) (Fukumura et al., Nucl. Acids. Res. 31(16) €94 (2003)).

Intrones

Los ensayos para medir la cantidad de un producto de expresion génica de ARN se pueden fijar como diana a
secuencias de intron o secuencias de exdn del transcrito primario. La cantidad de un intron cortado y empalmado
que se mide en las muestras de tejido humano es generalmente indicativa de la cantidad de un exén
correspondiente (es decir, un exén del mismo gen) presente en las muestras. Se pueden usar polinucleétidos que
consisten en 0 son complementarios a secuencias de intron, por ejemplo, en métodos de hibridacién o métodos de
amplificacion para someter a ensayo el nivel de expresiéon de genes indicadores de respuesta.

Medicion de niveles de un producto génico polipeptidico

Los métodos de medicion del nivel de producto génico polipeptidico se conocen en la técnica e incluyen métodos
basados en anticuerpos tales como ensayo por inmunoabsorcion asociado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo
(RIA), analisis de transferencia de proteinas, anadlisis inmunohistoquimicos y similares. La medida de un producto
génico polipeptidico también se puede medir in vivo en el sujeto usando un anticuerpo que se una especificamente a
un polipéptido diana, acoplado a una marca paramagnética u otra marca usada para formacién de imagenes in vivo,
y visualizando la distribucién del anticuerpo marcado en el sujeto usando un método de formacién de imagenes in
vivo apropiado, tal como formacién de imagenes por resonancia magnética. Tales métodos incluyen métodos
protedmicos tales como métodos espectrométricos de masas, que se conocen en la técnica.

Métodos de aislamiento de ARN de fluidos corporales

Se han descrito métodos de aislamiento de ARN para andlisis de expresion a partir de sangre, plasma y suero
(véase, por ejemplo, Tsui NB et al. (2002) 48,1647-53 y las referencias citadas en el mismo) y a partir de orina
(véase, por ejemplo, Boom R et al. (1990) J Clin Microbiol. 28, 495-503 y las referencias citadas en el mismo).

Métodos de aislamiento de ARN de tejido incluido en parafina

Las etapas de un protocolo representativo para caracterizar la expresion génica usando tejidos incluidos en parafina
y fijados como fuente de ARN, incluyendo aislamiento de ARNm, purificacion de cebadores, extension y
amplificacion, se proporcionan en diversos articulos publicados (véanse, por ejemplo, T.E. Godfrey et al,. J. Molec.
Diagnostics 2: 84-91 (2000); K. Specht et al., Am. J. Pathol. 158: 419-29 (2001), M. Cronin, et al., Am J Pathol
164:35-42 (2004)).

METODOS Y PRODUCTOS MANUALES Y ASISTIDOS POR COMPUTADORA

Los métodos y sistemas descritos en el presente documento se pueden implementar de numerosas formas. En un
aspecto de particular interés, los métodos implican el uso de una infraestructura de comunicaciones, por ejemplo,
Internet. A continuacioén, se discuten varios aspectos. También se ha de entender que la presente divulgaciéon se
puede implementar en diversas formas de hardware, software, firmware, procesadores, o una combinacion de los
mismos. Los métodos y sistemas descritos en el presente documento se pueden implementar como una
combinacién de hardware y software. El software se puede implementar como un programa de aplicacion realizado
de forma tangible en un dispositivo de almacenamiento de programas, o en diferentes partes del software
implementado en el entorno informatico del usuario (por ejemplo, como un applet) y en el entorno informatico del
revisor, donde el revisor puede estar ubicado en un sitio remoto asociado (por ejemplo, en las instalaciones de un
proveedor de servicios).

Por ejemplo, durante o después de la entrada de datos por parte del usuario, partes del procesamiento de datos se
pueden llevar a cabo en el entorno informatico del lado del usuario. Por ejemplo, el entorno informatico del lado del
usuario se puede programar para proporcionar cédigos de ensayo definidos que indiquen una "puntuacién de riesgo"
de probabilidad, donde la puntuacién se transmite como respuestas procesadas o parcialmente procesadas al
entorno informatico del revisor en forma de cddigo de ensayo para posterior ejecucion de uno o mas algoritmos para
proporcionar resultados y/o generar un informe en el entorno informatico del revisor. La puntuacion de riesgo puede
ser una puntuacion numeérica (representativa de un valor numérico) o una puntuaciéon no numérica representativa de
un valor numérico o intervalo de valores numéricos (por ejemplo, bajo, intermedio o alto).

El programa de aplicacion para ejecutar los algoritmos descritos en el presente documento se puede cargar en, y
ejecutarse por, una maquina que comprenda cualquier arquitectura adecuada. En general, la maquina implica una
plataforma informatica que tiene hardware tal como una o més unidades centrales de procesamiento (CPU), una
memoria de acceso aleatorio (RAM) e interfaces de entrada/salida (I/O). La plataforma informatica también incluye
un sistema operativo y cédigo de microinstrucciones. Los diversos procesos y funciones descritos en el presente
documento pueden ser parte del cédigo de microinstrucciones o parte del programa de aplicacion (o una
combinacién de los mismos) que se ejecuta mediante el sistema operativo. Ademas, se pueden conectar otros
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dispositivos periféricos diversos a la plataforma informatica tales como un dispositivo de almacenamiento de datos
adicional y un dispositivo de impresion.

Como sistema informatico, el sistema incluye generalmente una unidad procesadora. La unidad procesadora opera
para recibir informacién, que puede incluir datos de ensayo (por ejemplo, nivel de un gen de riesgo, nivel de un
producto o productos génicos de referencia; nivel normalizado de un gen; y también puede incluir otros datos tales
como datos del paciente). La informacién recibida se puede almacenar al menos temporalmente en una base de
datos, y los datos se pueden almacenar para generar un informe como se ha descrito anteriormente.

Una parte o la totalidad de los datos de entrada y salida también se pueden enviar electrénicamente; ciertos datos
de salida (por ejemplo, informes) se pueden enviar electronica o telefénicamente (por ejemplo, por fax, por ejemplo,
utilizando dispositivos tales como respuesta automatica por fax). Algunos dispositivos de recepcion de salida a modo
de ejemplo pueden incluir un elemento de visualizacion, una impresora, un dispositivo de fax y similares. Las formas
electronicas de transmisién y/o visualizacion pueden incluir correo electronico, television interactiva y similares. En
un aspecto de particular interés, la totalidad o una parte de los datos de entrada y/o la totalidad o una parte de los
datos de salida (por ejemplo, habitualmente al menos el informe final) se mantienen en un servidor web para acceso,
preferentemente acceso confidencial, con navegadores habituales. Los datos pueden ser accedidos o enviados a
profesionales de la salud segun se desee. Los datos de entrada y salida, incluidos la totalidad o una parte del
informe final, se pueden usar para completar el registro médico de un paciente que puede existir en una base de
datos confidencial en la instalacion de atencién sanitaria.

Un sistema para su uso en los métodos descritos en el presente documento incluye generalmente al menos un
procesador de computadora (por ejemplo, cuando el método se lleva a cabo en su totalidad en un Unico sitio) o al
menos dos procesadores de computadora en red (por ejemplo, cuando los datos se han de introducir por un usuario
(también denominado en el presente documento "cliente") y trasmitir a un sitio remoto a un segundo procesador de
computadora para su analisis, donde el primer y segundo procesadores de computadora estan conectados por una
red, por ejemplo, a través de una intranet o de Internet). El sistema también puede incluir un componente o
componentes de usuario para la entrada; y un componente o componentes de revisor para la revision de datos,
informes generados, e intervencion manual. Los componentes adicionales del sistema pueden incluir un componente
0 componentes de servidor; y una base o bases de datos para almacenar datos (por ejemplo, como en una base de
datos de elementos de informe, por ejemplo, elementos de informe interpretativos, o una base de datos relacional
(RDB) que puede incluir la entrada de datos por parte del usuario y la salida de datos. Los procesadores de
computadora pueden ser procesadores que se encuentran habitualmente en computadoras de sobremesa
personales (por ejemplo, IBM, Dell, Macintosh), computadoras portatiles, computadoras centrales, minicomputadoras
u otros dispositivos informaticos.

La arquitectura cliente/servidor en red se puede seleccionar segun se desee y, por ejemplo, puede ser un modelo
clasico de servidor de cliente de dos o tres niveles. Un sistema de gestion de bases de datos relacionales (RDMS),
ya sea como parte de un componente del servidor de aplicaciones o como un componente separado (maquina RDB)
proporciona la interfaz a la base de datos.

En un ejemplo, la arquitectura se proporciona como una arquitectura cliente/servidor centrada en base de datos, en
la que la aplicacion cliente generalmente solicita servicios al servidor de aplicaciones que realiza solicitudes a la
base de datos (o al servidor de la base de datos) para completar el informe con los diversos elementos del informe,
seguln sea necesario, en particular los elementos del informe interpretativo, en especial el texto de interpretacion y
las alertas. El servidor o servidores (es decir, ya sea como parte de la maquina del servidor de aplicaciones o una
maquina de RDB/base de datos relacional separada) responde a las solicitudes del cliente.

Los componentes del cliente de entrada pueden ser computadoras personales completas e independientes que
ofrecen una amplia gama de potencia y caracteristicas para ejecutar aplicaciones. EI componente cliente opera
habitualmente bajo cualquier sistema operativo deseado e incluye un elemento de comunicacion (por ejemplo, un
mddem u otro hardware para conectarse a una red), uno o mas dispositivos de entrada (por ejemplo, un teclado,
raton, teclado numérico u otro dispositivo usado para transferir informacién o comandos), un elemento de
almacenamiento (por ejemplo, un disco duro u otro medio de almacenamiento escribible por computadora y legible
por computadora), y un elemento de visualizacion (por ejemplo, un monitor, televisor, LCD, LED u otro dispositivo de
visualizaciéon que transmita informacién al usuario). El usuario introduce los comandos de entrada en el procesador
de la computadora a través de un dispositivo de entrada. En general, la interfaz de usuario es una interfaz grafica de
usuario (GUI) escrita para aplicaciones de navegador web.

El componente o componentes del servidor pueden ser una computadora personal, una minicomputadora o una
computadora central, y ofrecen gestién de datos, intercambio de informacidn entre clientes, administracion de redes
y seguridad. La aplicacion y cualquier base de datos utilizadas pueden estar en servidores iguales o diferentes.

Se contemplan otras disposiciones informaticas para el cliente y el servidor, incluyendo el procesamiento en una sola

magquina tal como una computadora central, una coleccién de maquinas u otra configuracién adecuada. En general,
las maquinas cliente y servidor trabajan conjuntamente para conseguir el procesamiento de la presente divulgacion.
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Cuando se usan, la base o bases de datos estan conectadas habitualmente al componente del servidor de base de
datos y pueden ser cualquier dispositivo que contenga datos. Por ejemplo, la base de datos puede ser un dispositivo
de almacenamiento 6ptico u magnético para una computadora (por ejemplo, CDROM, disco duro interno, unidad de
cinta). La base de datos se puede situar de forma remota al componente del servidor (con acceso a través de una
red, médem, etc.) o localmente al componente del servidor.

Cuando se usa en el sistema y los métodos, la base de datos puede ser una base de datos relacional que se
organiza y accede de acuerdo con las relaciones entre los elementos de datos. La base de datos relacional se
compone generalmente de una pluralidad de tablas (entidades). Las filas de una tabla representan registros
(recopilaciones de informacion sobre distintos articulos) y las columnas representan campos (atributos particulares
de un registro). En su concepcién mas simple, la base de datos relacional es una colecciéon de entradas de datos
que estan "relacionadas" entre si a través de al menos un campo comun.

Se pueden usar estaciones de trabajo adicionales equipadas con computadoras e impresoras en el punto de servicio
para introducir datos y, en algunos aspectos, generar informes apropiados, si se desea. La computadora o
computadoras pueden tener un acceso directo (por ejemplo, en el escritorio) para iniciar la aplicacion para facilitar el
inicio de la entrada de datos, transmisién, analisis, recepcion de informes, etc., segun se desee.

Medios de almacenamiento legibles por computadora

La presente divulgacion también contempla un medio de almacenamiento legible por computadora (por ejemplo, CD-
ROM, llave de memoria, tarjeta de memoria flash, disquete, etc.) que tiene almacenado en el mismo un programa
que, cuando se ejecuta en un entorno informatico, proporciona la implementacién de algoritmos para llevar a cabo la
totalidad o una parte de los resultados de una evaluacion de probabilidad de respuesta como se describe en el
presente documento. Cuando el medio legible por computadora contiene un programa completo para llevar a cabo
los métodos descritos en el presente documento, el programa incluye instrucciones del programa para recopilar,
analizar y generar resultados, e incluye generalmente dispositivos de cédigo legibles por computadora para
interactuar con un usuario como se describe en el presente documento, procesar esos datos junto con la informacion
analitica, y generar medios impresos o electrénicos Unicos para ese usuario.

Cuando el medio de almacenamiento proporciona un programa que proporciona la implementacion de una parte de
los métodos descritos en el presente documento (por ejemplo, el aspecto del lado del usuario de los métodos (por
ejemplo, entrada de datos, capacidades de recepcion de informes, etc.)), el programa proporciona la transmisién de
los datos introducidos por el usuario (por ejemplo, a través de Internet, a través de una intranet, etc.) a un entorno
informatico en un sitio remoto. El procesamiento o la complecién del procesamiento de datos se lleva a cabo en el
sitio remoto para generar un informe. Después de la revision del informe y la complecion de cualquier intervencién
manual necesaria para proporcionar un informe completo, el informe completo se transmite a continuacién al usuario
en forma de un documento electrénico o impreso (por ejemplo, un informe por fax o en papel enviado por correo). El
medio de almacenamiento que contiene un programa de acuerdo con la presente divulgacion se puede empaquetar
con instrucciones (por ejemplo, para la instalacion, uso, etc. de programas) grabadas en un sustrato adecuado o una
direccién web donde se puedan obtener tales instrucciones. El medio de almacenamiento legible por computadora
también se puede proporcionar en combinacién con uno o mas reactivos para llevar a cabo la evaluacion de la
probabilidad de respuesta (por ejemplo, cebadores, sondas, matrices, u otros componentes similares del kit).

METODOS DE ANALISIS DE DATOS

Normalizacién de referencia

Con el fin de minimizar las variaciones en las mediciones de expresion debidas a variaciones no bioldgicas en las
muestras, por ejemplo, la cantidad y calidad del producto de expresién que se mide, los datos en bruto del nivel de
expresion medidos para un producto génico (por ejemplo, las mediciones del umbral de ciclo (Ct) obtenidas por gRT-
PCR) se pueden normalizar con respecto a los datos del nivel de expresion medio obtenido para uno o mas genes
de referencia. En un enfoque de la normalizacién, se usa un pequefio nimero de genes como genes de referencia;
los genes elegidos para ser genes de referencia muestran por lo general una cantidad minima de variaciéon en la
expresion de muestra a muestra y el nivel de expresion de otros genes se compara con la expresion relativamente
estable de los genes de referencia. En el enfoque de normalizacion global, el nivel de expresion de cada gen en una
muestra se compara con un nivel de expresion promedio en la muestra de todos los genes con el fin de comparar la
expresion de un gen particular con respecto a la cantidad total de material.

Los datos sin procesar de qRT-PCR se expresan como umbral de ciclo (Ct), el nimero de ciclos de amplificacion
requerido para que la sefial detectable exceda un umbral definido. Un valor elevado de C: es indicativo de baja
expresion dado que se requieren mas ciclos para detectar el producto de amplificacion. La normalizacion se puede
llevar a cabo de un modo tal que un aumento de una unidad en el nivel de expresion normalizado de un producto
génico refleje generalmente un aumento de 2 veces en la cantidad del producto de expresion presente en la
muestra. Para informacion adicional de las técnicas de normalizacion aplicables a los datos de qRT-PCR de tejido
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tumoral véase, por ejemplo, Silva S et al. (2006) BMC Cancer 6, 200; de Kok J et al. (2005) Laboratory Investigation
85, 154-159. La expresion génica se puede estandarizar a continuacién dividiendo la expresion génica normalizada
por la desviacién estandar de la expresién para todos los pacientes para ese gen particular. Mediante la
estandarizacion de la expresion génica normalizada, los indices de riesgo para los genes son comparables y reflejan
el riesgo relativo para cada desviacion estandar de la expresion génica.

ANALISIS ESTADISTICO

El experto en la materia reconocera que se encuentran disponibles una diversidad de métodos estadisticos que son
adecuados para comparar el nivel de expresion de un gen (u otra variable) en dos grupos y determinar la
significacion estadistica de las diferencias de nivel de expresién que se encuentran (véanse, por ejemplo, H.
Motulsky, Intuitive Biostatistics (Oxford University Press, 1995); D. Freedman, Statistics (WW Norton & Co, 42
edicion, 2007)). Por ejemplo, se puede ajustar un modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox a un punto
final clinico particular de tiempo a suceso (por ejemplo, RFI, OS). Una suposicion del modelo de regresion de riesgos
proporcionales de Cox es la suposicion de riesgos proporcionales, es decir, la suposicion de que los efectos del
modelo multiplican el peligro subyacente. Se pueden llevar a cabo evaluaciones de la idoneidad del modelo que
incluyen, pero no se limitan a, examen de la suma acumulativa de residuos de martingala. El experto en la materia
reconocera que existen numerosos métodos estadisticos que se pueden usar (por ejemplo, Royston y Parmer
(2002), suavizado de splines, etc.) para ajustarse a un modelo paramétrico flexible utilizando la escala de riesgo y la
distribucién de Weibull con suavizado por splines natural del logaritmo de la funcién de riesgo acumulado,
permitiéndose que los efectos dependan del tiempo (véase, P. Royston, M. Parmer, Statistics in Medicine 21
(15:2175-2197 (2002)). La relacion entre el riesgo de recidiva y (1) los grupos de riesgo de recidiva; y (2) las
covariables clinicas/patoldgicas (por ejemplo, estadio tumoral, grado tumoral, presencia de necrosis, invasion
linfatica o vascular, etc.) también se puede someter a ensayo para su significacion. Algunos ejemplos adicionales de
modelos incluyen modelos de regresion logistica o logistica ordinal en los que se puede evaluar la asociacion entre
la expresion génica y los puntos finales clinicos dicotdémicos (para logistica) u ordinales (para logistica ordinal) (es
decir, estadio, necrosis, grado) (véase, por ejemplo, D. Hosmer y S. Lemeshow, Applied Logistic Regression (John
Wiley & Sons, 1989)).

En aspectos a modo de ejemplo, los resultados se ajustaron para multiples ensayos de hipétesis, y permitieron una
tasa de descubrimiento falso (FDR) de un 10 %, utilizando el procedimiento de Storey, y utilizando TDRAS con
clases separadas (M. Crager, Gene identification using true discovery rate degree of association sets and estimates
corrected for regression to the mean, Statistics in Medicine (publicado en linea en diciembre de 2009). En otro
aspecto, los genes con asociacion significativa con RFI se identificaron mediante técnicas de validacién cruzada en
las que se empled regresién PH de Cox gradual directa usando un subconjunto de factores identificados a través del
Analisis de componentes principales (PCA).

Los métodos para calcular coeficientes de correlacién, en particular el coeficiente de correlacion producto-momento
de Pearson se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, J. Rodgers y W. Nicewander, The American Statistician,
42, 59-66 (1988); H. Motulsky, H., Intuitive Biostatistics (Oxford University Press, 1995)). Para llevar a cabo procesos
bioldgicos particulares, los genes trabajan a menudo conjuntamente de manera concertada, es decir, se coexpresan.
Los grupos de genes coexpresados identificados para un proceso de enfermedad como el cancer pueden servir
como biomarcadores para la evolucién de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. Tales genes coexpresados se
pueden analizar en lugar de, o ademas de, someter a ensayo el gen prondstico y/o predictivo con el que se
coexpresan.

Los métodos de analisis de coexpresién pueden incorporar, por ejemplo, coeficientes de correlacién, analisis de red
de coexpresion, analisis de grupos, etc. y se pueden basar en datos de expresion de RT-PCR, micromatrices,
secuenciacion, y otras tecnologias similares. Por ejemplo, las agrupaciones de expresion génica se pueden
identificar mediante el andlisis por pares de la correlaciéon basada en los coeficientes de correlacion de Pearson o
Spearman (véanse, por ejemplo, Pearson K. y Lee A., Biometrika 2, 357 (1902); C. Spearman, Amer. J. Psychol
15:72-101 (1904); J. Myers, A. Well, Research Design and Statistical Analysis, pag. 508 (22 Ed., 2003)). En general,
un coeficiente de correlacion mayor o igual que 0,3 se considera estadisticamente significativo en un tamafio de
muestra de al menos 20 (véase, por ejemplo, G. Norman, D. Streiner, Biostatistics: The Bare Essentials, 137-138 (32
Ed. 2007)).

Todos los aspectos de la presente divulgacion también se pueden poner en practica de un modo tal que un nimero
limitado de genes adicionales que se coexpresan con los genes desvelados, por ejemplo, como evidencian
coeficientes de correlacion de Pearson elevados, se incluyan en un ensayo pronostico o predictivo ademas de y/o en
lugar de los genes desvelados.

Habiendo descrito la invencion, la misma se entendera con mayor facilidad por referencia a los siguientes Ejemplos,
que se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que limiten la invencion en modo alguno.

EJEMPLOS
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Se llevaron a cabo dos estudios para demostrar la viabilidad de la caracterizacion de la expresion génica a partir de
tumores renales obtenidos de pacientes con carcinoma de células renales (véase el resumen de M. Zhou, et al.,
Optimized RNA extraction and RT-PCR assays provide successful molecular analysis on a wide variety of archival
fixed tissues, AACR Annual Meeting (2007)).

Diseino del estudio

Se obtuvo tejido de tumor renal de aproximadamente 1200 pacientes de la base de datos de la Cleveland Clinic
Foundation (CCF). Esta base de datos consiste en pacientes que se diagnosticaron con carcinoma renal, de tipo de
células claras, en estadio I, Il y lll entre los afios 1985 y 2003, que tenian disponibles bloques de tumor incluido en
parafina (PET) y seguimiento clinico adecuado, y que no se trataron con terapia sistémica adyuvante/neoadyuvante.
Los pacientes con enfermedad de VHL heredada o tumores bilaterales también se excluyeron. Los tumores se
graduaron usando (1) el sistema de graduacién de Fuhrman como se indica en la Clasificacién de tumores de la
Organizacion Mundial de la Salud: Patologia y genética: Tumores del sistema urinario y los 6rganos genitales
masculinos; y (2) el sistema de graduacion de Fuhrman modificado (Tabla 1). En general, si no se espera ni observa
ninguna implicacion ganglionar para los pacientes, la inspeccion de la implicacion ganglionar no se lleva a cabo y se
indica Nx. En este estudio Nx se traté como NO con fines de clasificacion de estadio. Se evalué cuantitativamente la
expresion de 732 genes para cada muestra de tejido de paciente.

Tabla 1: Sistema de graduacién de Fuhrman

Grado Fuhrman (Modificado) Grado Fuhrman (OMS)
1 Nucleos pequefios como linfocitos con cromatina Nucleos pequeios, redondos, uniformes (~10 ym);
condensada nucleolos ausentes o discretos (a 400x)
2 Nucleos pequefios como linfocitos con cromatina Nucleos mas grandes (~15 pm) con contorno

condensada y otros nucleos que demuestran cromatina |irregular; nucleolos pequefios presentes (a 400x)
engrosada, abierta

3 Todos los nucleos con cromatina abierta Nucleos mas grandes (aproximandose a 20 ym)
con contorno mas irregular; nucleolos prominentes
presentes (a 100x)

4 Nucleos extrafios grandes Caracteristicas de grado 3 con nucleos
pleomoérficos o multilobulados, con o sin células
del huso mitético

Criterios de inclusion

(1) Pacientes que se sometieron a nefrectomia en CCF y que tienen un minimo de 6 meses de seguimiento
clinico o tienen RCC recurrente, documentados en el cuadro clinico, la base de datos o el registro.

(2) Diagnosticados con RCC, de tipo de células claras, estadios I, Il o lll.

(3) Bloques renales fijados en formalina, liquido de Hollandes o fijador Zenkers.

Criterios de exclusion

(1) No hay ninguin bloque tumoral disponible desde el diagndstico inicial en el archivo de la Clinica Cleveland.

(2) No hay tumor o muy poco tumoral (<5 % del area de las células cancerigenas invasivas) en el bloque segun
se evalua mediante examen del portaobjetos tefiido con Hollandes y/o hematoxilina y eosina (H & E).

(3) Valores de umbral de ciclo (Ct) altos de los genes de referencia. Todas las muestras independientemente de
su cantidad de ARN se someteran a ensayo mediante RT-qPCR, pero solo se analizaran las placas en las que el
Ct promedio de los genes de referencia sea inferior a 35.

(4) Pacientes con enfermedad de VHL hereditaria y/o tumores bilaterales

(5) Pacientes que recibieron terapia sistémica neoadyuvante o adyuvante.

Concordancia para factores clinicos y patolégicos

Dos laboratorios de patologia distintos llevaron a cabo analisis de varios factores clinicos y patolégicos utilizando las
mismas medidas estandarizadas. El nivel de concordancia, mediante covariable, se proporciona a continuacioén en la
Tabla 2. Para los fines del analisis estadistico, se uso la determinacién de uno solo de los laboratorios centrales.

Tabla 2: Concordancia entre dos laboratorios centrales para covariables clinicas/patolégicas

Covariable Método de analisis Concordancia

Presencia de necrosis Técnica microscopica de Leibovich BC et al. (2003) Cancer 47 %

97(3), 1663-1671.
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(continuacién)

Covariable Método de analisis Concordancia

Grado tumoral Fuhrman 65 %

Panel génico de perfil de expresion

El ARN de muestras de tejido incluido en parafina (PET) de 942 pacientes que cumplieron todos los criterios de
inclusion/exclusiéon se extrajo usando protocolos optimizados para tejido renal fijado y se llevaron a cabo ensayos
moleculares de expresion génica cuantitativa usando RT-PCR TagMan®. RT-PCR se llevé a cabo con una entrada
de ARN de 1,0 ng por 5 ul de volumen de reaccién usando dos placas de 384 pocillos.

El andlisis por RT-PCR de las muestras de PET se llevé a cabo usando 732 genes. Estos genes se evaluaron para
asociacion con los puntos finales primario y secundario, intervalo sin recidiva (RFI), supervivencia sin enfermedad
(DFS) y supervivencia global (OS).

Todos los analisis primarios y secundarios se llevaron a cabo con niveles de expresion génica normalizados de
referencia usando la media de los genes de referencia para la normalizacién. Se sometieron a ensayo tres
esquemas de normalizacion usando AAMP, ARF1, ATP5E, EEF1A1, GPX1, RPS23, SDHA, UBB, y RPLP1. Algunos
o todos los demas genes en el panel de ensayo se usaron en analisis de esquemas de normalizacion alternativos.

De los 732 genes, 647 se consideraron evaluables para consideracion adicional. Los analisis de resultados de los
647 genes evaluables se ajustaron para multiples ensayos de hipotesis, permitiendo una tasa de descubrimiento
falso (FDR) de un 10 %, usando el procedimiento de Storey y usando el Grado de descubrimiento verdadero de
conjuntos de asociacion (TDRDAS) con clases separadas (M. Crager, Gene identification using true discovery rate
degree of association sets and estimates corrected for regression to the mean, Statistics in Medicine 29:33-45
(2009)). Sin ajustar para covariables de linea de base y sin controlar el FDR, se identificd un subconjunto de 448
genes (69 %) asociados significativamente con RFI (p < 0,05). Se llevé a cabo un andlisis adicional usando un
analisis supervisado de componentes principales (PCA) en un subconjunto de 188 genes que tienen una unién
inferior maxima (MLB) > 1,2 usando el analisis TDRDAS, controlando el FDR pero sin tener en cuenta las clases
separadas. Los 10 factores principales se modificaron manteniendo los genes con altas cargas de factor
(carga/carga maxima > 0,7). Los 10 factores principales modificados se pusieron en una validacion cruzada de 5
veces para evaluar el rendimiento de los grupos de genes e identificar los factores que aparecian con mayor
frecuencia.

Los genes que tuvieron una asociacion significativa (p < 0,05) a riesgo de recidiva se enumeran en las Tablas 3a y
3b, en las que los genes que estan asociados positivamente a un buen pronéstico (es decir, la expresiéon aumentada
indica un menor riesgo de recidiva) se enumeran en la Tabla 3a. Los genes que estan asociados negativamente a un
buen prondstico (es decir, la expresion aumentada indica un mayor riesgo de recidiva) se enumeran en la Tabla 3b.
Los genes que estan asociados, positiva o negativamente, a un buen prondstico, pero no asociados a las
covariables clinicas/patolégicas son BBC3, CCR7, CCR4 y VCAN. Ademas, los genes asociados positivamente a un
buen pronodstico después de ajustar las covariables clinicas y patolégicas (estadio, grado tumoral, tamafio tumoral,
estado ganglionar, y presencia de necrosis) se enumeran en la Tabla 8a. Los genes asociados negativamente a un
buen prondstico después de ajustar las covariables clinicas/patolégicas se enumeran en la Tabla 8b. De los genes
enumerados en las Tablas 8a y 8b, los 16 genes con asociacion significativa, positiva o negativa, a un buen
prondstico después de ajustar las covariables clinicas y patolégicas y controlar la tasa de descubrimiento falso al
10 %, se enumeran en la Tabla 9.

Para la mayoria de estos genes asociados significativamente a RFI (p < 0,05) (82 %), la expresion aumentada esta
asociada a un buen prondstico. La mayoria de los genes asociados significativamente a RFI mostraron consistencia
entre (1) los estadios (I-1ll); (2) los puntos finales primario y secundario (RFl y OS). Véanse, por ejemplo, las Figuras
1y 2, respectivamente.

A partir de este analisis, ciertos subconjuntos de genes surgieron como asociados significativamente a recidiva y
supervivencia global. Por ejemplo, la expresion aumentada de genes de angiogénesis (por ejemplo, EMCN,
PPAP2B, NOS3, NUDT6, PTPRB, SNRK, APOLD1, PRKCH, y CEACAM1), genes de adhesion celular/matriz
extracelular (por ejemplo, ITGB5, ITGB1, A2M, TIMP3), genes de respuesta inmune (por ejemplo, CCL5, CCXLS9,
CCRY7, IL8, IL6, y CX3CL1), y genes de ciclo celular (por ejemplo, BUB1, TPX2), apoptosis (por ejemplo, CASP10), y
transporte (AQP1), se asoci6 fuertemente, positiva o negativamente, a RFI.

Ademas, se identificé que ciertos genes que estan asociados a rutas fijadas como diana por farmacos para cancer
renal (sunitinib, sorafenib, temsirolimus, bevacizumab, everolimus, pazopanib) tenian una asociacién significativa
con el resultado, incluyendo: KIT, PDGFA, PDGFB, PDGFC, PDGFD, PDGFRb, KRAS, RAF1, MTOR, HIF1AN,
VEGFA, VEGFB, y FLT4.
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Se determind que la presencia de necrosis en estos tumores estaba asociada a un mayor riesgo de recidiva, al
menos en los primeros 4 afios después de la cirugia. Véase la Figura 3. Sin embargo, el efecto prondstico de la
necrosis después del afio 4 fue insignificante.

También se determind que la expresion de ciertos genes se correlacionaba, positiva o negativamente, con factores
patolégicos y/o clinicos ("genes proxy"). Por ejemplo, la expresion aumentada de los genes proxy enumerados en las
Tablas 4a-7b correlaciona, positiva o negativamente, con el estadio tumoral, el grado tumoral, la presencia de
necrosis, y la invasion ganglionar, respectivamente. En las Tablas 4a-7b, la expresion génica se normalizé y a
continuacion se estandarizé de un modo tal que la razén de probabilidades (OR) refleja un cambio de una desviacion
estandar en la expresion génica.

A partir de estos, se identificaron genes clave como buenos proxy para covariables de linea basal (estadio, grado,
necrosis), incluyendo TSPAN7, TEK, LDB2, TIMP3, SHANKS3, RGS5, KDR, SDPR, EPAS1, ID1, TGFBR2, FLT4,
SDPR, ENDRB, JAG1, DLC1, y KL. Varios de estos genes se encuentran en la ruta inducida por hipoxia: SHANKS,
RGS5, EPAS1, KDR, JAG1, TGFBR2, FLT4, SDPR, DLC1, EDNRB.

Las Figuras 4-7 proporcionan una comparacion de la estratificacion de pacientes (riesgo bajo, intermedio, o alto)
obtenida aplicando la herramienta de prondstico de Mayo (descrita en Leibovich et al. "prediction of progression after
radical nephrectomy for patients with clear cell renal cell carcinoma" (2003) Cancer 97:1663-1671) de datos de
expresion de CCF. Como se muestra en la Figura 4, la herramienta de prondstico de Mayo sola proporciona la
estratificacion en tres poblaciones de riesgo bajo (93 % sin recidiva en 5 afos), riesgo intermedio (79 % sin recidiva
en 5 afios), y riesgo alto (36 % sin recidiva en 5 afios). Por el contrario, el uso de datos de expresion de un solo gen
(como se muestra a modo de ejemplo con EMCN (Figura 5.), AQP1 (Figura 6), o PPAP2B (Figura 7)) permitié una
estratificacion mas detallada de pacientes de acuerdo con el riesgo.
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Tabla 3b: Genes para los que la expresion aumentada esta asociada a riesgo superior de recidiva de cancer
(valor p < 0,05)

Gen Simbolo Analisis de Cox de Gen Simbolo Analisis de Cox de
oficial variable unica (sin oficial variable tnica (sin
ajuste por ajuste por
covariables) con RFI covariables) con RFI
Valor p HR Valor p HR
para HR para HR
WT1.1 WT1 0,0002 1,25 LGALS1.1 LGALSH1 0,0017 1,25
VTN.1 VTN 0,0097 1,17 LAMBS3.1 LAMB3 <0,0001 1,34
VDR.2 VDR 0,0031 1,22 LAMB1.1 LAMBH1 0,0014 1,25
VCAN.1 VCAN 0,0036 1,22 L1CAM.1 L1CAM 0,0199 1,16
UBE2T.1 UBE2T <0,0001 1,38 IL-8.1 IL8 <0,0001 1,53
C20 orf1.1 TPX2 <0,0001 1,76 IL6.3 IL6 <0,0001 1,41
TOP2A 4 TOP2A <0,0001 1,39 ICAM1.1 ICAMA1 0,0013 1,23
TK1.2 TK1 0,0018 1,22 HIST1H1D.1 |HIST1H1D 0,0066 1,21
TIMP1.1 TIMP1 0,0259 1,16 FN1.1 FN1 0,0105 1,19
TGFBI.1 TGFBI 0,0004 1,26 F3.1 F3 <0,0001 1,31
SQSTM1.1 SQSTM1 0,0089 1,20 F2.1 F2 <0,0001 1,30
OPN, SPP1 <0,0001 1,43 ESPL1.3 ESPL1 0,0155 1,17
osteopontina .
3
SPHK1.1 SPHK1 0,0025 1,22 EPHB2.1 EPHB2 0,0456 1,14
SLC7A5.2 SLC7A5 <0,0001 1,38 EPHB1.3 EPHB1 0,0007 1,22
SLC2A1.1 SLC2A1 0,0010 1,26 ENO2.1 ENO2 <0,0001 1,38
SLC16A3.1 SLC16A3 <0,0001 1,38 EIFAEBP1.1 EIF4EBP1 0,0098 1,19
SLC13A3.1 SLC13A3 0,0192 1,16 CXCR4.3 CXCR4 0,0066 1,21
SHC1.1 SHCH1 0,0086 1,19 GRO1.2 CXCLA1 <0,0001 1,30
SFN.1 SFN 0,0001 1,26 CTSB.1 CTSB 0,0233 1,17
SERPINA5.1 [ SERPINA5 0,0462 1,13 CRP.1 CRP 0,0314 1,13
SEMAS3C.1 SEMA3C <0,0001 1,45 CP.1 CP 0,0002 1,32
SAA2.2 SAA2 <0,0001 1,59 COL7A1.1 COL7A1 0,0003 1,24
S100A1.1 S100A1 0,0348 1,16 COL1A1.1 COL1A1 0,0029 1,23
RRM2.1 RRM2 0,0002 1,27 Chk1.2 CHEKA1 0,0002 1,26
RPLP1.1 RPLP1 0,0049 1,22 CENPF.1 CENPF <0,0001 1,36
PTTG1.2 PTTG1 <0,0001 1,45 CD82.3 CD82 0,0009 1,25
COX2.1 PTGS2 0,0013 1,22 CD44s.1 CD44_s 0,0065 1,21
PLAUR.3 PLAUR <0,0001 1,33 CCNE1.1 CCNE1 0,0098 1,17
PF4.1 PF4 0,0034 1,20 CCNB1.2 CCNB1 <0,0001 1,42
PCSK6.1 PCSK6 0,0269 1,17 CCL20.1 CCL20 0,0029 1,22
MYBL2.1 MYBL2 <0,0001 1,33 CA12.1 CA12 <0,0001 1,48
MT1X.1 MT1X 0,0070 1,20 C3.1 C3 0,0176 1,18
MMP9.1 MMP9 <0,0001 1,54 BUB1.1 BUB1 <0,0001 1,59
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(continuacién)

Tabla 3b: Genes para los que la expresion aumentada esta asociada a riesgo superior de recidiva de cancer
(valor p < 0,05)

Gen Simbolo Analisis de Cox de Gen Simbolo Analisis de Cox de
oficial variable unica (sin oficial variable unica (sin
ajuste por ajuste por
covariables) con RFI covariables) con RFI
Valor p HR Valor p HR
para HR para HR
MMP7.1 MMP7 0,0312 1,15 SURV.2 BIRCS <0,0001 1,37
MMP14.1 MMP14 <0,0001 1,47 clAP2.2 BIRC3 0,0484 1,15
Ki-67.2 MKI67 <0,0001 1,33 BCL2A1.1 BCL2A1 0,0483 1,11
mGST1.2 MGST1 <0,0001 1,38 STK15.2 AURKA 0,0002 1,28
MDK.1 MDK 0,0001 1,31 ANXA2.2 ANXA2 0,0315 1,16
LOX.1 LOX <0,0001 1,42 ALOX5.1 ALOX5 0,0473 1,14
LMNB1.1 LMNB1 <0,0001 1,40 ADAMS.1 ADAMS8 0,0002 1,29
LIMK1.1 LIMKA1 <0,0001 1,43 MRP2.3 ABCC2 0,0004 1,28

Tabla 4a: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a estadio tumoral superior (valor

p < 0,05)
Gen Simbolo Estadio Gen Simbolo Estadio
oficial 3 frente a1 oficial 3 frente a1

Valor p OR Valor p OR
WT1.1 WT1 <0,0001 | 1,41 LAMAS.1 LAMA3 0,0121 1,22
VTN.1 VTN 0,0007 | 1,29 L1CAM.1 L1CAM 0,0091 1,22
VDR.2 VDR 0,0065 | 1,25 1SG20.1 ISG20 0,0006 | 1,34
UBE2T.1 UBE2T <0,0001 | 1,61 IL-8.1 IL8 <0,0001 | 1,89
TSPANS.1 TSPANS 0,0072 | 1,23 IL6.3 IL6 <0,0001 | 1,68
C20 orf1.1 TPX2 <0,0001 | 1,89 IGF1.2 IGF1 0,0214 | 1,20
TOP2A 4 TOP2A <0,0001 | 1,55 ICAM1.1 ICAMA1 <0,0001 | 1,42
TK1.2 TK1 0,0001 1,34 HIST1H1D.1 |HIST1H1D 0,0005 | 1,33
TIMP1.1 TIMP1 0,0021 1,29 GPX2.2 GPX2 0,0129 | 1,22
TGFBI.1 TGFBI 0,0001 1,39 FN1.1 FN1 0,0002 | 1,36
gPN, osteopontina . | SPP1 0,0001 1,38 FAP.1 FAP 0,0455 | 1,18
SLC7A5.2 SLC7A5 <0,0001 | 1,51 F3.1 F3 <0,0001 | 1,52
SLC2A1.1 SLC2A1 0,0081 1,24 F2.1 F2 <0,0001 | 1,79
SLC16A3.1 SLC16A3 <0,0001 | 1,46 ESPL1.3 ESPL1 0,0001 1,35
SFN.1 SFN 0,0001 1,36 EPB41L3.1 |EPB41L3 0,0067 | 1,24
SEMA3C.1 SEMA3C <0,0001 | 1,42 ENO2.1 ENO2 0,0016 | 1,31
SELL.1 SELL 0,0313 | 1,19 EIFAEBP1.1 |EIF4EBP1 0,0036 | 1,27
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(continuacién)

Tabla 4a: Genes proxy para los que la expresién aumentada esta asociada a estadio tumoral superior (valor

p <0,05)
Gen Simbolo Estadio Gen Simbolo Estadio
oficial 3 frente a1 oficial 3 frente a1

Valor p OR Valor p OR
SAA2.2 SAA2 <0,0001 | 2,04 E2F1.3 E2F1 0,0017 | 1,27
RRM2.1 RRM2 <0,0001 | 1,47 DCN.1 DCN 0,0152 | 1,22
RPLP1.1 RPLP1 0,0007 | 1,33 CXCR6.1 CXCR6 0,0013 | 1,30
RAD51.1 RAD51 0,0010 | 1,31 BLR1.1 CXCR5 0,0232 | 1,19
PTTG1.2 PTTG1 <0,0001 | 1,61 CXCR4.3 CXCR4 0,0003 | 1,35
COX2.1 PTGS2 0,0011 1,29 GRO1.2 CXCL1 0,0005 | 1,31
PTGIS.1 PTGIS 0,0034 | 1,27 CTSB.1 CTSB 0,0110 | 1,24
PLAUR.3 PLAUR <0,0001 | 1,51 CRP.1 CRP 0,0002 | 1,31
PF4.1 PF4 0,0027 | 1,26 CP.1 CP 0,0008 | 1,34
PDGFRa.2 PDGFRA 0,0480 | 1,17 COL7A1.1 COL7A1 0,0010 | 1,28
PCSK®6.1 PCSK6 0,0041 1,27 COL1A1.1 COL1A1 0,0001 1,40
NNMT.1 NNMT 0,0003 | 1,34 Chk2.3 CHEK2 0,0050 | 1,27
NME2.1 NME2 0,0028 | 1,28 Chk1.2 CHEK1 <0,0001 | 1,43
MYBL2.1 MYBL2 <0,0001 | 1,50 CENPF 1 CENPF <0,0001 | 1,55
MT1X.1 MT1X 0,0192 | 1,21 CD82.3 CD82 0,0001 1,38
MMP9.1 MMP9 <0,0001 | 1,79 CD44s.1 CD44_s 0,0060 | 1,25
MMP7.1 MMP7 0,0252 | 1,20 CCNE2.2 CCNE2_2 0,0229 | 1,19
MMP14.1 MMP 14 <0,0001 | 1,88 CCNB1.2 CCNB1 <0,0001 | 1,60
Ki-67.2 MKI67 <0,0001 | 1,48 CCL20.1 CCL20 0,0010 | 1,30
mGST1.2 MGST1 0,0004 | 1,37 CA121 CA12 <0,0001 | 1,66
MDK.1 MDK <0,0001 | 1,42 C3.1 C3 0,0009 | 1,32
MDH2.1 MDH2 0,0321 1,19 BUB1.1 BUB1 <0,0001 | 1,82
LRRC2.1 LRRC2 0,0259 | 1,19 SURV.2 BIRC5 <0,0001 | 1,46
LOX1 LOX <0,0001 | 1,78 BCL2A1.1 BCL2A1 <0,0001 | 1,44
LMNB1.1 LMNB1 <0,0001 | 1,82 STK15.2 AURKA 0,0002 | 1,36
LIMK1.1 LIMK1 <0,0001 | 1,46 APOL1.1 APOL1 0,0028 | 1,27
LAPTM5.1 LAPTM5 0,0102 | 1,23 ANXA2.2 ANXA2 0,0174 | 1,21
LAMB3.1 LAMB3 <0,0001 | 1,53 ADAMS.1 ADAMS8 <0,0001 | 1,58
LAMB1.1 LAMB1 0,0452 | 1,18 MRP2.3 ABCC2 <0,0001 | 1,45
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Tabla 4b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a estadio tumoral inferior (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Estadio Gen Simbolo Estadio
oficial 3frentea1 oficial 3frentea1

Valor p OR Valor p OR
YB-1.2 YBX1 <0,0001 | 0,63 IL-7.1 L7 0,0444 0,85
XIAP.1 XIAP <0,0001 | 0,62 IL6ST.3 IL6ST <0,0001 | 0,50
WWOX.5 WWOX 0,0042 0,79 IL15.1 IL15 <0,0001 | 0,67
WISP1.1 WISP1 0,0096 0,81 IGFBP6.1 IGFBP6 0,0001 0,73
VWEF 1 VWF <0,0001 | 0,46 IGFBP3.1 IGFBP3 0,0191 0,83
VEGF.1 VEGFA <0,0001 | 0,63 IGF1R.3 IGF1R <0,0001 | 0,48
VCAM1.1 VCAM1 <0,0001 | 0,55 ID3.1 ID3 <0,0001 | 0,54
USP34.1 USP34 0,0001 0,72 ID2.4 ID2 0,0008 0,77
UMOD.1 UMOD <0,0001 | 0,47 ID1.1 ID1 <0,0001 | 0,34
UGCG.1 UGCG <0,0001 | 0,68 ICAM2.1 ICAM2 <0,0001 | 0,58
UBB.1 UBB <0,0001 | 0,54 HYAL2.1 HYAL2 <0,0001 | 0,41
UBE1C.1 UBA3 <0,0001 | 0,62 HYAL1.1 HYAL1 <0,0001 | 0,44
TS.1 TYMS 0,0010 0,76 HSPG2.1 HSPG2 <0,0001 | 0,44
tusc4.2 TUSC4 <0,0001 | 0,57 HSD11B2.1 HSD11B2 <0,0001 | 0,47
TUSC2.1 TUSC2 0,0295 0,83 Hepsina.1 HPN 0,0031 0,79
TSPAN7.2 TSPAN7 <0,0001 | 0,35 HPCAL1.1 HPCAL1 0,0004 0,75
TSC21 TSC2 <0,0001 | 0,66 HNRPAB.3 HNRNPAB 0,0039 0,78
TSC1.1 TSC1 <0,0001 | 0,56 HMGB1.1 HMGBH1 <0,0001 | 0,46
P53.2 TP53 <0,0001 | 0,67 HLA-DPB1.1 HLA-DPB1 <0,0001 | 0,55
TOP2B.2 TOP2B <0,0001 | 0,69 HIF1AN.1 HIF1AN <0,0001 | 0,57
TNIP2.1 TNIP2 0,0359 0,85 HIF1A.3 HIF1A 0,0076 0,80
TNFSF12.1 TNFSF12 <0,0001 | 0,50 HGF .4 HGF 0,0067 0,80
TRAILA1 TNFSF10 0,0011 0,77 HDAC1.1 HDAC1 <0,0001 | 0,61
TNFRSF11B. 1 | TNFRSF11B <0,0001 | 0,63 HAVCR1.1 HAVCR1 0,0001 0,73
TNFRSF10D. 1 [ TNFRSF10D <0,0001 | 0,57 HADH.1 HADH <0,0001 | 0,62
DR5.2 TNFRSF10B <0,0001 | 0,64 GSTT1.3 GSTT1 0,0112 0,82
TNFAIP6.1 TNFAIP6 0,0001 0,74 GSTp.3 GSTP1 <0,0001 | 0,64
TNF.1 TNF 0,0138 0,80 GSTM3.2 GSTM3 <0,0001 | 0,57
TMEM47.1 TMEM47 <0,0001 | 0,41 GSTM1.1 GSTM1 <0,0001 | 0,55
TMEM27.1 TMEM27 <0,0001 | 0,53 GRB7.2 GRB7 <0,0001 | 0,66
TLR3.1 TLR3 <0,0001 | 0,68 GRB14.1 GRB14 0,0123 0,81
TIMP3.3 TIMP3 <0,0001 | 0,39 GPX3.1 GPX3 0,0120 0,82
TIMP2.1 TIMP2 <0,0001 | 0,68 GNAS.1 GNAS 0,0003 0,74
THBS1.1 THBS1 <0,0001 | 0,65 GJA1.1 GJA1 0,0034 0,79
TGFBR2.3 TGFBR2 <0,0001 | 0,41 GFRA1.1 GFRA1 0,0164 0,82
TGFBR1.1 TGFBR1 <0,0001 | 0,59 GCLM.2 GCLM 0,0056 0,80
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(continuacion)

Tabla 4b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a estadio tumoral inferior (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Estadio Gen Simbolo Estadio
oficial 3 frente a 1 oficial 3 frente a1

Valor p OR Valor p OR
TGFB2.2 TGFB2 <0,0001 | 0,50 GCLC.3 GCLC <0,0001 | 0,49
TGFb1.1 TGFB1 <0,0001 | 0,67 GBP2.2 GBP2 0,0388 0,84
TGFA.2 TGFA <0,0001 | 0,63 GATM.1 GATM <0,0001 | 0,59
TEK.1 TEK <0,0001 | 0,34 GATA3.3 GATA3 0,0002 0,72
TCF4.1 TCF4 <0,0001 | 0,47 FOS.1 FOS <0,0001 | 0,65
TAP1.1 TAP1 0,0017 0,77 FOLR1.1 FOLR1 <0,0001 | 0,65
TAGLN.1 TAGLN 0,0001 0,72 FLT4.1 FLT4 <0,0001 | 0,37
TACSTD2.1 TACSTD2 <0,0001 | 0,58 FLT3LG.1 FLT3LG <0,0001 | 0,61
SUCLG11 SUCLG1 <0,0001 | 0,56 FLT1.1 FLT1 <0,0001 | 0,40
STK11.1 STK11 <0,0001 | 0,58 FILIP1.1 FILIP1 <0,0001 | 0,47
STAT5B.2 STAT5B <0,0001 | 0,50 FIGF.1 FIGF <0,0001 | 0,53
STAT5A.1 STAT5A <0,0001 | 0,60 FHL1.1 FHLA1 <0,0001 | 0,52
STAT3.1 STAT3 0,0001 0,72 FHIT.1 FHIT <0,0001 | 0,54
STAT1.3 STAT1 0,0344 0,84 FH.1 FH <0,0001 | 0,67
SPRY1.1 SPRY1 <0,0001 | 0,57 |1-'C15FR2 isoforma |FGFR2 <0,0001 | 0,62
SPAST.1 SPAST 0,0142 0,82 FGFR1.3 FGFR1 <0,0001 | 0,63
SPARCLA1.1 SPARCLA1 <0,0001 | 0,59 FGF2.2 FGF2 <0,0001 | 0,58
SPARC.1 SPARC <0,0001 | 0,69 FGF1.1 FGF1 <0,0001 | 0,66
SOD1.1 SOD1 0,0245 0,83 FDPS.1 FDPS <0,0001 | 0,47
SNRK.1 SNRK <0,0001 | 0,35 FBXW?7.1 FBXW7 <0,0001 | 0,66
SNAI1.1 SNAI1 <0,0001 | 0,70 fas.1 FAS <0,0001 | 0,66
MADH4.1 SMAD4 <0,0001 | 0,47 ESRRG.3 ESRRG 0,0001 0,72
MADH2.1 SMAD2 <0,0001 | 0,50 ERG.1 ERG <0,0001 | 0,44
SLC9A1.1 SLC9A1 0,0207 0,82 ERCC1.2 ERCCA1 <0,0001 | 0,60
SLC34A1.1 SLC34A1 <0,0001 | 0,63 ERBB4.3 ERBB4 0,0018 0,74
SLC22A6.1 SLC22A6 0,0010 0,76 ErbB3.1 ERBB3 0,0031 0,79
SKIL.1 SKIL <0,0001 | 0,64 HER2.3 ERBB2 <0,0001 | 0,53
PTPNS1.1 SIRPA 0,0075 0,81 EPHBA4.1 EPHB4 <0,0001 | 0,51
SHANKS.1 SHANKS3 <0,0001 | 0,37 EPHA2.1 EPHA2 <0,0001 | 0,40
SGK.1 SGK1 <0,0001 | 0,55 EPAS1.1 EPAS1 <0,0001 | 0,38
FRP1.3 SFRP1 0,0156 0,82 ENPP2.1 ENPP2 0,0001 0,72
SEMAGSF.3 SEMAS3F <0,0001 | 0,50 ENPEP.1 ENPEP <0,0001 | 0,65
SELPLG.1 SELPLG 0,0022 0,78 CD105.1 ENG <0,0001 | 0,38
SELENBP1.1 SELENBP1 0,0003 0,75 EMP1.1 EMP1 <0,0001 | 0,64
SDPR.1 SDPR <0,0001 | 0,42 EMCN.1 EMCN <0,0001 | 0,27
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Tabla 4b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a estadio tumoral inferior (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Estadio Gen Simbolo Estadio
oficial 3 frente a 1 oficial 3 frente a1

Valor p OR Valor p OR
SDHA.1 SDHA <0,0001 | 0,65 ELTD1.1 ELTD1 <0,0001 | 0,67
SCNN1A.2 SCNN1A 0,0024 0,77 EIF2C1.1 EIF2C1 <0,0001 | 0,51
SCN4B.1 SCN4B <0,0001 | 0,50 EGR1.1 EGR1 <0,0001 | 0,59
S100A2.1 S100A2 0,0008 0,75 EGLNS3.1 EGLN3 0,0002 0,75
KIAA1303 RPTOR <0,0001 | 0,60 EGFR.2 EGFR 0,0072 0,81
raptor.1
RPS6KB1.3 RPS6KB1 <0,0001 | 0,60 EGF.3 EGF 0,0051 0,77
RPS6KAL.1 RPS6KA1 0,0002 0,71 EFNB2.1 EFNB2 <0,0001 | 0,45
RPS23.1 RPS23 0,0002 0,73 EFNB1.2 EFNB1 <0,0001 | 0,55
ROCK2.1 ROCK2 <0,0001 | 0,52 EEF1A1.1 EEF1A1 <0,0001 | 0,55
ROCK1.1 ROCK1 <0,0001 | 0,37 EDNRB.1 EDNRB <0,0001 | 0,44
RIPK1.1 RIPK1 <0,0001 | 0,55 EDN2.1 EDN2 0,0012 0,74
rhoC.1 RHOC <0,0001 | 0,66 EDN1 EDN1 <0,0001 | 0,53

endotelina.1
RhoB.1 RHOB <0,0001 | 0,57 EBAG9.1 EBAG9 0,0240 0,83
ARHA 1 RHOA <0,0001 | 0,50 DUSP1.1 DUSP1 0,0130 0,82
RHEB.2 RHEB <0,0001 | 0,61 DPYS.1 DPYS 0,0355 0,85
RGS5.1 RGS5 <0,0001 | 0,37 DPEP1.1 DPEP1 <0,0001 | 0,66
FLJ22655.1 RERGL <0,0001 | 0,33 DLL4.1 DLL4 <0,0001 | 0,66
RB1.1 RB1 <0,0001 | 0,61 DLC1.1 DLC1 <0,0001 | 0,42
RASSF1.1 RASSF1 0,0002 0,75 DKFZP564008 |DKFZP5640 <0,0001 | 0,51
231 0823

RARB.2 RARB <0,0001 | 0,37 DICER1.2 DICER1 <0,0001 | 0,50
RALBP1.1 RALBP1 <0,0001 | 0,43 DIAPH1.1 DIAPH1 0,0219 0,83
RAF1.3 RAF1 <0,0001 | 0,59 DIABLO.1 DIABLO 0,0022 0,78
RAC1.3 RAC1 0,0356 0,84 DHPS.3 DHPS <0,0001 | 0,55
PTPRG.1 PTPRG <0,0001 | 0,35 DET1.1 DET1 0,0005 0,74
PTPRB.1 PTPRB <0,0001 | 0,31 DEFB1.1 DEFB1 0,0002 0,73
PTN.1 PTN <0,0001 | 0,56 DDC.1 DDC <0,0001 | 0,72
PTK2.1 PTK2 <0,0001 | 0,45 DAPK1.3 DAPK1 <0,0001 | 0,42
PTHR1.1 PTH1R <0,0001 | 0,45 CYR®61.1 CYR®61 <0,0001 | 0,59
PTEN.2 PTEN <0,0001 | 0,51 CXCL12.1 CXCL12 <0,0001 | 0,62
PSMB9.1 PSMB9 0,0139 0,82 CX3CR1.1 CX3CR1 <0,0001 | 0,46
PSMBS8.1 PSMB8 0,0243 0,83 CX3CL1.1 CX3CL1 <0,0001 | 0,47
PSMA7.1 PSMA7 0,0101 0,81 CUL1.1 CUL1 <0,0001 | 0,64
PRSS8.1 PRSS8 0,0025 0,78 CUBN.1 CUBN <0,0001 | 0,55
PRPS2.1 PRPS2 0,0190 0,82 CTSS 1 CTSS 0,0007 0,76
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Tabla 4b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a estadio tumoral inferior (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Estadio Gen Simbolo Estadio
oficial 3 frente a 1 oficial 3 frente a1

Valor p OR Valor p OR
PRKCH.1 PRKCH <0,0001 | 0,48 CTSH.2 CTSH <0,0001 | 0,64
PRKCD.2 PRKCD 0,0001 0,72 B-Catenina.3 CTNNB1 <0,0001 | 0,54
PPP2CA.1 PPP2CA <0,0001 | 0,58 A-Catenina.2 CTNNA1 <0,0001 | 0,65
PPARG.3 PPARG <0,0001 | 0,40 CTGF 1 CTGF <0,0001 | 0,71
PPAP2B.1 PPAP2B <0,0001 | 0,31 CSF2RA.2 CSF2RA 0,0037 0,78
PLG.1 PLG <0,0001 | 0,53 CSF1R.2 CSF1R <0,0001 | 0,67
PLAT.1 PLAT <0,0001 | 0,54 CSF1.1 CSF1 <0,0001 | 0,65
PLA2G4C.1 PLA2G4C <0,0001 | 0,65 CRADD.1 CRADD 0,0032 0,79
PIK3CA.1 PIK3CA <0,0001 | 0,53 COL4A2.1 COL4A2 <0,0001 | 0,65
PI3K.2 PIK3C2B <0,0001 | 0,40 COL4A1.1 COL4A1 0,0067 0,80
PFKP.1 PFKP 0,0124 0,82 COL18A1.1 COL18A1 0,0001 0,72
CD31.3 PECAM1 <0,0001 | 0,42 CLU.3 CLU 0,0004 0,75
PDZK3.1 PDZK3 0,0003 0,72 CLDN10.1 CLDN10 <0,0001 | 0,65
PDZK1.1 PDZK1 <0,0001 | 0,58 CLCNKB.1 CLCNKB <0,0001 | 0,52
PDGFRb.3 PDGFRB <0,0001 | 0,62 CFLAR1 CFLAR <0,0001 | 0,60
PDGFD.2 PDGFD <0,0001 | 0,43 CEACAM1.1 CEACAM1 <0,0001 | 0,55
PDGFC.3 PDGFC <0,0001 | 0,51 p21.3 CDKN1A 0,0002 0,73
PDGFB.3 PDGFB <0,0001 | 0,40 CDH6.1 CDH6 <0,0001 | 0,72
PDGFA.3 PDGFA <0,0001 | 0,57 CDH5.1 CDH5 <0,0001 | 0,44
PCK1.1 PCK1 <0,0001 | 0,60 CDH2.1 CDH2 0,0392 0,85
PCCA.1 PCCA <0,0001 | 0,58 CDH16.1 CDH16 <0,0001 | 0,70
PARDGA.1 PARDGA 0,0042 0,79 CDH13.1 CDH13 <0,0001 | 0,53
Pak1.2 PAK1 <0,0001 | 0,69 CDC25B.1 CDC25B 0,0037 0,79
PAH.1 PAH 0,0309 0,84 CD4.1 CD4 <0,0001 | 0,72
0GG1.1 OGG1 0,0024 0,78 CD36.1 CD36 <0,0001 | 0,51
BFGF.3 NUDT6 <0,0001 | 0,46 CD34.1 CD34 <0,0001 | 0,48
NPR1.1 NPR1 <0,0001 | 0,58 CD24.1 CD24 0,0206 0,83
NPM1.2 NPM1 <0,0001 | 0,65 CD14.1 CD14 0,0152 0,82
NOTCH3.1 NOTCH3 <0,0001 | 0,58 CCND1.3 CCND1 <0,0001 | 0,51
NOTCH2.1 NOTCH2 <0,0001 | 0,64 CCL4.2 CCL4 0,0017 0,77
NOTCH1.1 NOTCH1 <0,0001 | 0,44 MCP1.1 CCL2 <0,0001 | 0,66
NOS3.1 NOS3 <0,0001 | 0,44 CAT.1 CAT <0,0001 | 0,53
NOS2A.3 NOS2 <0,0001 | 0,49 CASP10.1 CASP10 0,0001 0,72
NOL3.1 NOL3 0,0003 0,76 CALD1.2 CALD1 <0,0001 | 0,55
NFX1.1 NFX1 <0,0001 | 0,50 CACNA2D1.1 CACNA2D1 0,0352 0,84
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Tabla 4b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a estadio tumoral inferior (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Estadio Gen Simbolo Estadio
oficial 3 frente a 1 oficial 3 frente a1

Valor p OR Valor p OR
NFKBp50.3 NFKB1 <0,0001 | 0,59 CA9.3 CA9 0,0299 0,84
NFATC2.1 NFATC2 <0,0001 | 0,64 CA2.1 CA2 <0,0001 | 0,58
NFAT5.1 NFAT5 <0,0001 | 0,65 C3AR1.1 C3AR1 0,0010 0,77
MYRIP.2 MYRIP 0,0004 0,72 ECRG4.1 C2o0rf40 <0,0001 | 0,47
MYH11.1 MYH11 <0,0001 | 0,50 C1QA.1 C1QA 0,0119 0,82
cMYC.3 MYC <0,0001 | 0,70 C130rf15.1 C130rf15 <0,0001 | 0,37
MX1.1 MX1 0,0103 0,81 BUB3.1 BUB3 <0,0001 | 0,67
MVP.1 MVP 0,0002 0,74 BTRC.1 BTRC <0,0001 | 0,65
MUC1.2 MUCA1 0,0005 0,75 CIAP1.2 BIRC2 <0,0001 | 0,64
FRAP1.1 MTOR <0,0001 | 0,61 BIN1.3 BIN1 0,0001 0,73
MSH3.2 MSH3 <0,0001 | 0,60 BGN.1 BGN <0,0001 | 0,63
MSH2.3 MSH2 <0,0001 | 0,53 Bclx.2 BCL2L1 <0,0001 | 0,58
STMY3.3 MMP11 0,0034 0,79 Bcl2.2 BCL2 <0,0001 | 0,37
GBL.1 MLST8 0,0011 0,77 Bax.1 BAX 0,0035 0,78
MIF.2 MIF 0,0008 0,76 Bak.2 BAK1 0,0215 0,83
MICA.1 MICA <0,0001 | 0,70 BAG1.2 BAG1 <0,0001 | 0,40
MGMT.1 MGMT <0,0001 | 0,60 ATP6V1B1.1 ATP6V1B1 <0,0001 | 0,54
MCM3.3 MCM3 <0,0001 | 0,68 ATP1A1.1 ATP1A1 0,0037 0,78
MCAM.1 MCAM <0,0001 | 0,52 ASS1.1 ASS1 <0,0001 | 0,60
MARCKS.1 MARCKS 0,0001 0,73 ARRB1.1 ARRB1 <0,0001 | 0,45
ERK1.3 MAPK3 <0,0001 | 0,48 ARHGDIB.1 ARHGDIB <0,0001 | 0,50
ERK2.3 MAPK1 0,0221 0,83 AQP1.1 AQP1 <0,0001 | 0,40
MAP4.1 MAP4 <0,0001 | 0,63 APOLD1.1 APOLD1 <0,0001 | 0,54
MAP2K3.1 MAP2K3 <0,0001 | 0,59 APC 4 APC <0,0001 | 0,57
MAP2K1.1 MAP2K1 0,0002 0,74 ANXA4.1 ANXA4 0,0003 0,74
MAL2.1 MAL2 <0,0001 | 0,64 ANXA1.2 ANXA1 0,0001 0,73
MAL.1 MAL <0,0001 | 0,49 ANTXR1.1 ANTXR1 0,0051 0,80
LYZ.1 LYz 0,0318 0,84 ANGPTL4.1 ANGPTL4 0,0041 0,80
LTF.1 LTF 0,0131 0,80 ANGPTL3.3 ANGPTL3 0,0258 0,82
LRP2.1 LRP2 <0,0001 | 0,63 ANGPTL2.1 ANGPTL2 0,0015 0,77
LMO2.1 LMO2 <0,0001 | 0,56 ANGPT2.1 ANGPT2 <0,0001 | 0,72
LDB2.1 LDB2 <0,0001 | 0,41 ANGPT1.1 ANGPT1 <0,0001 | 0,45
LDB1.2 LDB1 <0,0001 | 0,54 ALDOB.1 ALDOB <0,0001 | 0,60
LAMA4 .1 LAMA4 0,0004 0,75 ALDH6A1.1 ALDH6A1 <0,0001 | 0,55
KRT7.1 KRT7 <0,0001 | 0,60 ALDH4.2 ALDH4A1 0,0124 0,82
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Tabla 4b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a estadio tumoral inferior (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Estadio Gen Simbolo Estadio
oficial 3 frente a 1 oficial 3 frente a1

Valor p OR Valor p OR
K-ras.10 KRAS <0,0001 | 0,68 AKT3.2 AKT3 <0,0001 | 0,43
KL.1 KL <0,0001 | 0,49 AKT2.3 AKT2 <0,0001 | 0,64
Kiting.4 KITLG <0,0001 | 0,43 AKT1.3 AKT1 <0,0001 | 0,58
c-kit.2 KIT <0,0001 | 0,60 AlIF1.1 AlF1 0,0002 0,74
KDR.6 KDR <0,0001 | 0,36 AHR.1 AHR <0,0001 | 0,59
KCNJ15.1 KCNJ15 <0,0001 | 0,54 AGTR1.1 AGTR1 <0,0001 | 0,36
HTATIP.1 KAT5 <0,0001 | 0,40 ADH1B.1 ADH1B 0,0015 0,77
G-Catenina.1 JUP <0,0001 | 0,42 ADD1.1 ADD1 <0,0001 | 0,40
AP-1 (JUN JUN 0,0001 0,73 ADAMTS5.1 ADAMTS5 0,0006 0,73
oficial).2
JAG1.1 JAG1 <0,0001 | 0,42 ADAM17.1 ADAM17 <0,0001 | 0,72
ITGB5.1 ITGB5 0,0115 0,81 ACE2.1 ACE2 <0,0001 | 0,61
ITGB1.1 ITGB1 <0,0001 | 0,64 ACADSB.1 ACADSB <0,0001 | 0,54
ITGA7.1 ITGA7 <0,0001 | 0,54 BCRP.1 ABCG2 <0,0001 | 0,41
ITGA6.2 ITGA6 <0,0001 | 0,51 MRP4.2 ABCC4 <0,0001 | 0,65
ITGAS5.1 ITGAS 0,0325 0,84 MRP3.1 ABCC3 0,0005 0,76
ITGA4.2 ITGA4 <0,0001 | 0,54 MRP1.1 ABCC1 0,0017 0,78
ITGA3.2 ITGA3 <0,0001 | 0,61 ABCB1.5 ABCB1 0,0003 0,75
IQGAP2.1 IQGAP2 <0,0001 | 0,63 NPDO009 (ABAT [ABAT <0,0001 | 0,70

oficial).3

INSR.1 INSR <0,0001 | 0,59 AAMP.1 AAMP 0,0292 0,84
IMP3.1 IMP3 <0,0001 | 0,54 A2M.1 A2M <0,0001 | 0,36

Tabla 5a: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral superior (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
WT1.1 WT1 <0,0001 | 1,39 HPD.1 HPD 0,0054 | 1,20
VTN.1 VTN 0,0359 | 1,16 HIST1H1D.1 |HIST1H1D 0,0248 | 1,16
VDR.2 VDR 0,0001 1,29 HGD.1 HGD <0,0001 | 1,41
UBE2T.1 UBE2T <0,0001 | 1,81 GZMA.1 GZMA 0,0006 | 1,26
TP.3 TYMP <0,0001 | 1,35 GPX2.2 GPX2 0,0182 | 1,18
C20 orf1.1 TPX2 <0,0001 | 2,14 GPX1.2 GPX1 0,0008 | 1,25
TOP2A 4 TOP2A <0,0001 | 2,07 FCGR3A.1 FCGR3A 0,0003 | 1,27
TNFSF13B.1 TNFSF13B 0,0062 | 1,20 fasl.2 FASLG 0,0045 | 1,21
TK1.2 TK1 <0,0001 | 1,66 FABP1.1 FABP1 <0,0001 | 1,32
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Tabla 5a: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral superior (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
TGFBI.1 TGFBI 0,0452 | 1,14 F2.1 F2 <0,0001 | 1,77
STAT1.3 STAT1 <0,0001 | 1,31 ESPL1.3 ESPL1 <0,0001 | 1,60
SQSTM1.1 SQSTM1 0,0003 | 1,27 E2F1.3 E2F1 <0,0001 | 1,36
SPN, osteopontina. | SPP1 0,0002 | 1,29 CXCR®6.1 CXCR6 <0,0001 | 1,50
SLC7A5.2 SLC7A5 0,0002 | 1,28 BLR1.1 CXCR5 0,0338 | 1,15
SLC16A3.1 SLC16A3 0,0052 | 1,21 CXCL9.1 CXCL9 0,0001 1,29
SLC13A3.1 SLC13A3 0,0003 | 1,27 CXCL10.1 CXCL10 0,0078 | 1,19
SFN.1 SFN 0,0066 | 1,20 GRO1.2 CXCL1 <0,0001 | 1,39
SEMA3C.1 SEMA3C <0,0001 | 1,32 CTSD.2 CTSD 0,0183 | 1,17
SAA2.2 SAA2 <0,0001 | 2,13 CTSB.1 CTSB 0,0006 | 1,26
S100A1.1 S100A1 <0,0001 | 1,40 CRP.1 CRP 0,0342 | 1,15
RRM2.1 RRM2 <0,0001 | 1,71 CP.1 CP <0,0001 | 1,37
RPLP1.1 RPLP1 0,0007 | 1,25 Chk2.3 CHEK2 <0,0001 | 1,37
RAD51.1 RADS51 <0,0001 | 1,53 Chk1.2 CHEK1 <0,0001 | 1,37
PTTG1.2 PTTG1 <0,0001 | 1,89 CENPF .1 CENPF <0,0001 | 1,78
PSMB9.1 PSMB9 0,0010 | 1,25 CD8A.1 CD8A <0,0001 | 1,35
PSMBS.1 PSMB8 0,0181 1,17 CD82.3 CD82 <0,0001 | 1,50
PRKCB1.1 PRKCB 0,0218 | 1,16 TNFSF7.1 CD70 <0,0001 | 1,43
PDCD1.1 PDCD1 <0,0001 | 1,43 CCNE1.1 CCNE1 0,0002 | 1,29
PCSK6.1 PCSK6 0,0009 | 1,25 CCNB1.2 CCNB1 <0,0001 | 1,75
PCNA.2 PCNA 0,0041 1,21 CCL5.2 CCL5 <0,0001 | 1,63
NME2.1 NME2 0,0106 | 1,19 CCL20.1 CCL20 0,0082 | 1,19
MYBL2.1 MYBL2 <0,0001 | 1,70 CAV2.1 CAV2 0,0210 | 1,17
MMP9.1 MMP9 <0,0001 | 1,46 CA121 CA12 <0,0001 | 1,41
MMP14.1 MMP14 0,0003 | 1,28 C3.1 C3 <0,0001 | 1,34
Ki-67.2 MKI67 <0,0001 | 1,70 C1QB.1 C1QB 0,0201 1,17
mGST1.2 MGST1 <0,0001 | 2,13 BUB1.1 BUB1 <0,0001 | 2,16
cMet.2 MET <0,0001 | 1,57 BRCA1.2 BRCA1 0,0004 | 1,26
MDK.1 MDK <0,0001 | 1,55 SURV.2 BIRC5 <0,0001 | 1,93
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Tabla 5a: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral superior (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
MDH2.1 MDH2 <0,0001 | 1,35 clAP2.2 BIRC3 <0,0001 | 1,44
MCM2.2 MCM2 <0,0001 | 1,33 STK15.2 AURKA <0,0001 | 1,38
LOX.1 LOX <0,0001 | 1,35 ATP5E.1 ATP5E <0,0001 | 1,45
LMNB1.1 LMNB1 <0,0001 | 1,76 APOL1.1 APOLA1 <0,0001 | 1,47
LIMK1.1 LIMK1 <0,0001 | 1,43 APOE 1 APOE <0,0001 | 1,40
LAPTM5.1 LAPTM5 0,0044 | 1,21 APOC1.3 APOC1 <0,0001 | 1,42
LAMB3.1 LAMB3 <0,0001 | 1,49 ANXA2.2 ANXA2 0,0020 | 1,23
L1CAM.1 L1CAM 0,0338 | 1,15 ANGPTL3.3 |ANGPTL3 <0,0001 | 1,32
KLRK1.2 KLRK1 0,0412 | 1,15 AMACR1.1 AMACR 0,0382 | 1,15
CD18.2 ITGB2 0,0069 | 1,21 ALOX5.1 ALOX5 0,0001 1,29
IL-8.1 IL8 0,0088 | 1,19 ALDH4.2 ALDH4A1 0,0002 | 1,28
IL6.3 IL6 0,0091 1,19 ADAMS.1 ADAMS8 0,0006 | 1,26
ICAM1.1 ICAM1 0,0014 | 1,24 MRP2.3 ABCC2 <0,0001 | 1,97
HSPAS.1 HSPA8 <0,0001 | 1,39

Tabla 5b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral inferior (valor p <

0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
ZHX2.1 ZHX2 0,0061 0,83 ITGA4.2 ITGA4 <0,0001 | 0,75
YB-1.2 YBX1 <0,0001 | 0,62 ITGA3.2 ITGA3 0,0128 0,85
XPNPEP2.2 XPNPEP2 0,0040 0,82 IQGAP2.1 IQGAP2 <0,0001 | 0,68
XIAP.1 XIAP <0,0001 | 0,64 INSR.1 INSR <0,0001 | 0,46
WISP1.1 WISP1 <0,0001 | 0,58 INHBA.1 INHBA 0,0049 0,83
VWEF 1 VWF <0,0001 | 0,34 IMP3.1 IMP3 <0,0001 | 0,67
VHL.1 VHL 0,0088 0,84 IL6ST.3 IL6ST <0,0001 | 0,43
VEGF.1 VEGFA <0,0001 | 0,48 IL1B.1 IL1B 0,0102 0,84
VCAN.1 VCAN 0,0023 0,82 IL15.1 IL15 0,0001 0,76
VCAM1.1 VCAM1 0,0049 0,83 IL10.3 IL10 0,0239 0,86
USP34.1 USP34 <0,0001 | 0,62 IGFBP6.1 IGFBP6 <0,0001 | 0,75
UMOD.1 UMOD <0,0001 | 0,69 IGFBP5.1 IGFBP5 <0,0001 | 0,74
UGCG.1 UGCG <0,0001 | 0,58 IGFBP2.1 IGFBP2 <0,0001 | 0,76
UBB.1 uBB <0,0001 | 0,62 IGF2.2 IGF2 <0,0001 | 0,69
UBE1C.1 UBA3 <0,0001 | 0,67 IGF1R.3 IGF1R <0,0001 | 0,43
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Tabla 5b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral inferior (valor p

0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
tusc4.2 TUSC4 <0,0001 | 0,61 ID3.1 ID3 <0,0001 | 0,48
TUSC2.1 TUSC2 0,0481 0,88 ID2.4 ID2 <0,0001 | 0,64
TSPAN7.2 TSPAN7 <0,0001 | 0,29 ID1.1 ID1 <0,0001 | 0,37
TSC2.1 TSC2 <0,0001 | 0,60 ICAM2.1 ICAM2 <0,0001 | 0,42
TSC1.1 TSC1 <0,0001 | 0,52 HYAL2.1 HYAL2 <0,0001 | 0,32
P53.2 TP53 <0,0001 | 0,66 HYAL1.1 HYALA1 <0,0001 | 0,52
TOP2B.2 TOP2B <0,0001 | 0,68 HSPG2.1 HSPG2 <0,0001 | 0,33
TNIP2.1 TNIP2 0,0001 0,76 HSPA1A1 HSPA1A 0,0022 0,81
TNFSF12.1 TNFSF12 <0,0001 | 0,54 HSP90AB1.1 HSP90AB1 <0,0001 | 0,68
TNFRSF11B. 1 [TNFRSF11B <0,0001 | 0,73 HSD11B2.1 HSD11B2 <0,0001 | 0,43
TNFRSF10D. 1 [ TNFRSF10D <0,0001 | 0,51 HPCAL1.1 HPCAL1 <0,0001 | 0,69
TNFRSF10C. 3 [ TNFRSF10C 0,0003 0,78 HNRPAB.3 HNRNPAB 0,0432 0,87
DR5.2 TNFRSF10B <0,0001 | 0,69 HMGB1.1 HMGBH1 <0,0001 | 0,47
TNFAIP6.1 TNFAIP6 0,0338 0,87 HIF1AN.1 HIF1AN <0,0001 | 0,64
TNFAIP3.1 TNFAIP3 0,0083 0,84 HIF1A.3 HIF1A <0,0001 | 0,55
TNF.1 TNF 0,0392 0,87 HGF 4 HGF 0,0022 0,81
TMEM47.1 TMEM47 <0,0001 | 0,33 HDAC1.1 HDAC1 <0,0001 | 0,48
TMEM27.1 TMEM27 <0,0001 | 0,73 HADH.1 HADH <0,0001 | 0,63
TIMP3.3 TIMP3 <0,0001 | 0,29 GSTp.3 GSTP1 <0,0001 | 0,66
TIMP2.1 TIMP2 <0,0001 | 0,54 GSTM3.2 GSTM3 <0,0001 | 0,53
THBS1.1 THBS1 <0,0001 | 0,58 GSTM1.1 GSTM1 <0,0001 | 0,61
THBD.1 THBD <0,0001 | 0,66 GRB7.2 GRB7 <0,0001 | 0,73
TGFBR2.3 TGFBR2 <0,0001 | 0,32 GRB14.1 GRB14 0,0001 0,76
TGFBR1.1 TGFBR1 <0,0001 | 0,59 GPC3.1 GPC3 0,0012 0,80
TGFB2.2 TGFB2 <0,0001 | 0,54 GNAS.1 GNAS <0,0001 | 0,70
TGFb1.1 TGFB1 <0,0001 | 0,66 GMNN.1 GMNN 0,0006 0,80
TGFA.2 TGFA <0,0001 | 0,68 GJA1.1 GJA1 <0,0001 | 0,66
TEKA1 TEK <0,0001 | 0,34 GCLM.2 GCLM 0,0319 0,87
cripto (TDGF1 | TDGF1 0,0328 0,86 GCLC.3 GCLC <0,0001 | 0,57
oficial).1
TCF4.1 TCF4 <0,0001 | 0,33 GATMA GATM 0,0006 0,79
TAGLN.1 TAGLN <0,0001 | 0,58 GATA3.3 GATA3 0,0029 0,82
TACSTD2.1 TACSTD2 <0,0001 | 0,61 GAS2.1 GAS2 0,0136 0,84
SUCLG1.1 SUCLG1 <0,0001 | 0,76 GADDA45B.1 GADD45B <0,0001 | 0,54
STK11.1 STK11 <0,0001 | 0,53 FST.1 FST 0,0197 0,85
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Tabla 5b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral inferior (valor p

0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
STC2.1 STC2 0,0085 0,84 FOS.1 FOS <0,0001 | 0,44
STATS5B.2 STAT5B <0,0001 | 0,40 FOLR1.1 FOLR1 <0,0001 | 0,75
STAT5A.1 STAT5A <0,0001 | 0,60 FLT4.1 FLT4 <0,0001 | 0,34
STAT3.1 STAT3 <0,0001 | 0,48 FLT3LG.1 FLT3LG <0,0001 | 0,73
SPRY1.1 SPRY1 <0,0001 | 0,40 FLT1.1 FLT1 <0,0001 | 0,29
SPAST.1 SPAST 0,0002 0,78 FILIP1.1 FILIP1 <0,0001 | 0,47
SPARCLA1.1 SPARCLA1 <0,0001 | 0,41 FIGF.1 FIGF <0,0001 | 0,70
SPARC.1 SPARC <0,0001 | 0,50 FHL1.1 FHL1 <0,0001 | 0,54
SNRK:1 SNRK <0,0001 | 0,29 FHIT.1 FHIT <0,0001 | 0,72
SNAI1.1 SNAI1 <0,0001 | 0,54 FH.1 FH 0,0203 0,86
MADH4.1 SMAD4 <0,0001 | 0,39 |1-'C15FR2 isoforma |FGFR2 <0,0001 | 0,62
MADH2.1 SMAD2 <0,0001 | 0,40 FGFR1.3 FGFR1 <0,0001 | 0,48
SLC9A1.1 SLC9A1 <0,0001 | 0,75 FGF2.2 FGF2 <0,0001 | 0,62
SLC34A1.1 SLC34A1 0,0001 0,76 FGF1.1 FGF1 <0,0001 | 0,61
SKIL.1 SKIL <0,0001 | 0,52 FDPS.1 FDPS <0,0001 | 0,52
SHC1.1 SHCA1 0,0063 0,83 FBXW7.1 FBXW7 <0,0001 | 0,57
SHANKS.1 SHANKS3 <0,0001 | 0,27 FAP.1 FAP 0,0440 0,87
SGK.1 SGK1 <0,0001 | 0,60 ESRRG.3 ESRRG 0,0340 0,87
FRP1.3 SFRP1 0,0003 0,78 ERG.1 ERG <0,0001 | 0,36
PAI1.3 SERPINE1 0,0115 0,85 ERCC4.1 ERCC4 0,0337 0,87
SEMAGSF.3 SEMAS3F <0,0001 | 0,45 ERCC1.2 ERCC1 <0,0001 | 0,59
SELENBP1.1 SELENBP1 <0,0001 | 0,63 ERBB4.3 ERBB4 <0,0001 | 0,66
SELE.1 SELE <0,0001 | 0,74 HER2.3 ERBB2 <0,0001 | 0,57
SDPR.1 SDPR <0,0001 | 0,35 EPHB4.1 EPHB4 <0,0001 | 0,43
SDHA.1 SDHA <0,0001 | 0,69 EPHA2.1 EPHA2 <0,0001 | 0,44
SCNN1A.2 SCNN1A 0,0011 0,80 EPAS1.1 EPAS1 <0,0001 | 0,26
SCN4B.1 SCN4B <0,0001 | 0,47 ENPP2.1 ENPP2 <0,0001 | 0,62
S100A2.1 S100A2 <0,0001 | 0,72 ENPEP.1 ENPEP <0,0001 | 0,75
RUNX1.1 RUNX1 0,0001 0,77 ENO2.1 ENO2 0,0449 0,88
RRM1.2 RRM1 0,0438 0,87 CD105.1 ENG <0,0001 | 0,30
KIAA1303 RPTOR <0,0001 | 0,53 EMP1.1 EMP1 <0,0001 | 0,42
raptor.1
RPS6KB1.3 RPS6KB1 <0,0001 | 0,49 EMCN.1 EMCN <0,0001 | 0,31
RPS23.1 RPS23 <0,0001 | 0,59 ELTD1.1 ELTD1 <0,0001 | 0,59
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Tabla 5b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral inferior (valor p

0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
ROCK2.1 ROCK2 <0,0001 | 0,42 EIF2C1.1 EIF2C1 <0,0001 | 0,63
ROCK1.1 ROCK1 <0,0001 | 0,31 EGR1.1 EGR1 <0,0001 | 0,50
RIPK1.1 RIPK1 <0,0001 | 0,50 EGLNS3.1 EGLN3 <0,0001 | 0,69
rhoC.1 RHOC <0,0001 | 0,70 EGF.3 EGF 0,0200 0,85
RhoB.1 RHOB <0,0001 | 0,36 EFNB2.1 EFNB2 <0,0001 | 0,36
ARHA 1 RHOA <0,0001 | 0,34 EFNB1.2 EFNB1 <0,0001 | 0,46
RHEB.2 RHEB <0,0001 | 0,72 EEF1A1.1 EEF1A1 <0,0001 | 0,39
RGS5.1 RGS5 <0,0001 | 0,30 EDNRB.1 EDNRB <0,0001 | 0,33
FLJ22655.1 RERGL <0,0001 | 0,42 EDN2.1 EDN2 <0,0001 | 0,67
NFKBp65.3 RELA <0,0001 | 0,69 EDN1 EDN1 <0,0001 | 0,41

endotelina.1
RB1.1 RB1 <0,0001 | 0,74 EBAG9.1 EBAG9 0,0057 0,83
RASSF1.1 RASSF1 <0,0001 | 0,60 DUSP1.1 DUSP1 <0,0001 | 0,54
RARB.2 RARB <0,0001 | 0,41 DPEP1.1 DPEP1 0,0001 0,76
RALBP1.1 RALBP1 <0,0001 | 0,47 DLL4.1 DLL4 <0,0001 | 0,49
RAF1.3 RAF1 <0,0001 | 0,48 DLC1.1 DLC1 <0,0001 | 0,33
RAC1.3 RAC1 <0,0001 | 0,75 DKFZP564008 |DKFZP5640 <0,0001 | 0,46
231 0823

PXDN.1 PXDN <0,0001 | 0,74 DICER1.2 DICER1 <0,0001 | 0,41
PTPRG.1 PTPRG <0,0001 | 0,29 DIAPH1.1 DIAPH1 0,0022 0,81
PTPRB.1 PTPRB <0,0001 | 0,27 DIABLO.1 DIABLO <0,0001 | 0,73
PTN.1 PTN <0,0001 | 0,58 DHPS.3 DHPS <0,0001 | 0,41
PTK2.1 PTK2 <0,0001 | 0,36 DET1.1 DET1 <0,0001 | 0,63
PTHR1.1 PTH1R <0,0001 | 0,50 DEFB1.1 DEFB1 0,0001 0,77
PTEN.2 PTEN <0,0001 | 0,40 DAPK1.3 DAPK1 <0,0001 | 0,48
PSMA7.1 PSMA7 0,0002 0,78 DAG1.1 DAG1 0,0150 0,85
PRPS2.1 PRPS2 0,0012 0,80 CYR61.1 CYR61 <0,0001 | 0,49
PROM2.1 PROM2 0,0326 0,87 CXCL12.1 CXCL12 <0,0001 | 0,64
PRKCH.1 PRKCH <0,0001 | 0,45 CX3CR1.1 CX3CR1 0,0008 0,80
PRKCD.2 PRKCD <0,0001 | 0,76 CX3CL1.1 CX3CL1 <0,0001 | 0,55
PPP2CA.1 PPP2CA <0,0001 | 0,68 CUL1.1 CUL1 <0,0001 | 0,62
PPARG.3 PPARG <0,0001 | 0,42 CUBN.1 CUBN 0,0081 0,84
PPAP2B.1 PPAP2B <0,0001 | 0,32 CTSL.2 CTSL1 0,0328 0,87
PMP22.1 PMP22 <0,0001 | 0,61 B-Catenina.3 CTNNB1 <0,0001 | 0,36
PLG.1 PLG <0,0001 | 0,75 A-Catenina.2 CTNNA1 <0,0001 | 0,73
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Tabla 5b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral inferior (valor p

0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
PLAT 1 PLAT <0,0001 | 0,42 CTGF 1 CTGF <0,0001 | 0,61
PLA2GA4C.1 PLA2G4C 0,0002 0,78 CSF1.1 CSF1 <0,0001 | 0,66
PIK3CA.1 PIK3CA <0,0001 | 0,48 CRADD.1 CRADD 0,0151 0,85
PI3K.2 PIK3C2B <0,0001 | 0,53 COL5A2.2 COL5A2 0,0155 0,85
PGF.1 PGF <0,0001 | 0,74 COL4A2.1 COL4A2 <0,0001 | 0,51
PFKP.1 PFKP 0,0008 0,80 COL4A1.1 COL4A1 <0,0001 | 0,59
CD31.3 PECAM1 <0,0001 | 0,32 COL1A2.1 COL1A2 0,0005 0,79
PDZK3.1 PDZK3 <0,0001 | 0,72 COL18A1.1 COL18A1 <0,0001 | 0,53
PDZK1.1 PDZK1 <0,0001 | 0,76 CLDN10.1 CLDN10 0,0351 0,87
PDGFRb.3 PDGFRB <0,0001 | 0,42 CLCNKB.1 CLCNKB <0,0001 | 0,73
PDGFRa.2 PDGFRA 0,0022 0,82 CFLAR1 CFLAR <0,0001 | 0,45
PDGFD.2 PDGFD <0,0001 | 0,39 CEACAM1.1 CEACAM1 <0,0001 | 0,64
PDGFC.3 PDGFC <0,0001 | 0,57 p27.3 CDKN1B <0,0001 | 0,65
PDGFB.3 PDGFB <0,0001 | 0,33 p21.3 CDKN1A <0,0001 | 0,52
PDGFA.3 PDGFA <0,0001 | 0,42 CDK4.1 CDK4 0,0200 0,86
PCK1.1 PCK1 <0,0001 | 0,71 CDH5.1 CDH5 <0,0001 | 0,31
PCCA.1 PCCA <0,0001 | 0,75 CDH16.1 CDH16 0,0005 0,79
PARDGA.1 PARDGA 0,0088 0,84 CDH13.1 CDH13 <0,0001 | 0,40
Pak1.2 PAK1 0,0014 0,81 CD99.1 CD99 0,0001 0,77
PAH.1 PAH 0,0160 0,85 CD44 .1 CD44_1 0,0216 0,86
0GG1.1 OGG1 0,0139 0,85 CD36.1 CD36 <0,0001 | 0,42
BFGF.3 NUDT6 <0,0001 | 0,63 CD34.1 CD34 <0,0001 | 0,39
NPR1.1 NPR1 <0,0001 | 0,42 CD14.1 CD14 0,0021 0,81
NPM1.2 NPM1 <0,0001 | 0,61 CCND1.3 CCND1 <0,0001 | 0,63
NOTCH3.1 NOTCH3 <0,0001 | 0,40 MCP1.1 CCL2 <0,0001 | 0,69
NOTCH2.1 NOTCH2 <0,0001 | 0,58 CAT.1 CAT 0,0014 0,81
NOTCH1.1 NOTCH1 <0,0001 | 0,38 CASP10.1 CASP10 <0,0001 | 0,65
NOS3.1 NOS3 <0,0001 | 0,42 CALD1.2 CALD1 <0,0001 | 0,44
NOS2A.3 NOS2 <0,0001 | 0,56 CACNA2D1.1 CACNA2D1 0,0003 0,78
NOL3.1 NOL3 <0,0001 | 0,61 CA9.3 CA9 0,0269 0,86
NFX1.1 NFX1 <0,0001 | 0,53 CA2.1 CA2 0,0001 0,77
NFKBp50.3 NFKB1 <0,0001 | 0,59 C7.1 Cc7 <0,0001 | 0,71
NFATC2.1 NFATC2 <0,0001 | 0,73 C3AR1.1 C3AR1 0,0032 0,82
NFAT5.1 NFAT5 <0,0001 | 0,58 ECRG4.1 C2orf40 <0,0001 | 0,50
MYRIP.2 MYRIP <0,0001 | 0,63 C130rf15.1 C13o0rf15 <0,0001 | 0,37
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Tabla 5b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral inferior (valor p

0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
MYH11.1 MYH11 <0,0001 | 0,48 BUB3.1 BUB3 <0,0001 | 0,65
cMYC.3 MYC <0,0001 | 0,68 BTRC.1 BTRC <0,0001 | 0,61
MX1.1 MX1 0,0087 0,84 BNIP3.1 BNIP3 0,0018 0,81
MVP.1 MVP 0,0291 0,87 CIAP1.2 BIRC2 <0,0001 | 0,61
MUC1.2 MUCA1 0,0043 0,83 BGN.1 BGN <0,0001 | 0,43
FRAP1.1 MTOR <0,0001 | 0,61 Bclx.2 BCL2L1 <0,0001 | 0,76
MT1X.1 MT1X 0,0276 0,86 Bcl2.2 BCL2 <0,0001 | 0,45
MSH3.2 MSH3 0,0001 0,76 BAG1.2 BAG1 <0,0001 | 0,47
MSH2.3 MSH2 <0,0001 | 0,60 AXL.1 AXL <0,0001 | 0,74
MMP2.2 MMP2 <0,0001 | 0,74 ATP6V1B1.1 ATP6V1B1 <0,0001 | 0,65
STMY3.3 MMP11 <0,0001 | 0,70 ASS1.1 ASS1 <0,0001 | 0,67
MIF.2 MIF 0,0004 0,79 ARRB1.1 ARRB1 <0,0001 | 0,49
MICA.1 MICA <0,0001 | 0,60 ARHGDIB.1 ARHGDIB <0,0001 | 0,50
MGMT.1 MGMT <0,0001 | 0,57 ARF1.1 ARF1 <0,0001 | 0,69
MCM3.3 MCM3 <0,0001 | 0,73 AREG.2 AREG 0,0007 0,80
MCAM.1 MCAM <0,0001 | 0,42 AQP1.1 AQP1 <0,0001 | 0,49
MARCKS.1 MARCKS <0,0001 | 0,63 APOLD1.1 APOLD1 <0,0001 | 0,40
ERK1.3 MAPK3 <0,0001 | 0,35 APC 4 APC <0,0001 | 0,62
ERK2.3 MAPK1 <0,0001 | 0,71 APAF1.2 APAF1 <0,0001 | 0,76
MAP4.1 MAP4 <0,0001 | 0,58 ANXA1.2 ANXA1 <0,0001 | 0,65
MAP2K3.1 MAP2K3 <0,0001 | 0,60 ANTXR1.1 ANTXR1 <0,0001 | 0,61
MAP2K1.1 MAP2K1 <0,0001 | 0,62 ANGPTL4.1 ANGPTL4 <0,0001 | 0,75
MAL.1 MAL <0,0001 | 0,63 ANGPTL2.1 ANGPTL2 <0,0001 | 0,60
LRP2.1 LRP2 0,0275 0,86 ANGPT2.1 ANGPT2 <0,0001 | 0,61
LMO2.1 LMO2 <0,0001 | 0,68 ANGPT1.1 ANGPT1 <0,0001 | 0,33
LDB2.1 LDB2 <0,0001 | 0,28 ALDOB.1 ALDOB 0,0348 0,87
LDB1.2 LDB1 <0,0001 | 0,52 ALDH6A1.1 ALDH6A1 <0,0001 | 0,61
LAMB1.1 LAMB1 <0,0001 | 0,73 AKT3.2 AKT3 <0,0001 | 0,30
LAMA4 .1 LAMA4 <0,0001 | 0,55 AKT2.3 AKT2 <0,0001 | 0,65
KRT7.1 KRT7 <0,0001 | 0,61 AKT1.3 AKT1 <0,0001 | 0,50
K-ras.10 KRAS <0,0001 | 0,54 AHR.1 AHR <0,0001 | 0,55
KL.1 KL <0,0001 | 0,62 AGTR1.1 AGTR1 <0,0001 | 0,44
Kiting.4 KITLG <0,0001 | 0,46 ADH1B.1 ADH1B <0,0001 | 0,70
c-kit.2 KIT <0,0001 | 0,48 ADD1.1 ADD1 <0,0001 | 0,40
KDR.6 KDR <0,0001 | 0,33 ADAMTS9.1 ADAMTS9 <0,0001 | 0,64
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Tabla 5b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a grado tumoral inferior (valor p

0,05)
Gen Simbolo Grado CCF Gen Simbolo Grado CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
KCNJ15.1 KCNJ15 <0,0001 | 0,67 ADAMTSS5.1 ADAMTS5 <0,0001 | 0,56
HTATIP.1 KAT5 <0,0001 | 0,33 ADAMTS4.1 ADAMTS4 <0,0001 | 0,66
G-Catenina.1 JUP <0,0001 | 0,39 ADAMTS2.1 ADAMTS2 <0,0001 | 0,69
AP-1 (JUN JUN <0,0001 | 0,54 ADAMTS1.1 ADAMTS1 <0,0001 | 0,51
oficial).2
JAG1.1 JAG1 <0,0001 | 0,28 ADAM17.1 ADAM17 <0,0001 | 0,67
ITGB5.1 ITGB5 <0,0001 | 0,60 ACADSB.1 ACADSB <0,0001 | 0,63
ITGB3.1 ITGB3 <0,0001 | 0,68 BCRP.1 ABCG2 <0,0001 | 0,43
ITGB1.1 ITGB1 <0,0001 | 0,46 MRP4.2 ABCC4 0,0337 0,87
ITGA7.1 ITGA7 <0,0001 | 0,40 AAMP.1 AAMP <0,0001 | 0,71
ITGAB.2 ITGA6 <0,0001 | 0,51 A2M.1 A2M <0,0001 | 0,29
ITGAS5.1 ITGAS <0,0001 | 0,62

Tabla 6a: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la presencia de necrosis (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Necrosis CCF Gen Simbolo Necrosis CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
WT1.1 WT1 <0,0001 1,57 KRT19.3 KRT19 0,0001 1,43
VTN.1 VTN <0,0001 1,38 ITGB4.2 ITGB4 0,0492 1,19
VDR.2 VDR 0,0013 1,34 1SG20.1 ISG20 0,0006 1,38
UBE2T 1 UBE2T <0,0001 2,08 IL-8.1 IL8 <0,0001 2,40
TP.3 TYMP 0,0008 1,37 IL6.3 IL6 <0,0001 2,02
TSPANS.1 TSPANS 0,0016 1,29 ICAM1.1 ICAMA1 <0,0001 1,75
C20 orf1.1 TPX2 <0,0001 2,64 HSPAS8.1 HSPA8 0,0004 1,38
TOP2A 4 TOP2A <0,0001 2,02 HIST1H1D.1 HIST1H1D 0,0017 1,33
TNFSF13B.1 TNFSF13B 0,0002 1,38 GPX1.2 GPX1 <0,0001 1,46
TK1.2 TK1 <0,0001 1,71 FzD2.2 FzD2 0,0031 1,27
TIMP1.1 TIMP1 0,0076 1,27 FN1.1 FN1 <0,0001 1,45
TGFBIA1 TGFBI <0,0001 1,69 FCGR3A.1 FCGR3A 0,0001 1,43
OPN, SPP1 <0,0001 1,81 FCER1G.2 FCER1G <0,0001 1,50
osteopontina .3
SPHK1.1 SPHK1 <0,0001 1,44 FAP.1 FAP 0,0395 1,20
SLC7A5.2 SLC7A5 <0,0001 2,12 F3.1 F3 <0,0001 1,62
SLC2A1.1 SLC2A1 <0,0001 1,46 F2.1 F2 <0,0001 1,76
SLC16A3.1 SLC16A3 0,0001 1,48 ESPL1.3 ESPL1 0,0008 1,33
SLC13A3.1 SLC13A3 0,0019 1,29 EPHB2.1 EPHB2 0,0037 1,28
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Tabla 6a: Genes proxy para los que la expresiéon aumentada esta asociada a la presencia de necrosis (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Necrosis CCF Gen Simbolo Necrosis CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
SHC1.1 SHCA1 0,0156 1,24 EPHB1.3 EPHB1 0,0041 1,25
SFN.1 SFN <0,0001 1,57 EPB41L3.1 EPB41L3 0,0410 1,19
PAI1.3 SERPINE1 0,0164 1,25 ENO2.1 ENO2 0,0001 1,46
SERPINAS.1 SERPINAS 0,0016 1,27 EIFAEBP1.1 EIF4AEBP1 <0,0001 1,60
SEMA3C.1 SEMA3C <0,0001 2,14 E2F1.3 E2F1 <0,0001 1,65
SELL.1 SELL 0,0096 1,26 CXCR®6.1 CXCR6 <0,0001 1,48
SAA2.2 SAA2 <0,0001 2,50 CXCR4.3 CXCR4 0,0118 1,26
RRM2.1 RRM2 <0,0001 1,86 GRO1.2 CXCL1 <0,0001 1,83
RPLP1.1 RPLP1 0,0025 1,32 CTSB.1 CTSB <0,0001 1,70
RND3.1 RND3 0,0002 1,41 CRP.1 CRP 0,0494 1,16
RAD51.1 RAD51 <0,0001 1,51 CP.1 CP <0,0001 1,98
PTTG1.2 PTTG1 <0,0001 2,52 COL7A1.1 COL7A1 <0,0001 1,47
COX2.1 PTGS2 0,0002 1,36 COL1A1.1 COL1A1 0,0059 1,28
PRKCB1.1 PRKCB 0,0188 1,23 Chk2.3 CHEK2 0,0010 1,33
PRKCA.1 PRKCA 0,0339 1,21 Chk1.2 CHEK1 <0,0001 1,49
PLAUR.3 PLAUR <0,0001 1,60 CENPF 1 CENPF <0,0001 2,08
upa.3 PLAU 0,0002 1,41 CD82.3 CD82 <0,0001 2,09
PF4.1 PF4 0,0003 1,34 CD68.2 CD68 0,0163 1,24
PDCD1.1 PDCD1 <0,0001 1,40 CD44s.1 CD44 s <0,0001 1,66
PCSK®6.1 PCSK6 0,0297 1,22 CCNE2.2 CCNE2_2 <0,0001 1,50
PCNA.2 PCNA 0,0025 1,33 CCNE1.1 CCNE1 <0,0001 1,44
NNMT.1 NNMT 0,0206 1,22 CCNB1.2 CCNB1 <0,0001 2,28
NME2.1 NME2 0,0124 1,25 CCL5.2 CCL5 <0,0001 1,45
MYBL2.1 MYBL2 <0,0001 1,90 CCL20.1 CCL20 0,0121 1,24
MT1X.1 MT1X 0,0003 1,39 CAV2.1 CAV2 0,0003 1,35
MMP9.1 MMP9 <0,0001 1,96 CA121 CA12 <0,0001 2,11
MMP7.1 MMP7 <0,0001 1,50 C3.1 C3 <0,0001 1,58
MMP14.1 MMP 14 <0,0001 1,50 C1QB.1 C1QB 0,0032 1,31
Ki-67.2 MKI67 <0,0001 1,96 BUB1.1 BUB1 <0,0001 2,25
mGST1.2 MGST1 <0,0001 1,63 BRCA1.2 BRCA1 0,0006 1,35
cMet.2 MET 0,0357 1,22 SURV.2 BIRC5 <0,0001 2,11
MDK.1 MDK <0,0001 1,78 clAP2.2 BIRC3 <0,0001 1,47
MCM2.2 MCM2 0,0003 1,40 BCL2A1.1 BCL2A1 0,0004 1,34
LRRC2.1 LRRC2 0,0114 1,22 STK15.2 AURKA <0,0001 1,61
LOX1 LOX <0,0001 1,99 PRO2000.3 ATAD2 0,0166 1,24
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LMNB1.1 LMNB1 <0,0001 2,04 APOL1.1 APOL1 <0,0001 1,54
LIMK1.1 LIMK1 <0,0001 2,51 APOC1.3 APOC1 0,0026 1,30
LGALS9.1 LGALS9 0,0136 1,25 ANXA2.2 ANXA2 <0,0001 1,71
LGALS1.1 LGALS1 <0,0001 1,46 ALOX5.1 ALOX5 0,0004 1,38
LAPTMS.1 LAPTMS <0,0001 1,47 ADAMS.1 ADAMS8 <0,0001 1,89
LAMB3.1 LAMB3 <0,0001 1,96 MRP2.3 ABCC2 0,0002 1,39
L1CAM.1 L1CAM <0,0001 1,43

Tabla 6b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la ausencia de necrosis (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Necrosis CCF Gen Simbolo Necrosis CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
YB-1.2 YBX1 0,0010 0,74 IGF2.2 IGF2 0,0117 0,79
XIAP.1 XIAP <0,0001 0,68 IGF1R.3 IGF1R <0,0001 0,38
WWOX.5 WWOX <0,0001 0,63 ID3.1 ID3 <0,0001 0,44
WISP1.1 WISP1 0,0002 0,71 ID2.4 ID2 <0,0001 0,68
VWEF .1 VWF <0,0001 0,35 ID1.1 ID1 <0,0001 0,32
VHL.1 VHL 0,0086 0,78 ICAM2.1 ICAM2 <0,0001 0,47
VEGF.1 VEGFA <0,0001 0,50 HYAL2.1 HYAL2 <0,0001 0,28
VCAM1.1 VCAM1 <0,0001 0,55 HYAL1.1 HYAL1 <0,0001 0,39
USP34.1 USP34 <0,0001 0,64 HSPG2.1 HSPG2 <0,0001 0,33
UMOD.1 UMOD <0,0001 0,36 HSP90AB1.1 HSP90AB1 0,0004 0,73
UGCG.1 UGCG <0,0001 0,54 HSD11B2.1 HSD11B2 <0,0001 0,32
UBB.1 UBB <0,0001 0,48 Hepsina.1 HPN <0,0001 0,59
UBE1C.1 UBA3 <0,0001 0,59 HPCAL1.1 HPCAL1 <0,0001 0,68
TS.1 TYMS <0,0001 0,70 HMGB1.1 HMGBH1 <0,0001 0,42
tusc4.2 TUSC4 <0,0001 0,68 HLA-DPB1.1 HLA-DPB1 0,0002 0,72
TUSC2.1 TUSC2 0,0462 0,83 HIF1AN.1 HIF1AN <0,0001 0,54
TSPAN7.2 TSPAN7 <0,0001 0,25 HDAC1.1 HDAC1 <0,0001 0,55
TSC2.1 TSC2 <0,0001 0,45 HAVCR1.1 HAVCR1 0,0012 0,76
TSC1.1 TSC1 <0,0001 0,45 HADH.1 HADH <0,0001 0,49
P53.2 TP53 <0,0001 0,61 GSTT1.3 GSTT1 0,0067 0,80
TOP2B.2 TOP2B <0,0001 0,69 GSTp.3 GSTP1 <0,0001 0,55
TNFSF12.1 TNFSF12 <0,0001 0,51 GSTM3.2 GSTM3 <0,0001 0,48
TRAILA TNFSF10 <0,0001 0,68 GSTM1.1 GSTM1 <0,0001 0,54
TNFRSF11B. 1 | TNFRSF11B <0,0001 0,59 GRB7.2 GRB7 <0,0001 0,49
TNFRSF10D. 1 | TNFRSF10D <0,0001 0,58 GPX3.1 GPX3 <0,0001 0,59
DR5.2 TNFRSF10B 0,0001 0,71 GPC3.1 GPC3 0,0287 0,81
TNFAIP6.1 TNFAIP6 <0,0001 0,67 GJA1.1 GJAT 0,0004 0,74
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Tabla 6b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la ausencia de necrosis (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Necrosis CCF Gen Simbolo Necrosis CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
TMEM47.1 TMEM47 <0,0001 0,29 GFRA1.1 GFRA1 0,0011 0,74
TMEM27.1 TMEM27 <0,0001 0,40 GCLC.3 GCLC <0,0001 0,50
TLR3.1 TLR3 <0,0001 0,64 GATMA GATM <0,0001 0,45
TIMP3.3 TIMP3 <0,0001 0,23 GATA3.3 GATA3 0,0159 0,79
TIMP2.1 TIMP2 <0,0001 0,52 GADDA45B.1 GADD45B <0,0001 0,67
THBS1.1 THBS1 <0,0001 0,62 FOS.1 FOS <0,0001 0,56
TGFBR2.3 TGFBR2 <0,0001 0,34 FOLR1.1 FOLR1 <0,0001 0,59
TGFBR1.1 TGFBR1 <0,0001 0,63 FLT4.1 FLT4 <0,0001 0,27
TGFB2.2 TGFB2 <0,0001 0,55 FLT3LG.1 FLT3LG <0,0001 0,62
TGFb1.1 TGFB1 0,0036 0,76 FLT1.1 FLT1 <0,0001 0,32
TGFA.2 TGFA <0,0001 0,56 FILIP1.1 FILIP1 <0,0001 0,42
TEKA1 TEK <0,0001 0,23 FIGF.1 FIGF 0,0001 0,62
TCF4.1 TCF4 <0,0001 0,36 FHL1.1 FHLA1 <0,0001 0,36
TAGLN.1 TAGLN <0,0001 0,50 FHIT.1 FHIT <0,0001 0,63
TACSTD2.1 TACSTD2 <0,0001 0,64 FH.1 FH <0,0001 0,65
SUCLG11 SUCLG1 <0,0001 0,50 |1-'C15FR2 isoforma |FGFR2 <0,0001 0,51
STK11.1 STK11 <0,0001 0,48 FGFR1.3 FGFR1 <0,0001 0,55
STATS5B.2 STAT5B <0,0001 0,36 FGF2.2 FGF2 <0,0001 0,61
STAT5A.1 STAT5A <0,0001 0,56 FGF1.1 FGF1 <0,0001 0,49
STAT3.1 STAT3 <0,0001 0,63 FDPS.1 FDPS <0,0001 0,43
SPRY1.1 SPRY1 <0,0001 0,42 FBXW?7.1 FBXW7 <0,0001 0,60
SPAST.1 SPAST 0,0004 0,74 fas.1 FAS 0,0054 0,79
SPARCLA1.1 SPARCLA1 <0,0001 0,48 ESRRG.3 ESRRG <0,0001 0,68
SPARC.1 SPARC <0,0001 0,54 ERG.1 ERG <0,0001 0,34
SOD1.1 SOD1 <0,0001 0,67 ERCC4.1 ERCC4 0,0197 0,81
SNRK.1 SNRK <0,0001 0,25 ERCC1.2 ERCCA1 <0,0001 0,60
SNAI1.1 SNAI1 0,0004 0,71 ERBB4.3 ERBB4 0,0037 0,72
MADH4.1 SMAD4 <0,0001 0,33 ErbB3.1 ERBB3 <0,0001 0,59
MADH2.1 SMAD2 <0,0001 0,40 HER2.3 ERBB2 <0,0001 0,40
SLC34A1.1 SLC34A1 <0,0001 0,47 EPHBA4.1 EPHB4 <0,0001 0,44
SLC22A6.1 SLC22A6 <0,0001 0,52 EPHA2.1 EPHA2 <0,0001 0,36
SKIL.1 SKIL <0,0001 0,59 EPAS1.1 EPAS1 <0,0001 0,29
SHANKS.1 SHANKS3 <0,0001 0,25 ENPP2.1 ENPP2 <0,0001 0,50
SGK.1 SGK1 <0,0001 0,54 ENPEP.1 ENPEP <0,0001 0,56
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Tabla 6b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la ausencia de necrosis (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Necrosis CCF Gen Simbolo Necrosis CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
FRP1.3 SFRP1 0,0053 0,77 CD105.1 ENG <0,0001 0,31
SEMASF.3 SEMAS3F <0,0001 0,43 EMP1.1 EMP1 <0,0001 0,49
SELENBP1.1 SELENBP1 <0,0001 0,62 EMCN.1 EMCN <0,0001 0,23
SDPR.1 SDPR <0,0001 0,28 ELTD1.1 ELTD1 <0,0001 0,59
SDHA.1 SDHA <0,0001 0,47 EIF2C1.1 EIF2C1 <0,0001 0,52
SCNN1A.2 SCNN1A 0,0013 0,73 EGR1.1 EGR1 <0,0001 0,54
SCN4B.1 SCN4B <0,0001 0,35 EGLNS3.1 EGLN3 <0,0001 0,69
S100A2.1 S100A2 0,0355 0,82 EGFR.2 EGFR <0,0001 0,70
KIAA1303 RPTOR <0,0001 0,49 EFNB2.1 EFNB2 <0,0001 0,34
raptor.1
RPS6KB1.3 RPS6KB1 <0,0001 0,55 EFNB1.2 EFNB1 <0,0001 0,41
RPS6KAL.1 RPS6KA1 0,0002 0,68 EEF1A1.1 EEF1A1 <0,0001 0,32
RPS23.1 RPS23 <0,0001 0,47 EDNRB.1 EDNRB <0,0001 0,31
ROCK2.1 ROCK2 <0,0001 0,39 EDN2.1 EDN2 <0,0001 0,51
ROCK1.1 ROCK1 <0,0001 0,35 EDN1 EDN1 <0,0001 0,41

endotelina.1
RIPK1.1 RIPK1 <0,0001 0,45 EBAG9.1 EBAG9 0,0007 0,74
rhoC.1 RHOC 0,0001 0,70 DUSP1.1 DUSP1 <0,0001 0,65
RhoB.1 RHOB <0,0001 0,41 DPYS.1 DPYS <0,0001 0,66
ARHA 1 RHOA <0,0001 0,45 DPEP1.1 DPEP1 <0,0001 0,34
RHEB.2 RHEB 0,0002 0,69 DLL4.1 DLL4 <0,0001 0,49
RGS5.1 RGS5 <0,0001 0,26 DLC1.1 DLC1 <0,0001 0,36
FLJ22655.1 RERGL <0,0001 0,26 DKFZP564008 |DKFZP5640 <0,0001 0,35
231 0823

NFKBp65.3 RELA <0,0001 0,71 DICER1.2 DICER1 <0,0001 0,46
RB1.1 RB1 <0,0001 0,54 DIAPH1.1 DIAPH1 <0,0001 0,63
RASSF1.1 RASSF1 <0,0001 0,63 DIABLO.1 DIABLO 0,0002 0,72
RARB.2 RARB <0,0001 0,28 DHPS.3 DHPS <0,0001 0,46
RALBP1.1 RALBP1 <0,0001 0,52 DET1.1 DET1 <0,0001 0,61
RAF1.3 RAF1 <0,0001 0,58 DEFB1.1 DEFB1 <0,0001 0,69
RAC1.3 RAC1 0,0118 0,80 DDC.1 DDC <0,0001 0,51
PTPRG.1 PTPRG <0,0001 0,27 DCXR.1 DCXR 0,0061 0,78
PTPRB.1 PTPRB <0,0001 0,22 DAPK1.3 DAPK1 <0,0001 0,47
PTN.1 PTN <0,0001 0,41 CYR61.1 CYR®61 <0,0001 0,52
PTK2.1 PTK2 <0,0001 0,33 CYP3A4.2 CYP3A4 0,0398 0,82
PTHR1.1 PTH1R <0,0001 0,32 CYP2C8v2.1 CYP2C8_21 0,0001 0,67
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Tabla 6b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la ausencia de necrosis (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Necrosis CCF Gen Simbolo Necrosis CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
PTEN.2 PTEN <0,0001 0,44 CXCL12.1 CXCL12 <0,0001 0,53
PSMA7.1 PSMA7 0,0173 0,81 CX3CR1.1 CX3CR1 <0,0001 0,60
PRSS8.1 PRSS8 <0,0001 0,62 CX3CL1.1 CX3CL1 <0,0001 0,34
PRKCH.1 PRKCH <0,0001 0,43 CUL1.1 CUL1 <0,0001 0,62
PRKCD.2 PRKCD <0,0001 0,68 CUBN.1 CUBN <0,0001 0,39
PPP2CA.1 PPP2CA <0,0001 0,53 CTSH.2 CTSH 0,0018 0,77
PPARG.3 PPARG <0,0001 0,37 B-Catenina.3 CTNNB1 <0,0001 0,38
PPAP2B.1 PPAP2B <0,0001 0,27 A-Catenina.2 CTNNA1 <0,0001 0,58
PMP22.1 PMP22 0,0155 0,81 CTGF.1 CTGF <0,0001 0,64
PLG.1 PLG <0,0001 0,38 CSF1R.2 CSF1R 0,0308 0,83
PLAT 1 PLAT <0,0001 0,42 CSF1.1 CSF1 0,0002 0,73
PLA2G4C.1 PLA2G4C <0,0001 0,48 CRADD.1 CRADD <0,0001 0,60
PIK3CA.1 PIK3CA <0,0001 0,47 COL4A2.1 COL4A2 <0,0001 0,51
PI3K.2 PIK3C2B <0,0001 0,42 COL4A1.1 COL4A1 <0,0001 0,66
PGF.1 PGF 0,0153 0,80 COL18A1.1 COL18A1 <0,0001 0,50
PFKP.1 PFKP <0,0001 0,70 CLU.3 CLU 0,0091 0,80
CD31.3 PECAM1 <0,0001 0,34 CLDN7.2 CLDN7 0,0029 0,76
PDZK3.1 PDZK3 <0,0001 0,49 CLDN10.1 CLDN10 <0,0001 0,48
PDZK1.1 PDZK1 <0,0001 0,45 CLCNKB.1 CLCNKB 0,0001 0,61
PDGFRb.3 PDGFRB <0,0001 0,45 CFLAR1 CFLAR <0,0001 0,47
PDGFD.2 PDGFD <0,0001 0,33 CEACAM1.1 CEACAM1 <0,0001 0,43
PDGFC.3 PDGFC <0,0001 0,53 p27.3 CDKN1B 0,0002 0,73
PDGFB.3 PDGFB <0,0001 0,33 p21.3 CDKN1A <0,0001 0,65
PDGFA.3 PDGFA <0,0001 0,43 CDH6.1 CDH6 <0,0001 0,67
PCK1.1 PCK1 <0,0001 0,44 CDH5.1 CDH5 <0,0001 0,33
PCCA.1 PCCA <0,0001 0,47 CDH2.1 CDH2 0,0003 0,75
PARDGA.1 PARDGA 0,0045 0,77 CDH16.1 CDH16 <0,0001 0,51
Pak1.2 PAK1 0,0003 0,74 CDH13.1 CDH13 <0,0001 0,39
PAH.1 PAH <0,0001 0,62 CD36.1 CD36 <0,0001 0,41
0GG1.1 OGG1 <0,0001 0,62 CD34.1 CD34 <0,0001 0,34
BFGF.3 NUDT6 <0,0001 0,45 CD24.1 CD24 0,0148 0,81
NRG1.3 NRG1 0,0004 0,69 CCND1.3 CCND1 <0,0001 0,51
NPR1.1 NPR1 <0,0001 0,36 MCP1.1 CCL2 <0,0001 0,68
NPM1.2 NPM1 <0,0001 0,55 CAT.1 CAT <0,0001 0,48
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Tabla 6b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la ausencia de necrosis (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Necrosis CCF Gen Simbolo Necrosis CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
NOTCH3.1 NOTCH3 <0,0001 0,40 CASP10.1 CASP10 <0,0001 0,62
NOTCH2.1 NOTCH2 <0,0001 0,68 CALD1.2 CALD1 <0,0001 0,42
NOTCH1.1 NOTCH1 <0,0001 0,38 CACNA2D1.1 CACNA2D1 0,0006 0,74
NOS3.1 NOS3 <0,0001 0,37 CA2.1 CA2 <0,0001 0,60
NOS2A.3 NOS2 <0,0001 0,42 C7.1 c7 <0,0001 0,65
NOL3.1 NOL3 <0,0001 0,67 ECRG4.1 C20rf40 <0,0001 0,32
NFX1.1 NFX1 <0,0001 0,43 C130rf15.1 C13o0rf15 <0,0001 0,31
NFKBp50.3 NFKB1 <0,0001 0,56 BUB3.1 BUB3 <0,0001 0,65
NFATC2.1 NFATC2 <0,0001 0,67 BTRC.1 BTRC <0,0001 0,63
NFAT5.1 NFAT5 <0,0001 0,55 BNIP3.1 BNIP3 0,0021 0,77
MYRIP.2 MYRIP <0,0001 0,36 CIAP1.2 BIRC2 <0,0001 0,56
MYH11.1 MYH11 <0,0001 0,35 BIN1.3 BIN1 <0,0001 0,67
cMYC.3 MYC <0,0001 0,68 BGN.1 BGN <0,0001 0,47
MVP.1 MVP <0,0001 0,66 BCL2L12.1 BCL2L12 0,0374 0,82
FRAP1.1 MTOR <0,0001 0,56 Bclx.2 BCL2L1 <0,0001 0,60
MSH3.2 MSH3 <0,0001 0,47 Bcl2.2 BCL2 <0,0001 0,31
MSH2.3 MSH2 <0,0001 0,51 BAG1.2 BAG1 <0,0001 0,42
MMP2.2 MMP2 0,0229 0,82 BAD.1 BAD 0,0187 0,82
STMY3.3 MMP 11 <0,0001 0,66 AXL.1 AXL 0,0077 0,79
GBL.1 MLST8 0,0193 0,82 ATP6V1B1.1 ATP6V1B1 <0,0001 0,52
MIF.2 MIF <0,0001 0,69 ASS1.1 ASS1 <0,0001 0,61
MICA.1 MICA <0,0001 0,52 ARRB1.1 ARRB1 <0,0001 0,48
MGMT.1 MGMT <0,0001 0,50 ARHGDIB.1 ARHGDIB <0,0001 0,48
MCM3.3 MCM3 0,0105 0,78 ARF1.1 ARF1 0,0021 0,75
MCAM.1 MCAM <0,0001 0,41 AQP1.1 AQP1 <0,0001 0,28
MARCKS.1 MARCKS 0,0259 0,82 APOLD1.1 APOLD1 <0,0001 0,35
ERK1.3 MAPK3 <0,0001 0,35 APC 4 APC <0,0001 0,55
ERK2.3 MAPK1 <0,0001 0,61 APAF1.2 APAF1 0,0264 0,82
MAP4.1 MAP4 <0,0001 0,54 ANXA4.1 ANXA4 0,0012 0,76
MAP2K3.1 MAP2K3 <0,0001 0,52 ANXA1.2 ANXA1 0,0201 0,81
MAP2K1.1 MAP2K1 0,0172 0,81 ANTXR1.1 ANTXR1 <0,0001 0,58
MAL2.1 MAL2 0,0267 0,82 ANGPTL4.1 ANGPTL4 <0,0001 0,71
MAL.1 MAL <0,0001 0,46 ANGPTL3.3 ANGPTL3 0,0104 0,77
LTF.1 LTF 0,0038 0,74 ANGPTL2.1 ANGPTL2 <0,0001 0,63
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Tabla 6b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la ausencia de necrosis (valor p

<0,05)
Gen Simbolo Necrosis CCF Gen Simbolo Necrosis CCF
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
LRP2.1 LRP2 <0,0001 0,52 ANGPT2.1 ANGPT2 <0,0001 0,65
LMO2.1 LMO2 <0,0001 0,60 ANGPT1.1 ANGPT1 <0,0001 0,30
LDB2.1 LDB2 <0,0001 0,26 AMACR1.1 AMACR 0,0080 0,79
LDB1.2 LDB1 <0,0001 0,52 ALDOB.1 ALDOB <0,0001 0,40
LAMA4.1 LAMA4 <0,0001 0,67 ALDH6A1.1 ALDH6A1 <0,0001 0,38
KRT7.1 KRT7 <0,0001 0,56 ALDH4.2 ALDH4A1 0,0001 0,71
K-ras.10 KRAS <0,0001 0,48 AKT3.2 AKT3 <0,0001 0,30
KL.1 KL <0,0001 0,34 AKT2.3 AKT2 <0,0001 0,53
Kiting.4 KITLG <0,0001 0,46 AKT1.3 AKT1 <0,0001 0,47
c-kit.2 KIT <0,0001 0,41 AHR.1 AHR <0,0001 0,60
KDR.6 KDR <0,0001 0,28 AGTR1.1 AGTR1 <0,0001 0,33
KCNJ15.1 KCNJ15 <0,0001 0,43 AGT A AGT 0,0032 0,77
HTATIP.1 KAT5 <0,0001 0,27 ADH6.1 ADH6 0,0011 0,71
G-Catenina.1 JUP <0,0001 0,32 ADH1B.1 ADH1B <0,0001 0,69
AP-1 (JUN JUN <0,0001 0,64 ADFP.1 ADFP 0,0001 0,73
oficial).2
JAG1.1 JAG1 <0,0001 0,23 ADD1.1 ADD1 <0,0001 0,33
ITGB5.1 ITGB5 <0,0001 0,64 ADAMTS9.1 ADAMTS9 <0,0001 0,69
ITGB3.1 ITGB3 0,0468 0,84 ADAMTS5.1 ADAMTS5 <0,0001 0,55
ITGB1.1 ITGB1 <0,0001 0,59 ADAMTS1.1 ADAMTSA1 <0,0001 0,56
ITGA7.1 ITGA7 <0,0001 0,38 ADAM17.1 ADAM17 0,0009 0,76
ITGA6.2 ITGA6 <0,0001 0,40 ACE2.1 ACE2 <0,0001 0,45
ITGAS5.1 ITGAS 0,0298 0,83 ACADSB.1 ACADSB <0,0001 0,46
ITGA4.2 ITGA4 <0,0001 0,61 BCRP.1 ABCG2 <0,0001 0,27
ITGA3.2 ITGA3 0,0018 0,76 MRP4.2 ABCC4 <0,0001 0,61
IQGAP2.1 IQGAP2 <0,0001 0,52 MRP3.1 ABCC3 0,0011 0,76
INSR.1 INSR <0,0001 0,38 MRP1.1 ABCCA1 0,0008 0,75
IMP3.1 IMP3 <0,0001 0,53 ABCB1.5 ABCB1 <0,0001 0,59
IL6ST.3 IL6ST <0,0001 0,36 NPDO09 (ABAT [ABAT 0,0001 0,70

oficial).3

IL15.1 IL15 <0,0001 0,67 AAMP.1 AAMP <0,0001 0,62
IGFBP6.1 IGFBP6 <0,0001 0,66 A2M.1 A2M <0,0001 0,28
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Tabla 7a: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la presencia de invasion
ganglionar (valor p < 0,05)

Gen Simbolo |Invasion ganglionar Gen Simbolo Invasion ganglionar
oficial oficial

Valor p OR Valor p OR
TUBB.1 TUBB2A 0,0242 2,56 IL-8.1 IL8 0,0019 3,18
C20 orf1.1 TPX2 0,0333 2,61 IL6.3 IL6 0,0333 2,31
TK1.2 TK1 0,0361 1,75 HSPA1A1 HSPA1A 0,0498 2,11
SPHK1.1 SPHK1 0,0038 3,43 GSTp.3 GSTP1 0,0272 3,46
SLC7A5.2 SLC7A5 0,0053 4,85 GRB14.1 GRB14 0,0287 2,32
SILV.A1 SILV 0,0470 1,54 GMNN.1 GMNN 0,0282 3,00
SELE.1 SELE 0,0311 1,93 ENO2.1 ENO2 0,0190 3,43
upa.3 PLAU 0,0450 2,78 CCNB1.2 CCNB1 0,0387 1,87
MMP9.1 MMP9 0,0110 2,65 BUB1.1 BUB1 0,0429 2,21
MMP7.1 MMP7 0,0491 2,34 BAG2.1 BAG2 0,0346 2,54
MMP14.1 MMP 14 0,0155 3,21 ADAMTS1.1 ADAMTS1 0,0193 3,31
LAMB1.1 LAMB1 0,0247 3,04

Tabla 7b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la ausencia de invasion
ganglionar (valor p < 0,05)

Gen Simbolo Invasion Gen Simbolo Invasion
oficial ganglionar oficial ganglionar

Valor p OR Valor p OR
VWEF .1 VWF 0,0221 0,42 HMGB1.1 HMGB1 0,0385 0,45
VCAM1.1 VCAM1 0,0212 0,42 HLA-DPB1.1 HLA-DPB1 0,0398 0,43
UBE1C.1 UBA3 0,0082 0,32 HADH.1 HADH 0,0093 0,33
tusc4.2 TUSC4 0,0050 0,28 GSTM1.1 GSTM1 0,0018 0,18
TSPAN7.2 TSPAN7 0,0407 0,43 GPX2.2 GPX2 0,0211 0,07
TSC1.1 TSC1 0,0372 0,38 GJA1.1 GJA1 0,0451 0,46
TMSB10.1 TMSB10 0,0202 0,43 GATM.1 GATM 0,0038 0,25
TMEM47.1 TMEM47 0,0077 0,32 GATA3.3 GATA3 0,0188 0,06
TMEM27.1 TMEM27 0,0431 0,41 FOLR1.1 FOLR1 0,0152 0,32
TLR3.1 TLR3 0,0041 0,32 FLT4.1 FLT4 0,0125 0,22
TIMP3.3 TIMP3 0,0309 0,40 FLT1.1 FLT1 0,0046 0,35
TGFBR2.3 TGFBR2 0,0296 0,35 FHL1.1 FHL1 0,0435 0,47
TGFB2.2 TGFB2 0,0371 0,30 FHIT.1 FHIT 0,0061 0,29
TGFA.2 TGFA 0,0025 0,32 fas.1 FAS 0,0163 0,39
TEK.1 TEK 0,0018 0,09 ErbB3.1 ERBB3 0,0145 0,33
TCF4.1 TCF4 0,0088 0,38 EPHA2.1 EPHA2 0,0392 0,37
STAT5A.1 STAT5A 0,0129 0,49 EPAS1.1 EPAS1 0,0020 0,28
SPRY1.1 SPRY1 0,0188 0,43 ENPEP.1 ENPEP 0,0002 0,34
SPARCL1.1 SPARCLA1 0,0417 0,50 CD105.1 ENG 0,0112 0,38
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Tabla 7b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la ausencia de invasion
ganglionar (valor p < 0,05)

Gen Simbolo Invasion Gen Simbolo Invasion
oficial ganglionar oficial ganglionar

Valor p OR Valor p OR
SOD1.1 SOD1 0,0014 0,23 EMCN.1 EMCN 0,0022 0,19
SNRK.1 SNRK 0,0226 0,43 EIF2C1.1 EIF2C1 0,0207 0,33
MADH2.1 SMAD2 0,0098 0,37 EGLNS3.1 EGLN3 0,0167 0,52
SLC22A6.1 SLC22A6 0,0051 0,00 EFNB2.1 EFNB2 0,0192 0,30
PTPNS1.1 SIRPA 0,0206 0,43 EFNB1.2 EFNB1 0,0110 0,37
SHANKS.1 SHANKS3 0,0024 0,30 EDNRB.1 EDNRB 0,0106 0,36
SGK.1 SGK1 0,0087 0,35 EDN1 EDN1 0,0440 0,42

endotelina.1
SELENBP1.1 SELENBP1 0,0016 0,29 DPYS.1 DPYS 0,0454 0,43
SCN4B.1 SCN4B 0,0081 0,08 DKFZP564008 | DKFZP5640 0,0131 0,31
231 0823

ROCK1.1 ROCK1 0,0058 0,41 DHPS.3 DHPS 0,0423 0,48
RhoB.1 RHOB 0,0333 0,43 DAPK1.3 DAPKA1 0,0048 0,39
RGS5.1 RGS5 0,0021 0,31 CYP2C8v2.1 CYP2C8_21 0,0003 0,01
FLJ22655.1 RERGL 0,0009 0,01 CYP2C8.2 CYP2C8_2 0,0269 0,07
RB1.1 RB1 0,0281 0,48 CX3CR1.1 CX3CR1 0,0224 0,13
RASSF1.1 RASSF1 0,0004 0,23 CUBN.1 CUBN 0,0010 0,04
PTPRB.1 PTPRB 0,0154 0,40 CRADD.1 CRADD 0,0193 0,40
PTK2.1 PTK2 0,0158 0,38 CLDN10.1 CLDN10 0,0005 0,21
PTHR1.1 PTH1R <0,0001 0,01 CFLAR.1 CFLAR 0,0426 0,49
PRSS8.1 PRSS8 0,0023 0,10 CEACAM1.1 CEACAM1 0,0083 0,23
PRKCH.1 PRKCH 0,0475 0,48 CDKN2A.2 CDKN2A 0,0026 0,13
PPAP2B.1 PPAP2B 0,0110 0,40 p27.3 CDKN1B 0,0393 0,60
PLA2G4C.1 PLA2G4C 0,0002 0,03 CDH5.1 CDH5 0,0038 0,33
PI3K.2 PIK3C2B 0,0138 0,13 CDH13.1 CDH13 0,0203 0,39
PFKP.1 PFKP 0,0040 0,41 CD99.1 CD99 0,0173 0,38
CD31.3 PECAM1 0,0077 0,38 CD36.1 CD36 0,0015 0,29
PDGFD.2 PDGFD 0,0169 0,35 CD34.1 CD34 0,0250 0,38
PDGFC.3 PDGFC 0,0053 0,36 CD3z.1 CD247 0,0419 0,33
PDGFB.3 PDGFB 0,0359 0,47 CCND1.3 CCND1 0,0381 0,50
PCSKG6.1 PCSK6 0,0103 0,34 CATA CAT 0,0044 0,42
PCK1.1 PCK1 0,0003 0,02 CASP6.1 CASP6 0,0136 0,36
PCCA.1 PCCA 0,0074 0,12 CALD1.2 CALD1 0,0042 0,31
PARDGA.1 PARDGA 0,0243 0,21 CA9.3 CA9 0,0077 0,48
BFGF.3 NUDT6 0,0082 0,15 C130rf15.1 C13orf15 0,0152 0,39
NRG1.3 NRG1 0,0393 0,19 BUB3.1 BUB3 0,0157 0,26
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Tabla 7b: Genes proxy para los que la expresion aumentada esta asociada a la ausencia de invasion
ganglionar (valor p < 0,05)

Gen Simbolo Invasion Gen Simbolo Invasion
oficial ganglionar oficial ganglionar

Valor p OR Valor p OR
NOS3.1 NOS3 0,0232 0,34 BIN1.3 BIN1 0,0224 0,38
NOS2A.3 NOS2 0,0086 0,11 Bclx.2 BCL2L1 0,0225 0,52
NFX1.1 NFX1 0,0065 0,35 Bc12.2 BCL2 0,0442 0,45
MYH11.1 MYH11 0,0149 0,36 AXL.1 AXL 0,0451 0,44
cMYC.3 MYC 0,0472 0,46 ATP6V1B1.1 ATP6V1B1 0,0257 0,03
MUC1.2 MUCA1 0,0202 0,26 ARRB1.1 ARRB1 0,0337 0,43
MIF.2 MIF 0,0145 0,39 ARHGDIB.1 ARHGDIB 0,0051 0,32
MICA.1 MICA 0,0015 0,15 AQP1.1 AQP1 0,0022 0,31
MGMT.1 MGMT 0,0414 0,50 APOLD1.1 APOLD1 0,0222 0,42
MAP2K1.1 MAP2K1 0,0075 0,40 APC .4 APC 0,0165 0,47
LMO2.1 LMO2 0,0127 0,07 ANXA5.1 ANXA5 0,0143 0,37
LDB2.1 LDB2 0,0048 0,33 ANXA4.1 ANXA4 0,0019 0,30
Kiting.4 KITLG 0,0146 0,18 ANXA1.2 ANXA1 0,0497 0,39
KDR.6 KDR 0,0106 0,34 ANGPTL7.1 ANGPTL7 0,0444 0,16
ITGB1.1 ITGB1 0,0469 0,36 ANGPTL4.1 ANGPTL4 0,0197 0,55
ITGA7.1 ITGA7 0,0290 0,38 ANGPT1.1 ANGPT1 0,0055 0,15
ITGA6.2 ITGAG 0,0010 0,17 ALDOB.1 ALDOB 0,0128 0,02
ITGA4.2 ITGA4 0,0089 0,44 ALDH4.2 ALDH4A1 0,0304 0,33
INSR.1 INSR 0,0057 0,32 AGTR1.1 AGTR1 0,0142 0,11
IMP3.1 IMP3 0,0086 0,43 ADH6.1 ADH6 0,0042 0,03
IL6ST.3 IL6ST 0,0484 0,46 ADFP.1 ADFP 0,0223 0,47
IL15.1 IL15 0,0009 0,08 ADD1.1 ADD1 0,0135 0,42
IF127.1 IFI127 0,0013 0,22 BCRP.1 ABCG2 0,0098 0,19
HYAL2.1 HYAL2 0,0099 0,36 MRP3.1 ABCC3 0,0247 0,44
HYAL1.1 HYAL1 0,0001 0,08 MRP1.1 ABCC1 0,0022 0,32
Hepsina.1 HPN 0,0024 0,14 NPDO009 (ABAT | ABAT 0,0110 0,19

oficial).3

HPCAL1.1 HPCAL1 0,0024 0,38 A2M.1 A2M 0,0012 0,29

Tabla 8a: Genes para los que la expresion aumentada esta asociada a riesgo inferior de recidiva de cancer
después de ajuste de covariables clinicas/patolégicas (valor p < 0,05)

Gen Simbolo Valor p HR Gen Simbolo Valor p HR
oficial oficial
ACE2.1 ACE2 0,0261 0,85 ID1.1 ID1 0,0154 0,83
ADD1.1 ADD1 0,0339 0,85 IGF1R.3 IGF1R 0,0281 0,85
ALDOB.1 ALDOB 0,0328 0,84 IL15.1 IL15 0,0059 0,83
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Tabla 8a: Genes para los que la expresion aumentada esta asociada a riesgo inferior de recidiva de cancer
después de ajuste de covariables clinicas/patolégicas (valor p < 0,05)

Gen Simbolo Valor p HR Gen Simbolo Valor p HR
oficial oficial

ANGPTL3.3 ANGPTL3 0,0035 0,79 IQGAP2.1 IQGAP2 0,0497 0,88
APOLD1.1 APOLD1 0,0015 0,78 KL1 KL 0,0231 0,86
AQP1.1 AQP1 0,0014 0,79 KLRK1.2 KLRK1 0-0378 0,87
8FGF.3 NUDT6 0,0010 0,77 LDB2.1 LDB2 0,0092 0,82
CASP10.1 CASP10 0,0024 0,82 LRP2.1 LRP2 0,0193 0,86
CAV2.1 CAV2 0,0191 0,86 LTF.1 LTF 0,0077 0,82
CCL4.2 CCL4 0,0045 0,81 MAP4.1 MAP4 0,0219 0,84
CCL5.2 CCL5 0,0003 0,78 MRP1.1 ABCC1 0,0291 0,87
CCR2.1 CCR2 0,0390 0,87 NOS3.1 NOS3 0,0008 0,78
CCR4.2 CCR4 0,0109 0,82 PI3K.2 PIK3C2B 0,0329 0,83
CCR7.1 CCRY 0,0020 0,80 PLA2G4C.1 PLA2G4C 0,0452 0,87
CD4.1 CD4 0,0195 0,86 PPAP2B.1 PPAP2B 0,0001 0,74
CD8A.1 CD8A 0,0058 0,83 PRCC.1 PRCC 0,0333 0,88
CEACAM1.1 CEACAM1 0,0022 0,81 PRKCB1.1 PRKCB 0,0353 0,87
CFLAR.1 CFLAR 0,0308 0,87 PRKCH.1 PRKCH 0,0022 0,82
CTSS A1 CTSS 0,0462 0,87 PRSS8.1 PRSS8 0,0332 0,87
CX3CL1.1 CX3CL1 0,0021 0,81 PSMB9.1 PSMB9 0,0262 0,87
CXCL10.1 CXcCL10 0,0323 0,86 PTPRB.1 PTPRB 0,0030 0,80
CXCL9.1 CXCL9 0,0006 0,79 RGS5.1 RGS5 0,0480 0,85
CXCR®6.1 CXCR®6 0,0469 0,88 SDPR1 SDPR 0,0045 0,80
DAPK1.3 DAPK1 0,0050 0,83 SELE.1 SELE 0,0070 0,81
DOC 1 DDC 0,0307 0,86 SGK.1 SGK1 0,0100 0,83
DLC1.1 DLC1 0,0249 0,83 SHANK3.1 SHANK3 0,0311 0,84
ECRG4.1 C2o0rf40 0,0244 0,84 SNRK:1 SNRK 0,0026 0,81
EDNRB.1 EDNRB 0,0400 0,86 TEKA TEK 0,0059 0,78
EMCN.1 EMCN <0,0001 0,68 TGFBR2.3 TGFBR2 0,0343 0,85
EPAS1.1 EPAS1 0,0411 0,84 TIMP3.3 TIMP3 0,0165 0,83
fas.1 FAS 0,0242 0,87 TMEM27.1 TMEM27 0,0249 0,86
FH.1 FH 0,0407 0,88 TSPAN7.2 TSPAN7 0,0099 0,83
GATA3.3 GATA3 0,0172 0,83 UBB.1 UBB 0,0144 0,85
GZMA A1 GZMA 0,0108 0,84 WWOX.5 WWOX 0,0082 0,83
HLA-DPB1.1 HLA-DPB1 0,0036 0,82

HSPG2.1 HSPG2 0,0236 0,84

ICAM2.1 ICAM2 0,0091 0,83

ICAM3.1 ICAM3 0,0338 0,87
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Tabla 8b: Genes para los que la expresiéon aumentada esta asociada a riesgo superior de recidiva de cancer
después de ajuste de covariables clinicas/patolégicas (valor p < 0,05)

Gen Simbolo oficial Valor p HR

CIAP1.2 BIRC2 0,0425 1,14
BUB1..1 BUB1 0,0335 1,15
CCNB1.2 CCNB1 0,0296 1,14
ENO2.1 ENO2 0,0284 1,17
ITGB1.1 ITGB1 0,0402 1,16
ITGB5.1 ITGB5 0,0016 1,25
LAMB1.1 LAMB1 0,0067 1,20
MMP14.1 MMP 14 0,0269 1,16
MMP9.1 MMP9 0,0085 1,19
PSMA7.1 PSMA7 0,0167 1,16
RUNX1.1 RUNX1 0,0491 1,15
SPHK1.1 SPHK1 0,0278 1,16
OPN, osteopontina.3 SPP1 0,0134 1,17
SQSTM1.1 SQSTM1 0,0347 1,13
C20 orf1.1 TPX2 0,0069 1,20
TUBB.1 TUBB2A 0,0046 1,21
VCAN.1 VCAN 0,0152 1,18

Tabla 9: 16 genes significativos después de ajustar las covariables clinicas/patologicas y permitir un FDR de

un 10 %
Subconjunto
Simbolo oficial n génico (Ruta) HR HR (95 % Cl) | ChiSqLR | Valor p LR Valor q
EMCN 928 Angiogénesis 0,68 (0,57, 0,80) 19,87 <0,0001 0,0042
PPAP2B 928 Angiogénesis 0,74 (0,65, 0,85) 16,15 0,0001 0,0148
Respuesta
CCL5 928 inmune 0,78 (0,68, 0,89) 12,98 0,0003 0,0529
Respuesta
CXCL9 928 inmune 0,79 (0,70, 0,91) 11,74 0,0006 0,0772
NOS3 928 Angiogénesis 0,78 (0,68, 0,90) 11,32 0,0008 0,0774
NUDT6 926 Angiogénesis 0,77 (0,66, 0,90) 10,77 0,0010 0,0850
AQP1 928 Transporte 0,79 (0,69, 0,91) 10,15 0,0014 0,0850
APOLD1 927 Angiogénesis 0,78 (0,68, 0,91) 10,07 0,0015 0,0850
Adhesion
celular/Matriz
ITGB5 928 extracelular 1,25 (1,09, 1,43) 9,92 0,0016 0,0850
Respuesta
CCR7 928 inmune 0,80 (0,69, 0,92) 9,58 0,0020 0,0850
Respuesta
CX3CL1 926 inmune 0,81 (0,70, 0,92) 9,44 0,0021 0,0850
CEACAM1 928 Angiogénesis 0,81 (0,70, 0,93) 9,37 0,0022 0,0850
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(continuacién)
Tabla 9: 16 genes significativos después de ajustar las covariables clinicas/patologicas y permitir un FDR de
un 10 %
Subconjunto

Simbolo oficial n génico (Ruta) HR HR (95 % CI) | ChiSqLR | Valorp LR Valor q
PRKCH 917 Angiogénesis 0,82 0,72, 0,93 9,36 0,0022 0,0850
CASP10 927 Apoptosis 0,82 (0,73, 0,93) 9,25 0,0024 0,0850
SNRK 928 Angiogénesis 0,81 (0,71, 0,92) 9,09 0,0026 0,0863
PTPRB 927 Angiogénesis 0,80 (0,69, 0,92) 8,83 0,0030 0,0933
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REIVINDICACIONES
1. Un método que comprende:

(a) medir, en una muestra bioldgica obtenida de un paciente de cancer con carcinoma de células renales con
células claras, un nivel de expresion de al menos un transcrito de ARN, o su producto de expresién, de LMNB1;
(b) normalizar el nivel de expresion para obtener un nivel de expresion normalizado; y

()

(i) determinar una probabilidad de recidiva de cancer para el paciente basandose en el nivel de expresion
normalizado de al menos un transcrito de ARN, o su producto de expresiéon, de LMNB1, en el que los niveles
de expresion normalizados de LMNB1 se correlacionan positivamente con un mayor riesgo de recidiva de
cancer; o

(ii) determinar una probabilidad de un estadio tumoral aumentado para el paciente basandose en el nivel de
expresion normalizado de al menos un transcrito de ARN, o su producto de expresion, de LMNB1, en el que
el nivel de expresion normalizado de LMNB1 se correlaciona positivamente con estadio aumentado del tumor;
o}

(iii) determinar una probabilidad de un grado tumoral aumentado para el paciente basandose en el nivel de
expresion normalizado del transcrito de ARN, o su producto de expresion, de LMNB1, en el que el nivel de
expresion normalizado de LMNB1 se correlaciona positivamente con grado tumoral aumentado; o

(iv) determinar la presencia de necrosis para el paciente basandose en el nivel de expresion normalizado del
transcrito de ARN, o su producto de expresion, de LMNB1, en el que el nivel de expresiéon normalizado de
LMNB1 se correlaciona positivamente con la presencia de necrosis.

2. Un método como se reivindica en la reivindicacion 1c)i), que comprende ademas llevar a cabo una evaluacioén del
riesgo de recidiva y generar un informe basandose en una puntuacion de riesgo.

3. Un método como se reivindica en la reivindicacion 1, donde la muestra bioldgica se obtuvo de un tumor.

4. Un método como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que la muestra biologica es una muestra de tejido
fijado, incluido en parafina.

5. Un método como se reivindica en la reivindicacion 1c)i), en el que se miden los niveles de expresion de al menos
dos genes.

6. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion precedente, en el que el nivel de expresion del transcrito
de ARN se mide usando un método basado en PCR.
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