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DESCRIPCION
Ensayo de diagnéstico, predictivo y de prognosis para el cancer
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, al campo del cancer. En particular, la presente invencion se refiere a
protocolos de prognosis y de tratamiento del cancer.

Antecedentes

La mayoria de las células del cuerpo humano estan presentes en estados no proliferativos, fuera de ciclo, y s6lo una
poblaciéon minoritaria esta en ciclo activo. Estas células en ciclo estan localizadas principalmente en compartimentos
amplificadores de células en transito y precursoras de tejidos en autorrenovacion, tales como el cérvix, el colon o la
piel. En contraste, la mayoria de las células funcionales (por ejemplo, hepatocitos) estan presentes en en un estado
quiescente (G0), detenido de modo reversible, o se han retirado irreversiblemente del ciclo de division celular
mitotica hacia estados diferenciados de fase final (por ejemplo, neuronas, miocitos, o células epiteliales coldnicas
superficiales). Los canceres, por el contrario, se caracterizan por un crecimiento celular incontrolado y, por tanto,
contienen una alta proporcién de células en ciclo.

Las células responden a mitégenes en su entorno en un momento discreto en G1, denominado punto de restriccion.
La ausencia de mitdgenos no afecta al avance del ciclo celular a través de la fase S, G2 y M hasta que las células
vuelven a su ventana sensible en G1. En respuesta a una alta densidad celular o a la privacion de mitégenos, las
células acumulan un contenido en ADN 2N y salen hacia GO. Las transiciones de fases del ciclo celular estan
dirigidas por cambios en las parejas de ciclina-CDK. La ciclina D-CDK4, la ciclina D-CDK®, y la ciclina E-CDK2
regulan GO/G1, y son necesarias para la actividad E2F completa. La fase S es iniciada por la ciclina A-CDK2, y la
ciclina B-CDK1 regula el avance a través de G2 y la entrada en la mitosis. Lo que distingue a las células en los
estados fuera de ciclo de las células dentro del ciclo sigue sin estar aclarado.

El cancer es un grupo complejo de enfermedades heterogéneas provocadas por la acumulacion de mutaciones
geénicas, que aumentan la actividad de genes reguladores que estimulan la proliferacion celular y disminuyen la
actividad de proteinas que normalmente la reprimen. La activiciadn de oncogenes estimuladores dominantes o la
inactivacion de genes supresores de tumores recesivos a través de mutaciones puntuales, amplificacion de genes,
hipermetilacién, translocacion, o interaccién con oncoproteinas viricas, puede afectar a todos los niveles de las vias
de sefializacion del crecimiento que incluyen mitdgenos, receptores de factores del crecimiento mitogénicos, Ras,
Raf, ABL, PI3 quinasa AKt corriente arriba de moléculas tales como p16INK4A, Myc, ciclina D, ciclina E, pRB y p53
corriente abajo.

La formacion de perfiles de expresion de genes en micromatrices es perfectamente adecuada para el analisis de las
complejas alteraciones discontinuas, interactivas y multifactoriales en la expresion génica que caracterizan la
tumorigénesis y en la actualidad es un area de investigacion intensiva dirigida a la identificacion de firmas
moleculares exclusivas que puedan aprovecharse para el diagnéstico y la prognosis del cancer. De manera
interesante, las matrices de expresion incluyen una firma de proliferacion, genes cuyo patréon de expresion se
correlaciona con un grado del tumor (estado de diferenciacion), estado del ciclo celular y tiempos de duplicacion.
Esta firma de proliferacion es uno de los patrones de expresion génica mas destacados observados en los conjuntos
de datos de tumores, independientemente del tejido del que se derive, e incluye muchos genes regulados por el ciclo
celular, tales como E2F1, BUB1, PLK1, ciclicinas E1, D1y B1.

Por desgracia, la actuacion real de las reglas de prediccion que emplean la expresion génica no ha resultado ser tan
informativa como parecia que iba a a ser en un principio para muchos tipos de tumores, y la lista de genes
identificados puede ser muy inestable. Por ejemplo, la mayoria de las reglas predictivas que emplean la expresion
génica no han proporcionado una clasificacion de prognosis significativamente mejorada para el cancer de mama
cuando se comparan con los criterios clinicopatolégicos convencionales, tales como el estado de diferenciacion del
tumro, el grado de difusién y el indice de proliferacion. En efecto, se ha descubierto que muchas de las firmas
génicas publicadas que predicen una supervivencia sin metastasis distante en canceres se correlacionan
significativamente con el estado de diferenciacion.

La estrategia de micromatrices global para la identificacion de firmas de proliferacion clinicamente utiles tiene una
restriccion potencial. En primer lugar, la estrategia de micromatrices en una parte presupone un modelo de tumor de
un Unico compartimento, en el que los canceres estan compuestos de células en crecimiento exponencial en
proliferaciéon. Sin embargo, los neoplasmas son muy heterogéneos con respecto al estado del ciclo celular de las
células tumorales individuales. Por ejemplo, en tumores de grado bajo bien diferenciados, sélo una fraccion muy
pequefa de las células tumorales clonogénicas pueden estar en ciclo, y la mayoria ya han ejecutado sus programas
de diferenciacion y se han retirado irreversiblemente del ciclo hacia un estado diferenciado (compartimento estéril).
Asi, los trastornos hiperproliferativos benignos (por ejemplo, hiperplasia) y el crecimiento reparador fisioldgico,
condiciones patolégicas reactivas que contienen un gran nimero de células mitéticas, pueden tener unas firmas de
proliferacién mayores que los canceres bien diferenciados.
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En segundo lugar, las células tumorales in vivo también pueden retirarse irreversiblemente del ciclo hacia un estado
GO0 no proliferativo. En efecto, en muchos tumores, las células no proliferativas son mayoria; es decir, la fracciéon en
crecimiento (la proporcidén de células proliferativas frente a las células totales) es menor que 0,5. Esta situacion
quizas no es sorprendente, porque los tejidos normales estan compuestos de elementos mixtos en proliferacion y en
no proliferacién, y un remanente de este comportamiento complejo esta arraigado en la mayoria de los canceres. La
presencia de células neoplasicas benignas contaminantes, estroma tumoral, foliculos linfoides, infiltrados
inflamatorios intra- y peritumorales, y otros tejidos conectivos, tales como vasos sanguineos, también distorsiona el
analisis afiadiendo un gran numero de células con otras cinéticas complejas del ciclo celular. Por tanto, es probable
que la cinética compleja y heterogénea del ciclo celular dentro de tumores individuales dificulte la identificacion de
firmas de proliferaciéon de micromatrices clinicamente utiles, un problema que también ha restringido el uso de la
citometria de flujo en la practica clinica habitual.

El uso de la citometria de flujo también ha conducido a un impacto limitado, puesto que las muestras clinicas a
menudo no son adecuadas para estos analisis. Esto es debido parcialmente a los artefactos de fijacion, a cantidades
inadecuadas de tejido, y a dificultades en la interpretacion debido a poblaciones contaminantes procedentes del
estroma reactivo y/o elementos beningnos.

La evaluacion de los marcadores de proliferacion celular no ha proporcionado previamente ninguna solucién de
prognosis y predictiva, y los expertos en la técnica han sido escépticos al respecto de que los marcadores de
proliferaciéon proporcionen informacion clinica util. Existe la creencia de que los parametros de mediciéon de la
proliferacién celular proporcionan informacién objetiva acerca de los tumores, pero a pesar de numerosos estudios
hay pocas pruebas directas de que el uso de ciertos marcadores de la proliferacién celular son realmente una
mejora frenta a la evaluacién histoldgica convencional que se ha empleado de manera éptima. Pocos estudios han
tratado la cuestion critica del valor relativo de los marcadores de proliferacién comparados con la estadificacion
clinica y la clasificacion histopatoldgica convencional.

Aunque la expresién génica se ha aplicado a la prediccién del resultado de canceres, la actuacion real de la reglas
de prediccidon que emplean la expresion génica no ha resultado ser tan informativa como parecia que iba a a ser en
un principio. Por ejemplo, en la actualidad, la mayoria de las reglas predictivas que emplean la expresion génica no
ha proporcionado una clasificacién de prognosis significativamente mejorada cuando se compara con los factores de
prognosis NPI convencionales en el cancer de mama. Por tanto, se requiere con urgencia la identificacién de nuevos
biomarcadores para mejorar la evaluacion de la prognosis en canceres comunes.

El cancer de mama es un ejemplo de cancer comun y es una enfermedad compleja debido a su heterogeneidad
morfoldgica y bioldgica, su tendencia a adquirir quimiorresistencia y la existencia de varios mecanismos moleculares
subyacentes a su patogénesis. La mitad de las mujeres que reciben un tratamiento locorregional para el cancer de
mama nunca recaen, mientras que la otra mitad finalmente morira debido a enfermedad metastasica. Por tanto,
resulta imprescindible distinguir con claridad entre estos dos grupos de pacientes para el tratamiento clinico éptimo.
Por desgracia, los marcadores de prognosis para los canceres de mama en la actualidad son limitados. También
faltan ensayos (ensayos predictivos) que permitan la seleccion de los farmacos anticancer mas apropiados, en
particular en el contexto de la nueva generacon de inhibidores de molécula pequefa que se dirigen a quinasas
criticas implicadas en el control del crecimiento y las transiciones del ciclo celular. Por ejemplo, en el cancer de
mama, los ensayos predictivos estan limitados en la actualidad a la formacion del perfil de inmunoexpresién de Her2.

El carcinoma de ovario epitelial (EOC) es otro cancer comun y es el cuarto cancer mas comun en mujeres en EEUU
y el Reino Unido. Las pacientes a menudo se presentan con la enfermedad avanzada, y a pesar de las mejoras en la
terapia de farmacos, la supervivencia es muy baja. En la actualidad, el estadio del tumor es el factor de prognosis
mas importante. La enfermedad residual después de cirugia, el subtipo histolégico, y el grado del tumor también
predicen la supervivencia, pero ofrecen poca informacién acerca de las variables biolégicas responsables del avance
del estadio y del resultado.

Siguen siendo necesarias mejores estrategias de diagndstico, prognosis y prediccion para enfermedades
provocadas por una proliferacién anémala, tales como trastornos cancerosos o precancerosos.

Shetty et al., British Journal of Cancer, 2005, 93(11):1295-1300, describen la importancia de la cinética del ciclo
celular para proporcionar informacion sobre el grado del tumor.

Li et al., Molecular Cancer, 2007, 6(7):1-17, describen la formacion de perfiles de expresion de células epiteliales
mamarias humanas.

Scott et al., British Journal of Cancer, 2004, 90:1583-1590, describen el uso de un panel de biomarcadores para
identificar la presencia o la ausencia de un cancer.

Endl et al., Journal of Pathology, 2001, 195:457-452, describe un panel de biomarcadores para caracterizar el
desplazamiento desde la proliferacion a la diferenciaciéon en células tumorales.

El documento US2004/0146513 describe la generacion de anticuerpos monoclonales contra Mcm3.
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Ananthanarayanan et al., BMC Cancer, 2006, 6(73):1-9, describen marcadores moleculares especificos para
identificar alteraciones en la proliferacion en tejido neoplasico.

Korkolopoulou et al., Human Pathology, 2005, 36:899-907, describe el uso de ciertos biomarcadores para predecir el
tiempo de supervivencia soélo para informacion de prognosis.

Padmanabhan et al., J. Clin. Pathol., 2004, 57:1057-1062, describen el uso de dos biomarcadores para identificar
células prostaticas que estan en ciclo activo.

El documento US2007/0128599 describe el uso de biomarcadores especificos para el diagnéstico de la displasia
basados en la presencia o la ausencia de la expresion de biomarcadores.

Going et al., Gut, 2002, 50:373-377, describe el uso de Mcm2 y Mcm5 en combinacién con Ki67 para la deteccion de
lesiones malignas o premalignas.

Yang et al., BMC Cancer, 2006, 6:203, describen biomarcadores especificos en el cancer de pulmoén no microcitico.
La presente invencion se dirige a mitigar de al menos una desventaja asociada con la técnica anterior.
Sumario de la invencion

Otro ambito de aplicabilidad de la presente invencion sera evidente a partir de la descripcién detallada que aparece
a continuacion. Sin embargo, debe entenderse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, aunque
indiquen las realizaciones preferidas de la invencién, sélo se ofrecen como ilustracién, puesto que para los expertos
en la técnica seran evidentes, a partir de esta descripcion detallada, diversos cambios y modificaciones dentro del
espiritu y del alcance de la invencion.

En un primer aspecto de la invencién, aparece un método para determinar un tratamiento para un sujeto que tiene
cancer, comprendiendo el método las etapas de:

(a) evaluar el nivel de un primer biomarcador seleccionado de al menos uno de Mcm2 a 7 en una muestra biolégica
del sujeto; y

(b) evaluar el nivel de un segundo biomarcador seleccionado de al menos uno de geminina, Aurora A, Plk1, y Ki67
en la muestra biolégica del sujeto;

en el que la combinacion del nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es indicativa del régimen de tratamiento prescrito
para el sujeto;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, el protocolo de tratamiento se selecciona de
uno o mas de:

(i) un control; y
(i) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos no especificos de la fase del ciclo celular;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, el protocolo de tratamiento se selecciona de
uno o mas de:

(i) un control;
(i) un tratamiento con agentes especificos de G1 o no especificos de la fase del ciclo celular; y
(iii) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos no especificos de la fase del ciclo celular S y G2/M; y

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, el protocolo de tratamiento se selecciona de
uno o mas de:

(i) la cirugia; y
(i) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos especificos de la fase del ciclo celular S y G2/M.

En un segundo aspecto de la invencién, aparece un método para determinar una prognosis de avance de un cancer
en un sujeto, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) evaluar el nivel de un primer biomarcador seleccionado de al menos uno de Mcm2-7 en una muestra bioldgica
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del sujeto; y

(b) evaluar el nivel de un segundo biomarcador seleccionado de al menos uno de geminina, Aurora A, Plk1, Ki67 y
H3s10ph en la muestra bioldgica del sujeto;

en el que la combinacion del nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es indicativa del avance del cancer en el sujeto;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, la prognosis del sujeto es indicativa de una
probabilidad reducida del avance del cancer;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, la prognosis del sujeto es indicativa de una
probabilidad reducida del avance del cancer; y

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, la prognosis del sujeto es indicativa de una
probabilidad aumentada del avance del cancer; y

en el que el valor predeterminado para el primer biomarcador es de 30% de células positivas para el primer
biomarcador y el valor predeterminado para el segundo biomarcador es de 7% de células positivas para el segundo
biomarcador.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la presencia de Ki67, Mcm2, geminina, Aurora A y H3S10ph durante el ciclo de division celular
mitotica. Los niveles de los factores de licencia de replicacion del ADN Mcm2-7 no varian significativamente durante
el paso a través del ciclo celular, mientras que la expresion de la proteina represora de licencia endégena geminina
esta limitada a la fase S-G2-M. Se ha advertido una mayor expresion de geminina en varias malignidades y esto se
correlaciona positivamente con la proliferaciéon. De modo notable, este aumento de la expresion siempre esta
limitado a S-G2-M, incluso en tumores agresivos. Los niveles de Aurora A (y PLK1; los datos no se muestran) son
insignificantes durante G1 y aumentan durante la fase S hasta alcanzar un maximo durante G2/M. La presencia de
H3S10ph se limita a la mitosis y por tanto puede utilizarse como marcador mitético. La expresion de las proteinas
Mcm2-7 puede utilizarse para determinar el estado del ciclo celular en tejidos. Las Mcm2-7 identifican a las células
dentro del ciclo celular (fases G1-S-G2-M) pero son fuertemente infrarreguladas tras la retirada hacia estados
quiescentes (G0), diferenciados, y senescentes “fuera de ciclo”. Pueto que Ki67 se expresa a lo largo del ciclo
celular en células en proliferacion, la proporcion de un marcador de la fase S-G2-M o la fase M con Ki67 (por
ejemplo, geminina/Ki67, Aurora A/Ki67 o H3S10ph/Ki67) puede utilizarse como indicador de la longitud relativa de la
fase G1y, por tanto, de la velocidad del avance del ciclo celular.

La figura 2 muestra un diagrama esquematico de la expresion del factor de licencia de replicacion del ADN en tejidos
en autorrenovacion. El modelo incluye compartimentos funcionales, de células en transito y division, y de células
precursoras. El flujo de células a través de estos compartimentos es continuo; nuevas células son suministradas
desde el compartimento de células precursoras (S) y su numero se amplifica en el compartimento de células en
transito y division (T). Las células se diferencian totalmente y se hacen funcionalmente competentes a medida que
entran en el compartimento maduro (M). El compartimento de células precursoras muestra una baja expresion de los
factores de licencia de replicacion del ADN Mcm2-7. Los niveles de Mcm2-7 aumentan con rapidez a medida que las
células entran en el compartimento de células en transito y divisién. Se produce una infrarregulacién gradual de
Mcm2-7 a medida que las células se diferencian y adoptan un fenotipo funcional totalmente diferenciado. Sin
embargo, la capacidad proliferativa se pierde en un punto mas temprano durante la ejecuciéon del programa de
diferenciacion a medida que la célula sale del compartimento de células en transito y division y se acopla a la
infrarregulacion del factor de carga de Mcm2-7 Cdc6. De manera notable, la detenciéon de la diferenciacion que
caracteriza al cancer, en particular en tumores de alto grado, estd asociada con la incapacidad de infrarregular
Mcm2-7.

La figura 3 muestra el avance de las fases del ciclo celular en el cancer de mama. Se muestran dos especimenes de
biopsia de cancer de mama inmunotefidos para Mcm2, Ki67, geminina, Aurora A 'y H3p, (A) y (B). Ambos casos se
caracterizan por una alta expresion de proteinas Mcm2, lo cual indica que la mayoria de las células tumorales estan
dentro del ciclo de division celular. Aunque ambos especimenes de tumores muestran una fraccion de crecimiento
elevado, segun se define por la expresion de Mcm2, existen diferencias notables en la expresion de los marcadores
de S-G2-M geminina y Aurora A, y del marcador mitético H3S10ph. (A) Este tumor muestra unos niveles de
expresion muy bajos de geminina y Aurora A, y un pequefio numero de células muestra la fosforilacion de la histona
H3 en la serina 10 (H3S10ph), lo cual indica una fase G1 detenida o prolongada. (B) En contraste, este tumor
muestra unos niveles de expresion altos de geminina y Aurora A, y una mayor fosforilacion de H3S10, lo cual indica
un avance rapido de fases del ciclo celular. Por tanto, puede postularse que el tumor mostrado en (B) responderia
mas a farmacos especificos de la fase del ciclo celular S o G2/M.
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La figura 4 muestra un analisis de multiples parametros de los factores de licencia de replicacion del ADN, Aurora
quinasas, Ki67, geminina, quinasas de tipo Polo, H3S10ph y sus combinaciones para el ensayo predictivo y de
prognosis del cancer. Utilizando esta combinacion de marcadores en un analisis de multiples parametros es posible
determinar si las células tumorales se han retirado del ciclo (es decir, las células tumorales estériles), una poblacion
que seria resistente a radiacion y a agentes anticancer dirigidos al ciclo celular. Ademas, para estas células
tumorales dentro del ciclo (positivas a Mcm2-7), es posible determinar la velocidad del avance del ciclo celular.

La figura 5 muestra una validacion del analisis de multiples parametros de biomarcadores. (A) Inmunotransferencias
de lisados de células totales MCF-7 asincronas con anticuerpos contra Mcm2, geminina, Aurora A, Plk1 y H3S10ph.
(B) Fotomicrografias de secciones de tejidos introducidos en parafina de cancer de mama de grado 3 tefiidas de
forma inmunohistoquimica con anticuerpos contra Ki67, Mcm2, geminina, Aurora A, Plk1 y H3S10ph (aumento
original 400x). El recuadro muestra la inmunotincion de mama normal (aumento 800x).

La figura 6 muestra la expresion de Aurora A y Plk1 a lo largo de grados de tumores para una serie de cancer de
mama.

La figura 7 muestra las curvas de tiempo hasta la recurrencia con (A) NPI, (B) Plk1, y (C) Aurora A para una serie de
cancer de mama.

La figura 9 muestra las curvas de tiempo hasta la recurrencia con (A) NPl y Plk1, y (B) NPI y Aurora A para una serie
de cancer de mama.

La figura 10 muestra (A) inmunotransferencias de lisados de células totales HeLa S3 asincronas con anticuerpos
contra Mcm2, geminina, Aurora A, Aurora B y H3S10ph. (B) Inmunotransferencias de biomarcadores y actina
(control de carga) en lisados de células totales de células HelLa S3 sincronizadas. Perfiles de FACS de células HelLa
S3 sincronizadas en intervalos de 2 horas. (C) Fotomicrografias de secciones de tejidos introducidos en parafina de
carcinoma de ovario epitelial (EOC) tefiidas de forma inmunohistoquimica con anticuerpos contra Ki67, Mcm2,
geminina, Aurora A, Plk1 y H3S10ph. Aumento original, 400x; recuadro, 1000x.

La figura 11 muestra la expresion de Aurora A a lo largo de grados de tumores (serie de EOC).

La figura 12 muestra curvas de Kaplan-Meier que muestran la asociacion entre Aurora A, el estado de ploidia del
tumor, y la supervivencia de pacientes para la serie de EOC. (A) Aurora A (tercil inferior <11,3%; tercil intermedio
11,3-21,3%; tercil superior >21,3%) y supervivencia sin enfermedad a lo largo de la serie completa; ensayo de
rangos logaritmicos, p = 0,01. (B) Estado de ploidia del tumor y supervivencia sin enfermedad a lo largo de la serie
completa; ensayo de rangos logaritmicos, p = 0,03. (C) Aurora A (tercil inferior <8,7%; tercil intermedio 8,7-19,6%;
tercil superior >19,6%) y supervivencia sin enfermedad en un subgrupo de estadio temprano; ensayo de rangos
logaritmicos, p = 0,004. (D) Estado de ploidia del tumor y supervivencia sin enfermedad en un subgrupo de estadio
temprano; ensayo de rangos logaritmicos, p = 0,04. (E) Aurora A (tercil inferior <8,7%; tercil intermedio 8,7-19,6%;
tercil superior >19,6%) y supervivencia sin enfermedad en un subgrupo de estadio temprano; ensayo de rangos
logaritmicos, p = 0,01. (F) Estado de ploidia del tumor y supervivencia sin enfermedad en un subgrupo de estadio
temprano; ensayo de rangos logaritmicos, p = 0,08.

La figura 13 es una representacion grafica que muestra la distribucion de la expresién de Mcm2 en la muestra del
estudio. Frecuencia de la expresién de la proteina Mcm2 a lo largo de la cohorte de pacientes con cancer de mama
(media = 64,4101, desviacion estandar (SD) = 30,4632, N = 182).

La figura 14 es una representacion grafica que muestra la distribucion de la expresion de biomarcadores del ciclo
celular que define tres fenotipos de ciclo celular diferenciados: (I) estado fuera del ciclo; (ll) estado dentro del ciclo
con G1 retrasada/detenida; (lll) estado en ciclo activo. Se muestra la mediana (linea negra), intervalo intercuartil
(recuadro), e intervalo robusto que excluye los casos exteriores (lineas cerradas). Los casos exteriores se muestran
con puntos aislados (IL: “labelling index”, indice de marcaje).

La figura 15 es una representacion grafica de las curvas de Kaplan-Meier que muestran la asociacion entre el
fenotipo del ciclo celular y supervivencia sin enfermedad. (I) Estado fuera del ciclo; (II) estado dentro del ciclo G1 con
retrasada/detenida; (Ill) estado en ciclo activo. En un analisis de una variable que compara el fenotipo Il con los
fenotipos | y Il combinados, HR = 3,90 (1,81-8,40), p < 0,001. En un analisis de multiples variables ajustado para PI,
HR =2,71(1,18-6,23), p = 19.

La figura 16 es una representacion grafica que muestra la relacion entre el fenotipo del ciclo celular y los subtipos del
cancer de mama. Los paneles muestran la proporcion de cada subtipo de cancer de mama que presenta los
fenotipos de ciclo celular | (fuera del ciclo), Il (G1 retrasada/detenida) y Il (en ciclo activo). De manera notable, la
mayoria de Her-2 y tumores triple negativos muestra el fenotipo en ciclo activo (lII).

Descripcion detallada

Se proporciona la utilidad de biomarcadores, incluyendo la utilidad clinica, y la manera en que los analisis de estos
biomarcadores puede integrarse con otros reguladores clave del ciclo celular para proporcionar informacion sobre la
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cinética del ciclo celular y la distribucion de las fases en muestras de tumores de pacientes. Este analisis puede
proporcionar algoritmos de diagnostico para mejorar la evaluacidon de la prognosis y también tiene potencial para
predecir la respuesta terapéutica a farmacos especificos de la fase del ciclo celular. Esta es una estrategia en la que
puede realizarse un analisis del ciclo celular de multiples parametros en material de biopsias habituales de tumores
de pacientes, utilizando biomarcadores que forman constituyentes centrales de la via de licencia de replicacion del
ADN vy la maquinaria mitética. Este algoritmo proporciona no sélo una herramienta de prognosis sino que también
puede aprovecharse como ensayo predictivo para farmacos especificos de la fase del ciclo celular (incluyendo
radiacion) o farmacos que inhiben las vias reguladoras del crecimiento corriente arriba. La invencion se realiza
segun el primer y el segundo aspecto de la invencidn, segun se detall6 anteriormente.

En una realizacién, el biomarcador se detecta utilizando un miembro de unién especifica dirigido contra un
polipéptido diana del biomarcador. La invencion se realizara en una muestra corporal de un paciente.

Una “muestra corporal” significa cualquier muestra de células, tejidos o fluidos corporales en la que pueda
detectarse la expresion de un biomarcador. Los ejemplos de dichas muestras corporales incluyen, pero no se limitan
a sangre, linfa, orina, fluidos ginecoldgicos, biopsias y frotis. Las muestras corporales pueden obtenerse de un
paciente mediante una diversidad de técnicas que incluyen, por ejemplo, raspando o limpiando con un algodén un
area o utilizando una aguja para aspirar fluidos corporales. Los métodos para recoger diversas muestras corporales
son muy conocidos en la técnica. Las muestras corporales pueden trasladarse a un portaobjetos de vidrio para
verlas con aumento. Pueden aplicarse disoluciones de fijacion y de tincion a las células sobre el portaobjetos para
conservar el especimen y para facilitar el estudio.

En una realizacién, la muestra corporal se deriva de uno cualquiera de malignidades del cérvix, incluyendo el ensayo
de frotis del cérvix, de mama, malignidades del tracto urinario (ensayadas en muestras de tejido de biopsia y en
frotis de citologia urinaria), malignidades de colon, pulmén, vejiga, piel, laringe, eséfago, bronquios, noédulos
linfaticos, y hematoldgicas, también sangre y suero para encontrar pruebas de carcinoma y sarcoma metastasico. En
algunas realizaciones, la presente invencidon también puede emplearse para evaluar anomalias premalignas de
células epiteliales glandulares cervicales (neoplasia intraepitelial glandular, GIN) o anomalias premalignas en otros
tejidos.

En algunas realizaciones, pueden ser particularmente apropiados otros especimenes clinicos para su uso en
evaluaciones citologicas o bioquimicas, en los que la deteccion de células neoplasicas o su distinciéon de células que
muestran cambios reactivos puede ser muy dificil. Estos especimenes incluyen esputo, especimenes de lavado
broncoalveolar, orina y cepillado del tracto alimentario (incluyendo eséfago, estémago y pancreas, tanto del
conducto biliar como del conducto pancreatico).

En algunas realizaciones, la presente invencion puede aplicarse a la evaluacién histolégica o bioldgica de tejidos, en
la que la evaluacion de la proliferacion puede permitir una prediccion mas precisa del resultado clinico y/o una
seleccion mas logica de la terapia. Los especimenes pueden incluir malignidades de células glandulares (por
ejemplo, pulmén, mama, colon, préstata, estdmago), células escamosas (por ejemplo, pulmodn, piel, eséfago) u otros
tipos de células epiteliales (por ejemplo, vejiga, uréter, rifiidn, ovario).

En una realizacion, puede utilizarse un analisis de multiples parametros de Mcm2, Mcm3, Mcm4, Mcm5, Mcm6,
Mcm?7, geminina, Aurora A y Aurora B, y su sustrato de histona H3 para evaluar el avance del EOC y la cinética del
ciclo celular de este tipo de tumor, in vitro o in vivo.

La presente invencién se basa en el sorprendente descubrimiento de que la localizaciéon de biomarcadores de la via
de licencia de replicacion de ADN (por ejemplo, Mcm2, Mcm3, Mcm4, Mcm5, Mcm6, Mcm7, y geminina) que regula
la transicion de fase G1-S, combinado con biomarcadores de la maquinaria mitética (por ejemplo, Aurora A y su
sustrato de H3) que esta implicada en la transicion G2-M, mediante la formacion del perfil de inmunoexpresion en un
material de biopsia quirdrgico fijado del modo habitual, proporciona un conocimiento exclusivo de la cinética del ciclo
celular de estos tumores. Utilizando esta combinacion de marcadores en un analisis de multiples parametros es
posible determinar si las células tumorales se han retirado del ciclo (es decir, células tumorales estériles), una
poblaciéon que seria resistente a radiacién y a agentes anticancer dirigidos al ciclo celular. Ademas, para las células
tumorales dentro del ciclo (positivas a Mcm2-7), es posible determinar la velocidad del avance del ciclo celular.

Es probable que los tumores que muestran un avance retrasado y que estan principalmente en G1 muestren una
mala respuesta a los agentes dirigidos a la fase S y G2-M (tabla 1), y por tanto deben tratarse con agentes dirigidos
a G1 (fenotipo del tumor - altos niveles de Mcm2-7 pero asociados con bajos niveles de geminina, Aurora A y
H3S10ph, y unas proporciones de geminina/Ki67 que tienden a cero). En contraste, es probable que los tumores que
muestren un avance acelerado del ciclo celular tengan una buena respuesta a agentes dirigidos a S y G2 (tabla 1)
(fenotipo del tumor - altos niveles de Mcm2-7, geminina, Aurora A, H3S10ph con una proporcién de geminina/Ki67
que tiende a 1). También es probable que los tumores que muestren un avance acelerado del ciclo celular y una
fraccion alta de G2-M tengan la mejor respuesta a la radiacion. Son especialmente utiles las moléculas de unién
dirigidas contra constituyentes centrales de la via de licencia de replicacién del ADN (famila de proteinas Mcm2-7 y
geminina), y las moléculas de union dirigidas contra constituyentes centrales de la maquinaria mitética (Aurora A,
quinasa 1 de tipo Polo y H3S10ph). Pueden utilizarse otros biomarcadores como parametro adicional en el algoritmo
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que permite el analisis de la velocidad del avance del ciclo celular. Los biomarcadores que permiten el analisis de la
velocidad del avance del ciclo celular incluyen Ki67.

La duplicacién precisa del ADN durante cada ciclo de division celular es fundamental para la estabilidad genémica y
se logra a través de acontecimientos de inicio muy regulados. El inicio de la replicacién del ADN depende del
ensamblaje de complejos prerreplicativos en origenes de la replicacion durante la fase tardia de la mitosis y la fase
G1 temprana. El ensamblaje del complejo prerreplicativo implica la unién secuencial del complejo de reconocimiento
del origen (ORC), Cdc6, Cdt1, y Mcm2-7 a los origenes, y se “licencia” a la cromatina para la sintesis del ADN
durante la fase S. La regulacién de los factores de licencia de replicacion del ADN, tales como los niveles de las
proteinas Mcm2-7, proporciona un poderoso mecanismo corriente abajo para controlar la proliferacion celular en
tejidos humanos. La desregulacion de Mcm2-7 es un acontecimiento temprano en la tumorigénesis de multiples
etapa. La inhibicidon del reensamblaje del complejo prerreplicativo, que asegura que los origenes se activen una
Unica vez por cada ciclo celular, resulta fundamental para mantener la integridad genémica.

El represor de la licencia geminina se expresa a unos niveles elevados durante las fases S-G2-M y bloquea la
recarga de Mcm2-7 sobre la cromatina a través de su interaccién con Cdt1. En poblaciones de células humanas in
vivo, la falta de geminina produce una profunda inestabilidad gendmica con una sobrerreplicacion del ADN, que da
como resultado la aparicion de células con nucleos aneuploides gigantes, que son la caracteristica
morfologica/patolégica de los canceres agresivos. La inactivacion de la geminina también provoca la
sobreduplicacion del centrosoma que, junto con los mecanismos de punto de control de G2-M abrogados, produce
multiples defectos mitéticos que pueden estimular la agregacion incorrecta de cromosomas y la aneuploidia. Estos
descubrimientos enfatizan el papel clave que desempefia la geminina en el mantenimiento de la integridad genémica
en multiples etapas del ciclo celular.

Un control riguroso de los acontecimientos mitéticos es fundamental para que se complete de forma satisfactoria la
segregacion de las cromatidas hermanas y la division celular. Aunque las CDK son los reguladores clave de la
entrada mitética, no actian por si solas. La quinasa 1 de tipo Polo (PLK1), Aurora A y Aurora B son tres proteinas
quinasas adicionales que controlan un subconjunto de acontecimientos mitéticos fundamentales. El transito a través
de la mitosis depende de proteina quinasas, tales como la quinasa de tipo Polo (PLK) y las Aurora quinasas. Las
Aurora quinasas son importantes reguladores de varias etapas de la motisis, incluyendo la maduracion y la
separacion del centrosoma, la orientacion y la segregacién de los cromosomas, y la citoquinesis.

Al igual que la geminina, los niveles enddégenes de las Aurora quinasas estan fuertemente regulados de una manera
dependiente del ciclo celular, con bajos niveles en G1-S, una acumulacién durante G2-M, y una rapida degradacion
al final de la mitosis.

La cinética del ciclo de células tumorales no sdlo afecta a los algoritmos de prognosis, sino que también tiene
importancia para predecir la respuesta a farmacos especificos de la fase del ciclo celular (véase anteriormente). Los
inventores han demostrado que el andlisis de los constituyentes centrales de la maquinaria del ciclo celular
utilizando técnicas inmunohistolégicas sencillas, y aplicado directamente a material de biopsia quirirgica
convencional, proporciona un conocimiento detallado y exclusivo del perfil cinético del ciclo de las células tumorales
que esta funcionando in vivo.

Tal como se analiz6 anteriormente, la expresion de Mcm2, Mcm3, Mcm4, Mcm5, Mcm6, y Mcm7 (denominadas en la
presente “Mcm2-7" o “Mcm2 a 7”) permite distinguir a las células que estan atravesando el ciclo de las que estan en
estados “fuera de ciclo”. El inhibidor de la licencia de origen geminina sélo es detectable durante las fases S-G2-M,
al igual que las quinasas mitéticas PLK1, Aurora A y B. La histona H3 es un sustrato para las Aurora quinasas y solo
es fosforilada durante la mitosis. Asi, la fosfohistona H3 (H3S10ph) es un marcador de la fase M. Un analisis de
multiples parametros de estos reguladores de G1/S y G2/M por tanto proporciona una caracterizacion detallada del
estado del ciclo celular en material de biopsia quirurgica (fijado y procesado del modo habitual). Por ejemplo, en la
mama premenopausica en reposo, la expresion de Mcm2-7 es alta pero los niveles de proteinas de geminina,
Aurora A/B, PLK1 y H3S10ph son bajos, lo cual indica que el epitelio luminal mamario estd en un estado G1
extendido o detenido, un fenotipo que se observa también en lesiones premalignas y en neoplasmas de crecimiento
lento. En contraste, en tumores agresivos de crecimiento rapido, no sélo los niveles de expresion de Mcm2-7 son
altos, sino que también existe una expresion creciente de los marcadores de las fases S-G2-M y M. Este perfil es
indicativo de un avance acelerado del ciclo celular que parece correlacionarse con un mayor grado del tumor (un
estado menos diferenciado), una mayor inestabilidad genémica y una supervivencia reducida.

Por tanto, el analisis de biomarcadores del ciclo celular es valioso como variable predictiva de la respuesta
terapéutica, en particular para farmacos especificos de la fase del ciclo celular. Por ejemplo, los niveles de expresién
de Aurora A y PLK1, que son potentes dianas para inhibidores de molécula pequefia, varian ampliamente en el
cancer de ovario y de mama. Estos tumores también muestran unas cinéticas del ciclo celular y unas distribuciones
de fase del ciclo celular muy diferentes. Es mas probable que los tumores que muestran un avance acelerado del
ciclo celular y unos niveles altos de expresién de estas proteinas diana muestren la mayor respuesta a estas
intervenciones terapéuticas basadas en el mecanismo.

El analisis de la cinética del ciclo celular también puede utilizarse para controlar la respuesta a farmacos que afectan
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al avance del ciclo celular a través de la activacion de las vias de punto de control en células con proliferacion
andmala o anomalias del crecimiento celular. Por ejemplo, el andlisis de la inmunoexpresion de geminina, Aurora A,
PLK1, H3S10ph y geminina/Ki67 en material de biopsia pre- y postratamiento puede proporcionar una lectura para
identificar dosis tolerables de UCN-01 que entonces pueden utilizarse para abrogar la detencién del ciclo celular
inducida por cisplatino.

En algunas realizaciones, se proporcionan técnicas de inmunocitoquimica que utilizan anticuerpos para detectar la
sobreexpresion de polipéptidos biomarcadores en una muestra de un individuo. En este aspecto de la invencion, se
emplea al menos un anticuerpo dirigido contra un biomarcador especifico de interés. La sobreexpresién también
puede detectarse mediante técnicas basadas en &cidos nucleicos incluyendo, por ejemplo, hibridacion y RT-PCR.
También se proporcionan kits que comprenden reactivos para practicar los métodos de la invencion.

Aunque los métodos de la invencion requieren la deteccion de al menos un biomarcador en una muestra de un
paciente para la detecciéon de la enfermedad, en algunas realizaciones pueden utilizarse 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10 o
mas biomarcadores para practicar la presente invencion. Se reconoce que puede utilizarse la deteccion de mas de
un biomarcador en una muestra corporal para identificar casos de enfermedad. Por tanto, en algunas realizaciones
se emplean dos o mas biomarcadores, mas preferiblemente dos o mas biomarcadores complementarios.
“Complementario” significa que la deteccion de la combinacién de biomarcadores en una muestra corporal da como
resultado la identificacion satisfactoria de la enfermedad en un mayor porcentaje de casos que los que podrian
identificarse si s6lo se utiliza uno de los biomarcadores. Por tanto, en algunos casos, puede realizarse una
determinaciéon mas precisa de la enfermedad utilizando al menos dos biomarcadores.

Por consiguiente, cuando se emplean al menos dos biomarcadores, se utilizaran al menos dos anticuerpos dirigidos
contra polipéptidos biomarcadores diferenciados para practicar los métodos de inmunocitoquimica descritos en la
presente. Los anticuerpos puede ponerse en contacto con la muestra corporal de modo simultaneo o al mismo
tiempo.

Si un tejido se clasifica como potencialmente precanceroso o canceroso, o0 ya precanceroso o canceroso, basandose
en una anomalia detectada en una muestra de tejido segun la presente invencién, se requerira un diagnoéstico y/o
seguimiento clinico apropiado.

La presente invencién también proporciona métodos predictivos para determinar el desarrollo de la terapia para el
trastorno diagnosticado.

Las muestras que se van a someter a un contacto con un miembro de unién especifica segun diversos aspectos de
la presente invencién pueden prepararse utilizando cualquier técnica disponible que permita la uniéon de una
molécula de union especifica con el polipéptido diana, la determinacién de los niveles de acidos nucleicos, la
actividad enzimatica, etc., segun diferentes realizaciones de la presente invencién. En la técnica son habituales
diversas técnicas, por ejemplo, para moléculas tales como anticuerpos que se unen al polipéptido diana, las que se
emplean para fijar células para la inmunohistoquimica.

La deteccién de un miembro de unién especifica, tal como un anticuerpo, en muestras control y de ensayo puede
determinarse mediante cualquier medio apropiado. El marcaje con moléculas indicadoras individuales es una
posibilidad. Las moléculas indicadoras pueden generar, de modo directo o indirecto, sefiales detectables y
preferiblemente mensurables. La uniéon de las moléculas indicadoras puede ser directa o indirecta, de modo
covalente, por ejemplo, a través de un enlace peptidico, o no covalente. La unién a través de un enlace peptidico
puede ser el resultado de la expresion recombinante de una fusién génica que codifica una molécula de union (por
ejemplo, un anticuerpo) y una molécula indicadora.

Un modo preferido es mediante el enlace covalente de cada miembro de uniéon con un tinte individual de
fluorocromo, fosforo o de laser con caracteristicas de absorcion o de emision espectralmente aisladas. Los
fluorocromos adecuados incluyen fluoresceina, rodamina, ficoeritrina y rojo Texas. Los tintes cromogénicos
adecuados incluyen diaminobencidina.

Otros indicadores incluyen particulas coloidales macromoleculares o material en particulas, tales como esferas de
latex que estan coloreadas, magnéticas o paramagnéticas, y agentes biolégica o quimicamente activos que de modo
directo o indirecto pueden provocar sefiales detectables que puedan observarse de modo visual, detectarse de
modo electronico o registrarse de otro modo. Estas moléculas pueden ser enzimas que catalizan reacciones que
desarrollan o cambian colores o que provocan cambios en las propiedades eléctricas, por ejemplo. Pueden ser
molecularmente excitables, de modo que las transiciones electrénicas entre estados energéticos produzcan
absorciones o emisiones espectrales caracteristicas. Pueden incluir entidades quimicas utilizadas junto con
biodetectores. Pueden emplearse sistemas de deteccion de biotina/avidina o biotina/estreptavidina y de fosfatasa
alcalina. Otros ejemplos son la peroxidasa de rabano y la quimioluminiscencia.

Una molécula de unién especifica puede proporcionarse en un kit, que puede incluir instrucciones para su uso segun
la presente invencidon. Puede incluirse uno o mas reactivos distintos, por ejemplo, moléculas marcadoras. Los
reactivos pueden proporcionarse dentro de recipientes que los protegen frente al ambiente exterior, tales como un
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vial sellado. Un kit puede incluir uno 0 mas articulos para proporcionar la propia muestra de ensayo dependiendo del
tejido de interés, por ejemplo, un algodén para retirar células de la cavidad bucal, una jeringa para retirar una
muestra de sangre, una espatula para recoger un frotis cervical, una pistola de biopsia, etc. (estos componentes
generalmente son estériles).

Un kit puede incluir cualquier combinacion de un agente de bloqueo para disminuir la tincidon no especifica, un
tampon de conservacién para conservar la actividad de la molécula de unién durante el almacenaje, un tampén de
tincién y/o un tampdn de lavado para ser utilizado durante la tinciéon del anticuerpo, un control positivo, un control
negativo, etc. Los controles positivos y negativos pueden utilizarse para validar la actividad y la utilizacién correcta
de los reactivos empleados segun la invencién y que pueden proporcionarse en un kit. Los controles pueden incluir
muestras, tales como secciones de tejidos, células fijadas sobre cubreobjetos, etc., de las cuales se sabe que son
positivas 0 negativas en presencia de la diana, tales como uno o mas de los biomarcadores descritos en la presente.
El disefio y el uso de controles es habitual y esta dentro de las capacidades habituales de los expertos en la técnica.

Las muestras pueden retirarse del cuerpo utilizando cualquier medio y técnica convenientes. Puede emplearse una
espatula o un algododn para retirar células del endotelio, por ejemplo, del cérvix o de la cavidad bucal. La sangre y
otras muestras de fluidos pueden retirarse utilizando una jeringa o aguja. Otras muestras de tejidos pueden retirarse
mediante biospia o corte de tejidos.

En un primer aspecto, la presente invenciéon proporciona un método para determinar un protocolo de tratamiento
para un sujeto que tiene cancer, comprendiendo el método las etapas de:

(a) evaluar el nivel de un primer biomarcador seleccionado de al menos uno de Mcm2 a 7 en una muestra biolégica
del sujeto; y

(b) evaluar el nivel de un segundo biomarcador seleccionado de al menos uno de geminina, Aurora A, Plk1, Ki67, y
H3S10ph en la muestra bioldgica del sujeto;

en el que la combinacion del nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es indicativa del régimen de tratamiento prescrito
para el sujeto;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, el protocolo de tratamiento se selecciona de
uno o mas de:

(a) un control; y
(b) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos no especificos del ciclo celular;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, el régimen de tratamiento se selecciona de
uno o mas de:

(a) un control;
(b) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos especificos de G1 o no especificos del ciclo celular; y
(c) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos no especificos del ciclo celular S y G2/M; y

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, el régimen de tratamiento se selecciona de
uno o mas de:

(a) la cirugia; y
(b) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos especificos de la fase del ciclo celular S y G2/M.

En un aspecto relacionado, el método para determinar un protocolo de tratamiento para un sujeto comprende
también evaluar el nivel de un tercer biomarcador seleccionado de al menos uno de geminina, Aurora A, Plk1, Ki67,
y H3S10ph en la muestra biolégica de dicho sujeto, en el que el segundo y el tercer biomarcador son diferentes.

Los agentes quimioterapéuticos no especificos del ciclo celular incluyen, sin limitarse a mitomicina C (MMC),
clorhidrato de 1-(4-amino-2-metilpirimidin-5-il)metil-3-(2-cloroetil)-3-nitrosourea (ACNU) y gas mosaza (HN2), cis-
platino, 4-hidroperoxiciclofosfamida, flavopiridol.

Los agentes especificos de la fase del ciclo celular S incluyen, pero no se limitan a 5-fluorouracilo, hidroxiurea,
metotrexato, epirrubicina, etopdsido, metotrexato, 5-fluorouracilo, 5-fluorodesoxiuridina, citarabina, gemcitabina,
cladribina, tioguanina, fludarabina, hidroxiurea, inhibidores de topoisomerasa | (irinotecano, topotecano), inhibidores
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de topoisomerasa Il (etodsido, tenipdsido, anatraciclinas, epirrubicina).
Los agentes especificos de la fase del ciclo celular G1 incluyen, pero no se limitan a asparaginasa, prednisolona.

Los agentes especificos de la fase del ciclo celular G2/M incluyen, pero no se limitan a etopdsido, cisplatino,
estaurosporina, ZM447439, vinca-alcaloides (vindesina, vinelobrina, vincristina, vinblastina). taxanos (paclitaxel,
docetaxel), bleomicina, estaurosporina, ZM447439 (inhibidor de Aurora quinasa A y B), BI2536 (inhibidor de quinasa
| de tipo Polo).

Los agentes especificos de la fase del ciclo celular M incluyen, pero no se limitan a docetaxel, BI2536.
Los agentes que actian en multiples etapas dentro de un ciclo celular incluyen, pero no se limitan a flavopiridol.

Aunque esta invencion se ha descrito en conexion con sus realizaciones especificas, se entendera que pueden
hacerse otras modificaciones. Esta solicitud pretende cubrir cualquier variacién, uso o adaptacion de la invencion
que siga en general los principios de la invencién y comprende las desviaciones de la presente invencion dentro de
la practica conocida o acostumbrada dentro de la técnica a la cual pertenece la invencién y tal como pueden
aplicarse a las caracteristicas fundamentales indicadas anteriormente en la presente.

“Comprende/que comprende”, cuando se emplea en esta descripcidn, indica la presencia de las caracteristicas, los
numeros enteros, las etapas o los componentes indicados, pero no excluye la presencia o la adiciéon de una o mas
caracteristicas, numeros enteros, etapas, componentes o grupos de esta.

Un segundo aspecto de la presente invencién proporciona un método para determinar una prognosis de avance de
un cancer en un sujeto, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) evaluar el nivel de un primer biomarcador seleccionado de al menos uno de Mcm2-7 en una muestra bioldgica
del sujeto; y

(b) evaluar el nivel de un segundo biomarcador seleccionado de al menos uno de geminina, Aurora A, Plk1, Ki67 y
H3s10ph en la muestra bioldgica del sujeto;

en el que la combinacion del nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es indicativa del avance del cancer en el sujeto;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, la prognosis del sujeto es indicativa de una
probabilidad reducida del avance del cancer;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, la prognosis del sujeto es indicativa de una
probabilidad reducida del avance del cancer; y

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, la prognosis del sujeto es indicativa de una
probabilidad aumentada del avance del cancer.

En una realizacion relacionada, el método para determinar la prognosis del avance de un cancer comprende ademas
evaluar el nivel de un tercer biomarcador seleccionado de al menos uno de geminina, Aurora A, Plk1, Ki67 y
H3S10ph en la muestra bioldgica del sujeto, en el que el segundo y el tercer biomarcador son diferentes.

En una realizacién relacionada, cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es
bajo, y el nivel del segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, la prognosis del sujeto es
indicativa de una tasa de supervivencia a los 5 afios mayor que 80%, 85% o0 89%.

En una realizacion relacionada, cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es
alto, y el nivel del segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, la prognosis del sujeto es
indicativa de una tasa de supervivencia a los 5 afios mayor que 80%, 85% 0 87%.

En una realizacién relacionada, cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es
alto, y el nivel del segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, la prognosis del sujeto es
indicativa de una tasa de supervivencia a los 5 afios menor que 70%, 60% 0 56%.

Los niveles de los biomarcadores de la presente invencidon pueden medirse utilizando cualquier medio conocido por
los expertos en la técnica. En un aspecto, los niveles de biomarcadores pueden medirse utilizando un método de
ensayo inmunoldgico tal como, pero sin limitarse a transferencias por puntos, transferencias por ranuras, RIA,
micromatrices y ELISA. En otro aspecto, los niveles de los biomarcadores pueden medirse utilizando un método de
ensayo con base biolégica molecular tal como, pero sin limitarse a un analisis de la transferencia Northern, un
analisis de la transferencia Southern, un andlisis de la transferencia Western, RT-PCR, PCR, ensayos de
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amplificacion basados en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA), amplificacion mediada por transcripcion (TMA),
0 una matriz de deteccién por ordenador.

Es importante advertir que el orden en el que se miden los niveles del primer, segundo, tercer o posteriores
biomarcadores no es importante. Por ejemplo, todos los biomarcadores pueden medirse al mismo tiempo. Como
alternativa, el segundo o el tercer o posteriores biomarcadores pueden evaluarse antes del nivel del primer
biomarcador.

Ejemplos

Ejemplo 1: Los factores de licencia de replicacion del ADN y las quinasas mitéticas definen el estado
proliferaivo y estan relacionados con el resultado clinico en el cAncer de mama

Cohorte de estudio

Se identificaron 182 pacientes diagnosticados con cancer de mama invasivo de la base de datos del cancer de
mama del departamento de cirugia, UCL Hospitals, Londres, Reino Unido. Todas las pacientes estudiadas se
sometieron a una evaluacion clinica posoperatoria regular y contribuyeron a los andlisis transversales. Diez no
realizaban el seguimiento y 5 tenian cancer recurrente, de las cuales 2 murieron de cancer de mama. Ciento sesenta
y siete pacientes contribuyeron a los analisis prospectivos de supervivencia y recaida, de las cuales 24 (14%)
murieron de cancer dentro del periodo de estudio, 12 murieron de otras causas no relacionadas, y 131 aun estaban
vivas en el ultimo seguimiento. Se produjeron 40 (25%) acontecimientos de recaida que comprenden recaidas y
muertes por cancer. La mediana del periodo de seguimiento fue de 47 meses (intervalo: 1-92 meses). El tiempo
medio hasta la recaida entre las que sufrieron recaidas fue de 26 meses (desviacion estandar (SD) = 15 meses,
intervalo: 2-55 meses). La media del tiempo de seguimiento entre las que no habian sufrido aun recaidas fue de 52
meses (SD = 20 meses, intervalo: 2-92 meses). El tiempo de supervivencia medio entre las que que murieron fue de
21 meses (SD = 12 meses, intervalo: 4-44 meses). La media del tiempo de seguimiento entre las que aun no habian
muerto fue de 50 meses (SD = 21 meses, intervalo: 1-92 meses). Se obtuvo tejido de mama quirurgico introducido
en parafina y fijado con formaldehido de estas pacientes, procedente de los archivos de patologia que incluia los
tres grados histolégicos (1-3), determinados segun la modificacion de Nottingham del método de Bloom vy
Richardson. Pudieron utilizarse portaobjetos e informes histolégicos de todos los casos. Estos incluian 142
carcinomas ductales invasivos, 26 lobulares, 4 mucinosos, uno micropapilar, y 9 de tipo mixto. Los parametros
registrados incluian grado histolégico, tamarfio del tumor, tipo de tumor, estado de los nédulos linfaticos, invasion
linfovascular (LVI), edad y NPI. También se estudiaron casos seleccionados al azar de tejido de mama normal de 21
mujeres premenopausicas que se habian sometido a una mamoplastia de reduccion. Se obtuvo la aprobacion del
comité local de ética en investigaciéon de los comités conjuntos de UCL/UCLH Committees on the Ethics of Human
Research.

Anticuerpos

Se generaron anticuerpos policlonales de conejo contra la geminina humana segun se ha descrito (Wharton, S.B.,
Hibberd, S., Eward, K.L., et al., Br. J. Cancer, 2004, 91:262-269). Se obtuvo el MAb de Ki67 (clon MIB-1) de DAKO
(Glostrup, Dinamarca), el MAb de Mcm2 (clon 46) de BD Transduction Laboratories (Lexington, KY), el Mab del
receptor-a. de estrégeno (ER) (clon 1D5) y el Mab del receptor de progesterona (clon PgR 636) de DAKO, el MAb de
Aurora A NCL-L-AK2 (clon JLM28) de Novocastra Laboratories (Newcastle, Reino Unido), el MAb de la quinasa 1 de
tipo Polo (PLK1) (clon 35-206) y Pab de la histona H3 fosforilada en la serina 10 (H3S10ph) de Upstate (Lake Placid,
NY).

Cultivo celular

Se cultivaron células de adenocarcinoma epitelial de mama MCF-7 humanas (ATCC HTB-22) en EMEM (Gibco-BRL,
Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) suplementadas con glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales al 1%, FCS al
10%, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 0,1 mg/ml.

Preparacion de extractos de proteinas e inmunotransferencia

Se recolectaron células MCF7 mediante un tratamiento con tripsina, se lavaron con PBS y se resuspendieron en
tampon de lisis (Tris-Cl 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 20 mM, NP40 al 0,5%) a 2 x 107 células/ml. Después
de una incubacén en hielo durante 30 min, el lisado se aclaré mediante centrifugacion (13.000 g, 15 min, 4 °C). Los
lisados se separaron mediante SDS al 4-20%-PAGE (75 ng de proteinas/pocillo) y se inmunotransfirieron como se
ha descrito (Stoeber et al., J. Cell Sci., 114:2027-2041, 2001). El bloqueo, las incubaciones de anticuerpos, y las
etapas de lavado se realizaron utilizando las siguientes condiciones: PBS/Tween-20 al 0,1%/leche al 5% para Mcm2,
Aurora Ay PLK1, PBS/Tween-20 al 1%/leche al 10% para geminina, y PBS/leche al 5% para H3S10ph.

Inmunohistoquimica

Pudo utilizarse tejido de archivo introducido en parafina y fijado con formaldehido (PWET) obtenido en el diagndstico
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inicial para todas las pacientes, y para cada especimen se eligié un bloque que contenia una muestra representativa
de un tumor invasivo. Se cortaron secciones de 3 um sobre portaobjetos Superfrost Plus (Visions Biosystems, Reino
Unido), se retird la cera con xileno, y se rehidrataron con alcohol de graduacion descendiente hasta agua. Las
secciones de tejido se cocieron a presién en tampoén citrato 0,1 M a pH 6,0 durante 2 min y se inmunotifieron
utilizando el kit Bond™ Polymer Refine Detection y el sistema automatico Bond™-Max (Vision Biosystems, Newcastle
Upon Tyne, Reino Unido). Se aplicaron anticuerpos primarios a las siguientes diluciones: Ki67 (1/300), Mcm2
(1/2000), geminina (1/600), ER (1/200), PR (1/200), Aurora A (1/70), PLK1 (1/1000) y H3S10ph (1/300). Se realizé la
inmunotincion de HER-2 utilizando DAKO HercepTest™ (DAKO) segun las instrucciones del fabricante. Se aplicaron
los cubreobjetos con medio de montaje Pertex (Cell Path Ltd., Newtown Powys, Reino Unido). Se empled una
incubacién sin anticuerpos primarios como control negativo y secciones epiteliales colénicas como controles
positivos.

Analisis del perfil de expresién de proteinas

Se realizd el andlisis de expresion de proteinas mediante la determinacion del indice de marcaje (LI) de los
marcadores en cada tumor segun se ha descrito (Shetty et al., Br. J. Cancer, 93:1295-1300, 2005; Dudderidge et al.,
Clin. Cancer Res., 11:2510-2517, 2005). Se evaluaron los portaobjetos con un aumento bajo (100 x) para identificar
regiones del tumor con la mayor intensidad de tincion. A partir de estas areas seleccionadas se capturaron de tres a
cinco campos con un aumento de 400 x con una camara con dispositivo acoplado cargado y un paquete informatico
de analisis (SIS, Miinster, Alemania). Las imagenes después se imprimieron para el andlisis cuantitativo, que se
realizé sin que el observador supiera las variables clinicopatoldgicas. Se contaron las células positivas y negativas
dentro del campo y se excluyeron las células estromaticas o inflamatorias. El criterio para la identificacion de células
positivas depende del biomarcador: para Ki67, Mcm2, geminina, ER, PR y H3S10ph, las células con cualquier grado
de tincidn nuclear se clasificaron como positivas; para Aurora A y PLK1, las células con cualquier grado de tincién
nuclear o citoplasmica se clasificaron como positivas (Gritsko et al., Clin. Cancer Res., 9:1420-1426, 2003). Se conto
un minimo de 500 células para cada caso. El LI se calculd utilizando la siguiente férmula: LI = nimero de células
positivas/numero de células totales x 100. Para la evaluacién de la sobreexpresién de la proteina de HER-2, se
evalué la tincion de la membrana siguiendo el sistema de puntuacién aprobado por la FDA recomendado por DAKO.

Citometria de imagen de ADN

Para cada caso se emple6 una seccion de 40 um de PWET obtenido del mismo bloque que el utilizado en la
evaluacion mediante IHC, para preparar nucleos segun se ha descrito (Sudbo et al.,, N. Engl. J. Med., 344:1270-
1278, 2001; Haroske et al., Anal. Cell Pathol., 1998, 17:189-200, 1997). Se empled el sistema de ploidia del ADN
Fairfield (Fairfield Imaging Ltd., Nottingham, Reino Unido) para el procesamiento, andlisis y clasificacion de las
imagenes segun se ha descrito (Sudbo et al., 2001, supra). Se incluyeron linfocitos y células plasmaticas como
controles internos y secciones de 40 um de tumor de vejiga de grado alto y de tejido colénico normal como controles
externos para poblaciones aneuploides y diploides, respectivamente. Los histograma se clasificaron segun criterios
publicados (Sudbo et al., 2001, supra; Haroske, 1998, supra). Los histogramas fueron clasificados por dos asesores
independientes con un alto nivel de concordancia sin que conociesen las variables clinicopatoldgicas. Para el
analisis estadistico, los tumores tetraploides y poliploides se agruparon junto con los tumores aneuploides.

Analisis estadisticos

Los biomarcadores se resumen con la mediana y el intervalo intercuartil. Se emple6 el ensayo de la U de Mann-
Whitney para comparar cada marcador con el estado de los nddulos linfaticos, el estado de poliploidia, y con una
muestra de grado 3 frente a la muestra normal. Se empled el ensayo no paramétrico de Jonckheere-Terpstra para la
tendencia, para comparar marcadores con grado y estado de Her2. Se ultiliz6 el coeficiente de correlacion de rangos
de Spearman para evaluar las asociaciones entre marcadores y NPI. Se uso el ensayo de la chi-cuadrado para la
asociacion lineal a lineal con un grado de libertad para ensayar la asociacion entre Her2 y estado de ploidia. Se
empled el ensayo de la t desapareado para comparar le media de NPI segun el estado de ploidia.

Se utilizoé una regresion lineal para evaluar la tendencia en la media de NPI a través de Her2. Se empleé la regresion
de Cox en el analisis de la recurrencia del cancer y de la muerte por cancer para proporcionar proporciones de
riesgo y para evaluar la prediccion de los marcadores, divididos en dos categorias en la mediana, tanto en modelos
de una variable como en modelos de multiples variables ajustandose para NPI. Se utilizaron graficas de Kaplan-
Meier para mostrar los efectos predictivos calculados de los marcadores sin tomar en cuenta la categoria de NP1, y
también estratificados segun la categoria de NPI. Todos los analisis emplearon ensayos bilaterales, con los efectos
resumidos utilizando intervalos de confianza del 95% y se evaluaron como estadisticamente significativos al nivel del
5% utilizando el paquete informatico SPSS (versién 12.0.1).

Resultados

Validacion del analisis de multiples parametros de los biomarcadores y sus implicaciones biolégicas

Se confirmé la monoespecificidad de los anticuerpos contra Mcm2, geminina, Aurora A, PLK1 y H3S10ph en
extractos de células totales de células MCF7 asincronas mediante la deteccion de una Unica proteina con una masa
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molecular coherente con la movilidad electroforética referida del correspondiente antigeno humano (figura 5A). En
un estudio separado de este conjunto de biomarcadores en células HeLa S3 y en células de cancer de ovario SK-OV
3, los inventores demostraron que los niveles de Mcm2 no varian significativamente durante el paso a través del
ciclo celular, mientras que la expresién de geminina se limita a S-G2-M. Los niveles de Aurora A y PLK1 son
insignificantes durante G1, aumentan durante la fase S y alcanzan un maximo durante G2/M, produciéndose la
degradacion de 2-4 horas después de abandonar la detencion mitética. La presencia de H3S10ph se limita a la
mitosis, lo cual consolida la légica para su uso como marcador mitético. Puesto que el marcador de proliferacion
Ki67 esta presente a lo largo del ciclo celular en células en proliferacion, la proporcion de un marcador de la fase S-
G2-M o de la fase M con Ki67 (por ejemplo, geminina/Ki67, Aurora A/Ki67 o H3S10ph/Ki67) puede utilizarse como
indicador de la longitud relativa de la fase G1 y, por tanto, la velocidad del avance del ciclo celular. De manera
notable, el aumento en la expresion de geminina se limita a S-G2-M, incluso en tumores agresivos.

El andlisis de la expresion de proteinas de estos marcadores del ciclo celular se estudié en primer lugar en
especimenes de mama normales tras una mamoplastia de reduccién (n = 21). Se observo un alto nivel de expresion
de Mcm2 en células epiteliales de la unidad lobular ductal terminal (TDLU), lo cual indica que estas células estan en
un estado “dentro de ciclo” (mediana: 33,5%). Aunque el nivel de expresién de Mcm2 era elevado, Ki67 fue
expresado a niveles bajos (mediana: 2,8%). De manera notable, la geminina, Aurora A, PLK1 (marcadores de la
fase S-G2-M) y H3S10ph (marcador de la fase M) s6lo fueron expresados en una fraccion muy pequefia de células
(<1%) de la TDLU, lo cual indica un bloqueo al avance del ciclo celular. Tomado conjuntamente, este fenotipo del
ciclo celular es coherente con un estado de G1 detenida. Por contraste, el cancer de mama invasivo mostré unos
altos niveles de expresion de biomarcadores indicativos del avance del ciclo celular (figura 5B). Se produce un
notable aumento en los niveles de expresion de proteinas de Ki67, Mcm2, geminina, Aurora A, PLK1 y H3S10ph
cuando se compara la situacién normal con tumores agresivos de grado 3 (valores de la mediana: Mcm2 [33,5%
frente a 92,3%, p>0,001], Ki67 [2,8% frente a 40,2%, p>0,001], geminina [0,98% frente a 17,4%, p>0,001], Aurora A
[0% frente a 11,7%, p>0,001], PLK1 [0,37% frente a 14,2%, p>0,001], y H310ph [0% frente a 2,5%, p>0,001]). Este
aumento se asocié con una notable disminucion en la proporcién de Mcm2/Ki67 (valores de la mediana: 9,3% frente
a 1,71%, p<0,001). La reduccion en el valor de Mcm2/Ki67 refleja un cambio desde un estado de G1 detenida no
proliferativo licenciado a un estado de proliferacion activa, y esta asociada con la expresion de los marcadores de S-
G2-M indicativos del avance del ciclo celular.

Relacién entre biomarcadores, estado de ploidia del ADN tumoral y parametros clinicopatolégicos

Las caracteristicas clinicopatoldgicas del estudio se resumen en la tabla 2. En primer lugar, los inventores estudiaron
la relacion entre la expresion de biomarcadores del ciclo celular y el estado de diferenciaciéon de los tumores. Los
niveles de expresion de los seis biomarcadores estaban fuertemente asociados con el grado del tumor (tabla 3),
aunque existe algo de solapamiento entre la distribuciéon de los niveles de biomarcadores entre los grados (por
ejemplo, niveles de Aurora A y PLK1, figura 6). Estos datos demuestran una proporcion creciente de células dentro
del ciclo a medida que aumenta la anaplasia del tumor, pero también indican que los biomarcadores no distinguen
totalmente entre los grados para todos los pacientes dentro de cada grado. De acuerdo con estos descubrimientos,
se encontrd una asociacion muy significativa entre el grado del tumor y el estado de ploidia (p<0,001). Las
proporciones de geminina/Ki67, Aurora A/Ki67, Aurora B/Ki67 y H3S10ph/Ki67 no muestran cambios significativos a
medida que aumenta el grado, lo cual indica que la diferenciaciéon detenida no esta asociada con una velocidad
acelerada del avance del ciclo celular en tumores de grado alto (tabla 3). Esto supone un marcado constraste con
los descubrimientos de los inventores en el cancer de ovario, en el que se observd un avance acelerado del ciclo
celular a medida que aumentaba la anaplasia del tumor (geminina/Ki67: p<0,007, Aurora A/Ki67: p<0,0002,
H3S10ph/Ki67: p<0,0002). Por contraste, y en coherencia con los descubrimientos de los inventores en otros tipos
de tumores, la proporcién de Mcm2/Ki67 disminuye a medida que aumenta el grado del tumor, lo cual refleja un
desplazamiento en la proporcién de células no proliferativas pero con licencia de replicacion del ADN en tumores
bien diferenciados, a células en ciclo activo en tumores poco diferenciados (tabla 3). La correlacion positiva entre la
expresion de geminina y el aumento de la anaplasia del tumor y la inestabilidad gendmica indica que este represor
de la licencia de origen no parece comportarse como un supresor tumoral en el cancer de mama. Esto también se
ha observado en otros tipos tumorales, por ejemplo, en linfomas de células B periféricos y en cancer de ovario, en
los que el numero de células que expresan geminina es proporcional al indice de proliferacion celular.

Para investigar la relacion entre los biomarcadores y la inestabilidad gendmica, los inventores han relacionado sus
perfiles de expresion con el contenido en ADN tumoral (tabla 4). Existe una asociacién muy significativa entre los
niveles de expresion de todos los biomarcadores del ciclo celular que incluyen Ki67 (p<0,001), Mcm2 (p = 0,009),
geminina (p<0,001), Aurora A (p<0,001), PLK1 (p = 0,002) y H3S10ph (p<0,001) y la inestabilidad gendmica.
Tambien se produjo una disminuciéon significativa en la proporcion de Mcm2/Ki67 (p = 0,004). Tomados
conjuntamente, estos datos demuestran una mayor proporcion de células en ciclo activo en los tumores aneuploides
comparado con los tumores diploides. De manera interesante, de nuevo, al igual que en el caso del estado de
diferenciacion de estos tumores, no existen pruebas de un avance acelerado del ciclo celular en tumores
aneuploides, en contraste con los descubrimientos de los inventores en el cancer de ovario, en el que aumentan
varias proporciones de biomarcador del ciclo celular/Ki67.

No se descubrié ninguna asociacion significativa entre la expresion de Ki67, Mcm2, geminina, Aurora Ay PLK1 y la
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metastasis de nddulos linfaticos (tabla 5). Se observo una débil asociacion con la expresion de H3S10ph (p = 0,02).
Se produce una fuerte asociacion inversa con la expresion de ER (p = 0,007) y PR (p = 0,005). Esto contrasta con
los descubrimientos de los inventores en el ovario, en el que se descubrié una fuerte asociacion entre Aurora A (p =
0,006), H3S10ph (p = 0,002), Aurora A/Ki67 (p = 0,003), H3S10ph/Ki67 (p = 0,005) y el estadio tumoral, que refleja
el papel de la desregulacion de la Aurora A en la tumorigénesis ovarica epitelial temprana y el avance a un estadio
de la enfermedad avanzado. Los niveles de expresion de Ki67, Mcm2, geminina, Aurora A, PLK1, H3S10ph
muestran una fuerte correlacion positiva, y ER y PR una correlaciéon negativa, con una mayor puntuacién de NPI
(tabla 6). También se produjo una significativa disminucién en la proporcion de Mcm2/Ki67, que significa un
desplazamiento desde un estado no proliferativo licenciado a un estado de proliferacion activa con una mayor
puntuacién de NPI. La expresién de biomarcadores del ciclo celular no esta significativamente asociada con el
estado de Her2, pero se produce una fuerte asociacion inversa con la expresion de PR (p<0,001) (tabla 7). También
se produce una asociacion entre la mayor puntuacion de NPl y la sobreexpresion de Her2, y se observé una
asociacion débil entre la aneuplodia y una mayor puntuacién de NPI (tabla 8). También se observd una débil
asociacion entre una mayor puntuacion de Her2 y la aneuploidia (chi-cuadrado = 3,03, p = 0,082).

Relacién entre biomarcadores, estado de ploidia del ADN tumoral y resultado del paciente

Analisis de una variable

La puntuacion de NPI es una potente variable predictiva de la recurrencia del cancer de mama y la muerte por
cancer de mama en esta cohorte de pacientes, aumentado el riesgo de recurrencia justo por debajo de dos veces
por unidad de puntuacién de NPI (HR = 1,81 [1,47-2,23], p<0,001) y aumentando el riesgo de muerte justo por
encima de dos veces por unidad de puntuaciéon de NPI (HR = 2,15 [1,61-2,88], p<0,001). La edad de la paciente no
es un factor predictivo (tabla 9) (figura 7A). Se identificaron a Ki67, Mcm2, geminina, Aurora A, PLK1 y H3S10ph
como potentes variables predictivas de la recurrencia del cancer de mama (HR = 2,77 [1,44-5,30], p = 0,002; HR =3
[1,56-5,76], p<0,001; HR = 3,93 [1,98-7,80], p<0,001; HR = 3,31 [1,67-6,57], p<0,001; HR = 4,48 [2,21-9,09],
p<0,001; HR = 3,49 [1,76-6,92], p<0,001, respectivamente) (figura 7B y 7C). Estas asociaciones también se
observaron para la supervivencia pero no eran tan potentes debido al nimero mas pequeio de acontecimientos en
esta cohorte (Mcm2: HR = 2,32 [0,99-5,43], p = 0,05; geminina: HR = 2,43 [1,04-5,68], p = 0,04; Aurora A: HR = 2,18
[0,93-5,12], p = 0,07; PLK1: HR = 3,46 [1,37-8,71], p = 0,009; H3S10ph: HR = 3,29 [1,31-8,30], p = 0,01). Se observd
un menor riesgo de recurrencia en el grupo diploide, pero no fue significativo (HR = 0,62 [0,33-1,18], p = 0,14).
Aparece una tendencia creciente significativa en el riesgo de recurrencia y muerte a medida que aumenta la
categoria de la expresion de Her2 (HR = 1,44 [1,13-1,83], p = 0,003; y HR = 1,40 [1,02-1,94], p = 0,04,
respectivamente).

Valor predictivo de biomarcadores ademas de NPI

El analisis de multiples variables demuestra que los efectos de estos biomarcadores del ciclo celular siguen siendo
estadisticamente significativos y predictivos de la recurrencia del cancer, incluso después de ajustar para NPI. Se
identificd a Ki67, Mcm2, geminina, Aurora A, PLK1, y H3S10ph como potentes variables predictivas independientes
del cancer de mama ademas de NPI (HR = 2,13 [1,08-4,23], p = 0,03; HR = 2,22 [1,12-4,41], p = 0,02; HR = 2,64
[1,27-5,49], p = 0,01; HR = 2,82 [1,37-5,80], p = 0,005; HR = 3,31 [1,57-6,97], p = 0,002; HR = 2,07 [1,02-4,20], p =
0,04, respectivamente) (figuras 8 y 9). Aunque resulta valioso utilizar un biomarcador del ciclo celular para predecir
la recurrencia, no se logré un valor afiadido por la inclusion de dos o mas marcadores. Esto en parcialmente debido
a que existe una correlacién entre marcadores y variables ciclinopatolégicas. De manera interesante, las quinasas
mitoticas Aurora A y PLK1 se identificaron como las variables predictivas independientes mas poderosas de la
recurrencia del cancer de mama.

Relacién entre el fenotipo del ciclo celular, las variables clinicopatoldgicas y el resultado del paciente

Los inventores han descubierto que los biomarcadores especificos de la fase del ciclo celular individuales son
poderosos marcadores de prognosis independientes en el cancer de mama. Esto plantea la cuestion de si la cinética
del ciclo celular o el fenotipo del ciclo celular de un tumor también pueda tener un impacto sobre la patobiologia de
este tipo de tumor concreto. Los inventores habian demostrado previamente en sus ensayos de replicacion de ADN
in vitro, que la infrarregulaciéon de los factores de licencia Mcm2-7, constituyentes de la ADN helicasa, es un
mecanismo corriente abajo ubicuo mediante el cual se disminuye la capacidad proliferativa de las células, a medida
que las células salen del ciclo de divisidon celular hacia estados fuera de ciclo quiescentes (GO), diferenciados o
senescentes (Williams y Stoeber, Curr. Opin. Cell Biol., 19:672-679, 2007; Blow y Hodgson, Trends Cell Biol., 12:72-
78, 2002; Stoeber et al., EMBO J., 17:7219-7229, 1998; Stoeber et al., J. Cell Sci., 114:2027-2041, 2001; Kingsbury
et al., Exp. Cell Res., 309:56-67, 2005; Barkley et al., Exp. Cell Res., 313:3789-3799, 2007). Para determinar el
fenotipo del ciclo celular, los inventores seleccionaron un punto de corte del 30% para la expresion de la proteina
Mcm2 para definir un grupo (Mcm2 <30%, fenotipo I) en el que la mayoria de las células tumorales estan en un
estado fuera de ciclo (figura 13, figura 14). Este grupo (fenotipo ), 18% de todos los tumores, tiene unos niveles de
geminina menores que 7%. Esto estd de acuerdo con las observaciones de los inventores en los ensayos in vitro y
en tejidos en autorrenovacion, de que la geminina también es fuertemente infrarregulada a medida que las células
entran en estados fuera de ciclo quiescentes (GO0) y diferenciados (Williams y Stoeber, 2007, supra; Eward et al., J.
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Cell Sci., 177:5875-5886, 2004; Kingsbury et al., 2005, supra; Barkley et al., 2007, supra) (figura 4, tabla 1). En
contraste, la mayoria de los canceres tienen unos niveles de expresion de Mcm2 mayores que 30% (Mcm2 >30%),
en los que la mayoria de las células tumorales estan en un estado dentro del ciclo (Williams y Stoeber, 2007, supra)
(figura 13, figura 14, tabla 15). De estos tumores, 58% (fenotipo Ill) mostraron un avance del ciclo celular activo
indicado por unos niveles de geminina mayores que 7%, un punto de corte definido por el indice de marcaje para el
estado fuera de ciclo (figura 14, tabla 15). De manera notable, un gran nimero de canceres de mama (fenotipo II),
24% de todos los tumores, muestra un fenotipo dentro de ciclo (Mcm2 >30%) pero expresa unos niveles de geminina
menores que 7% que son indicativos de un estado G1 retrasado o detenido (Williams y Stoeber, 2007, supra;
Stoeber et al., 2001, supra; Blow y Hodgson, 2002, supra; Shetty et al., Br. J. Cancer, 93:1295-1300, 2005;
Dudderidge et al., Clin. Cancer Res., 11:25110-2517, 2005; Gonzalez et al., J. Pathol., 204:121-130, 2004) (figura
14, tabla 15). De manera importante, la distribucion de los otros biomarcadores de S-G2-M entre los tres grupos es
un reflejo exacto de la observada para la geminina, lo cual refuerza aun mas la segregacion en tres fenotipos de
ciclo celular diferenciados (figura 14).

Después, los inventores investigaron si el fenotipo del ciclo celular influye en el comportamiento in vivo y su
asociacion con variables clinicopatolégicas que incluye NPI. De manera notable, no habia asociacién con la edad, el
tamafo del tumor, la metastasis de nédulos linfaticos, ER/PR o el estado del receptor de Her2. Sin embargo, una
mayor proporcion de tumores de grado 3, los que muestran una diferenciacion detenida, muestra el fenotipo de ciclo
activo. Este perfil de ciclo celular también esta asociado con una mayor puntuacion de NPI (p<0,001) (tabla 15). El
analisis de una variable y de mudltiples variables ajustado para NPI también demuestra que el fenotipo de ciclo
celular es una potente variable predictiva de la supervivencia sin enfermedad. El fenotipo en ciclo activo (fenotipo I1I)
muestra un riesgo mucho mayor de recaida que los fenotipos | y Il en analisis de una variable y de multiples
variables, HR = 3,90 (1,81-8,40), p<0,001, y HR = 2,17 (1,81-6,23), p = 0,019, respectivamente (figura 15). De
manera intrigante, se observo un riesgo de recaida bajo casi idéntico entre tumores fuera de ciclo bien diferenciados
y tumores de grado alto que muestran un fenotipo de G1 retrasada/detenida (fenotipos | y Il) (HR = 1,00 [0,22-4,46],
p = 0,99; figura 15). De manera notable, se observd una fuerte asociacion significativa entre el subtipo del cancer de
mama y el fenotipo del ciclo celular (p<0,001). La proporcion de pacientes con un fenotipo en ciclo activo (fenotipo
) fue significativamente mayor en los subtipos de Her-2 (91%, 10/11) (p = 0,003) y el subtipo triple negativo (96%,
25/26) (p<0,001) que en el subtipo luminal (49%, 71/145) (figura 16). Mientras que la proporcion de tumores
negativos a receptores de hormonas muestran el fenotipo fuera de ciclo (fenotipo 1), y el fenotipo de G1
retrasada/detenida (fenotipo Il) es solo 4% (1/26) y 9% (1/11), respectivamente, en el subtipo luminal la proporcion
es de 51% (74/145), de los cuales 21% (30/145) muestra el fenotipo | y 30% (44/145) el fenotipo Il (figura 16).

Analisis

El analisis de las vias complejas y redundantes que controlan procesos tales como la proliferacion, la diferenciacion,
la apoptosis y la respuesta a dafios en el ADN mediante un analisis amplio del genoma global estad demostrando
tener limitaciones como herramienta de prognosis en el cancer de mama (Dunkler et al., Eur. J. Cancer, 43:745-751,
2007). Los inventores se han centrado en la maquinaria del ciclo celular altamente conservada en la evolucién que
se encuentra corriente abajo de las vias de sefalizacion complejas que afectan al avance del ccilo celular y por tanto
pueden considerarse como un punto de integracion para la informacion transducida a través de estas vias. Los
inventores han descubierto que esta nueva forma de analisis del ciclo celular de mudltiples parametros no sélo
proporciona nuevos conocimientos de la cinética del ciclo celular de los tumores, sino que también tiene importancia
para la prognosis en una serie de tipos de tumores, incluyendo cancer de préstata, renal y de ovario.

Los analisis de los inventores de los factores de licencia de replicaciéon del ADN y los reguladores mitéticos
caracterizan aun mas el inusual estado del ciclo celular en tejido de mama premenopausico. Aunque la fraccion de
crecimiento identificada por el marcador de la proliferacion convencional Ki67 es pequefia, un gran ndmero de
células epiteliales mamarias dentro de TDLU expresa Mcm2, lo cual indica que un gran nimero de células parecen
tener licencia y por tanto estan “dentro de ciclo”. Sin embargo, estas células no expresan marcadores del avance del
ciclo celular, que incluyen los marcadores de S-G2-M geminina, Aurora A, PLK2 y el marcador mitético H3S10ph, lo
cual indica que estas células estan en un estado G1 detenido. Este estado con licencia cebado en la mama que no
esta en proliferacién puede ser una adaptacion evolutiva que permite una respuesta rapida al embarazo, pero
también la incapacidad para infrarregular la via de licencia de replicacion de ADN puede hacer que sea mas facil la
transicion hacia un estado de proliferacion celular incontrolada.

Los analisis de los inventores del ciclo celular del cancer de mama demuestran que unos menores niveles de
diferenciacion turmoral y una mayor inestabilidad genémica, que son caracteristicas de los tumores mas agresivos,
estan asociados con unos mayores niveles de Mcm2, geminina, Aurora A, PLK1 y H3S10ph, que son indicativos de
una mayor proporcion de células dentro del ciclo celular. Sin embargo, en contraste con el ovario, unos menores
niveles de diferenciacion tumoral y aneuploidia no estan asociados con una avance acelerado del ciclo celular.
Ademas, no se observd asociacion entre el estadio tumoral y los biomarcadores del ciclo celular, de nuevo en
contraste con el ovario, en el que existen asociaciones muy significativas entre Aurora A, H3S10ph y el estadio
FIGO del tumor. Esto implica que existen diferencias fundamentales en la desregulacion de la maquinaria del ciclo
celular entre diferentes tipos de tumores y que pueden estar relacionadas con diferentes entornos genéticos del
cancer.
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Los analisis de los inventores del cancer de mama han demostrado que los constituyentes centrales de la via de
licencia de replicaciéon del ADN (reguladores de G1-S) y la maquinaria mitética (reguladores de G2-M) son
poderosos marcadores de prognosis independientes en el cancer de mama, y afiaden valor al valor de prognosis de
la puntuaciéon de NPI por si sola. De manera intrigante, los marcadores de prognosis mas poderosis de la
recurrencia y la supervivencia son las quinasas mitéticas Aurora A y PLK1, siendo ambas en la actualidad un
importante centro de atencién de los programas de descubrimiento de farmacos del cancer de inhibidores de
molécula pequefa. Esto plantea la posibilidad de que el analisis del ciclo celular de multiples parametros de
muestras de biopsia tumorales puede utilizarse como ensayo predictivo para moléculas pequefas que se dirigen a la
maquinaria del ciclo celular. De manera importante, la expresion de PLK1 y Aurora A muestra un considerable
solapamiento entre grados y estadios lo cual indica que los parametros clinicopatolégicos tradicionales
probablemente sean inadecuados para predecir la respuesta terapéutica. Los datos de los inventores apoyan el
concepto de una coevolucion de los biomarcadores y la terapia dirigida individualizada para la introduccién con coste
bajo de nuevos inhibidores de molécula pequefia en la practica clinica. Ademas, de los compuestos terapéuticos
basados en el mecanismo, el analisis del ciclo celular de multiples parametros también puede ser valioso para
predecir la respuesta a agentes quimioterapéuticos convencionales y a la radiacién ionizante. Las células que no
estan en proliferacion que se han retirado del ciclo tienen una importancia particular para la quimioterapia, puesto
que son inmunes a los agentes relacionados con la fase S y la mitosis. Ademas, la fase del ciclo celular determina la
radiosensibilidad relativa de una célula tumoral, siendo las células en fase G2-M mas radiosensibles, en fase G1
menos sensibles, y aun ménos sensibles durante la fase tardia de la fase S.

Muchos de los marcadores del ciclo celular estudiados, que incluyen Ki67, Mcm2, geminina, Aurora A, PLK1 y
H3S10ph, estan asociados con la recurrencia del cancer de mama. De manera importante, los efectos siguen siendo
estadisticamente significativos después de ajustar para NPI y, por tanto, son factores de prognosis independientes.
Sin embargo, estos componentes criticos de la maquinaria del ciclo celular se encuentran en el punto de
convergencia de las vias de sefializacion mitogénicas corriente abajo de los genes de respuesta inmediata temprana
y tardia y del sistema de control regulador transcripcional E2F.

En resumen, los inventores han demostrado que constituyentes centrales de la maquinaria del ciclo celular, un punto
de integracion para las vias reguladores del crecimiento corriente arriba, pueden potenciar en gran medida la
evaluacion de la prognosis en el cancer de mama y proporcionan informacioén adicional a la de los parametros
clinicopatoldgicos convencionales y la puntuacion de NPI integrada. Aurora A y PLK1 parecen tener una importancia
de prognosis particular y, por tanto, pueden tener potencial como marcadores predictivos para inhibidores selectivos
de quinasas mitéticas que ahora estan siendo introducidos en ensayos clinicos.

Ejemplo 2: Los factores de licencia de replicacion del ADN y las Aurora quinasas estan relacionados con la
aneuploidia y el resultado clinico en el cancer de ovario epitelial

Cohorte de estudio

Se identificaron 143 pacientes diagnosticadas con EOC entre el 1 de enero de 1999 y el 31 de diciembre de 2004,
de la base de datos de carcinoma ovarico en el Departamento de Oncologia (University College London Hospital
Gynaecological Cancer Centre, UCL Hospitals, Londres, Reino Unido). Las pacientes se seleccionaron basandose
en el material histologico disponible. Los especimenes histoldgicos habian sido evaluados por un patdlogo de
oncologia ginecoldgica en el momento del diagndstico y se clasificaron segun el subtipo histolégico y el grado
nuclear segun el criterio de la OMS. La mayoria de las pacientes fueron evaluadas después de completar el
tratamiento cada 3 a 6 meses durante 2 afios, y después una vez al afio. Se obtuvo la siguiente informacion clinica
directamente de las notas del hospital sobre el paciente: fecha de nacimiento, fecha del diagndstico,
descubrimientos operatorios incluyendo la cantidad de enfermedad residual, estadio de la Federation of International
Obstetricians and Gynecologists (FIGO) basado en los descubrimientos del examen clinico y la exploracion
quirdrgica, junto con los resultados de citologias, valores de CA125 en el diagnéstico y recaida, estado de actuacion
al comienzo de la quimioterapia, fecha de recaida, fecha del ultimo seguimiento, y fecha y causa de la muerte. De
las 143 pacientes, 67 (47%) sufrieron una recaida durante el periodo de estudio. El tiempo medio hasta la recaida
entra las que sufrieron una recaida fue de 16,9 meses (SD, 11,0 meses; intervalo, 0-47 meses). El tiempo medio de
seguimiento entre las que no sufrieron una recaiada fue de 33,2 meses (SD, 18,5 meses; intervalo, 5-75 meses).
Murieron 34 pacientes (24%) dentro del periodo de estudio, y 107 aun estaban vivas en el ultimo seguimiento. El
tiempo medio de supervivencia entre las que murieron fue de 21,9 meses (SD, 15,6 meses; intervalo, 0-60 meses).
El tiempo medio de seguimiento entre las que aun no habian muerto fue de 33,3 meses (SD, 18,8 meses; intervalo,
5-75 meses). Dos pacientes no siguieron el seguimiento. Se obtuvo la aprobacién del comité de ética de los comités
conjuntos de UCL/UCLH Committees on the Ethics of Human Research.

Anticuerpos

Se generaron anticuerpos policlonales de conejo contra la geminina humana segun se ha descrito (Wharton et al.,
Br. J. Cancer, 91:262-269, 2004). Se obtuvo el anticuerpo monoclonal de Ki67 (clon MIB-1) de DAKO, el anticuerpo
monoclonal de Mcm2 (clon 46) de BD Transuction Laboratories, el anticuerpo monoclonal de Aurora A NCL-L-AK2
(clon JLM28) de Novocastra Laboratories, el anticuerpo policlonal de Aurora B Ab2254 de Abcam PLC, y el
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anticuerpo policlonal de la histona H3 fosforilada en la serina 10 (H3S10ph) de Upstate.

Cultivo celular y sincronizacion

Se cultivaron células HeLa S3 (European Collection of Animal Cell Cultures 87110901) y se sincronizaron segun se
ha descrito (Stoeber et al., 2001, supra). La sincronizacion del ciclo celular se verificd6 mediante citometria de flujo de
nucleos aislados como se ha descrito previamente (Krude et al., Cell, 88:109-119, 1997). Preparacion de extractos
de proteinas e inmunotransferencia: Las células HeLa S3 se recolectaron mediante un tratamiento con tripsina, se
lavaron en PBS, y se resuspendieron en tampon de lisis [Tris-Cl 50 mmol/l (pH 7,5), NaCl 150 mmol/l, EDTA 20
mmol/l, NP40 al 0,5%] a 2 x 10" células/ml. Después de una incubacion en hielo durante 30 min, el lisado se aclaro
mediante centrifugacion (13.000 x g, 15 min, 4 °C). Los lisados se separaron mediante una SDS del 4% al 20%-
PAGE (75 ug/pocillo) y se inmunotransfirieron como se ha descrito previamente (Stoeber et al., 2001, supra). El
bloqueo, las incubaciones con anticuerpos y las etapas de lavado se realizaron utilizando las siguientes condiciones:
PBS/Tween-20 al 0,1%/leche al 5% para Mcm2 y Aurora A, PBS/Tween-20 al 1%/leche al 10% para geminina, y
PBS/leche al 5% para Aurora B y H3S10ph.

Inmunohistoquimica

Pudo utilizarse tejido de archivo introducido en parafina y fijado con formaldehido obtenido en el diagndstico inicial
para todas las pacientes, y para cada especimen se eligié un bloque que contenia una muestra representativa de un
tumor invasivo. Se utilizaron cortes de secciones en serie consecutivos de cada blogue de tejido introducido en
parafina para la inmunohistoquimica. Se cortaron secciones de 3 pum sobre portaobjetos Superfrost Plus (Visions
BioSystems), se retir6 la cera con xileno, y se rehidrataron con alcohol de graduacion descendiente hasta agua. Las
secciones de tejido se cocieron a presion en tampoén citrato 0,1 mol/l a pH 6,0 durante 2 min y se inmunotifieron
utilizando el kit Bond Polymer Refine Detection y el sistema automatico Bond-X (Vision BioSystems). Se aplicaron
anticuerpos primarios a las siguientes diluciones: Ki67 (1:100), Mcm2 (1:2.000), geminina (1:600), Aurora A (1:50),
Aurora B (1:200), y H3S10ph (1:300). Se aplicaron los cubreobjetos con medio de montaje Pertex (Cell Path Ltd.).
Se empled una incubacion sin anticuerpos primarios como control negativo y secciones epiteliales colénicas como
controles positivos.

Analisis del perfil de expresioén de proteinas

Se realiz6 el andlisis de expresién de proteinas mediante la determinacion del indice de marcaje de los marcadores
en cada tumor segun se ha descrito previamente (Shetty et al., 2005, supra; Dudderidge et al., 2005, supra). Se
evaluaron los portaobjetos con un aumento bajo (100 x) para identificar regiones del tumor con la mayor intensidad
de tincién. A partir de estas areas seleccionadas se capturaron de tres a cinco campos con un aumento de 400 x con
una camara con dispositivo acoplado cargado y un paquete informatico de analisis (SIS). Las imagenes después se
imprimieron para el analisis cuantitativo, que se realizé sin que el observador supiera las variables clinicopatolégicas.
Se contaron las células positivas y negativas dentro del campo y se excluyeron las células estromaticas o
inflamatorias. El criterio para la identificacién de células positivas depende del biomarcador: para Ki67, Mcm2,
geminina, Aurora B y H3S10ph, las células con cualquier grado de tincién nuclear se clasificaron como positivas.
Para Aurora A, las células con cualquier grado de tincion nuclear o citoplasmica se clasificaron como positivas
(Gritsko et al., 2003, supra). Se conté un minimo de 500 células para cada caso. El indice de marcaje se calculd
utilizando la siguiente férmula: indice de marcaje = niumero de células positivas/numero de células totales x 100. La
reevaluacion de 10 casos seleccionados al azar por un asesor independiente mostré unos altos niveles de
concordancia.

Citometria de imagen de ADN

Para cada caso se empled una seccion de 40 um de tejido introducido en parafina obtenido del mismo bloque que el
utilizado en la evaluacion mediante inmunohistoquimica, para preparar nucleos segun se ha descrito (Sudbo et al.,
2001, supra; Haroske et al., 1997, supra). Se empled el sistema de ploidia del ADN Fairfield (Fairfield Imaging Ltd.)
para el procesamiento, analisis y clasificacion de imagenes, segun se ha descrito (Sudbo et al., 2001, supra). Se
incluyeron linfocitos y células plasmaticas como controles internos y secciones de 40 um de tumor de vejiga de
grado alto y de tejido coldénico normal como controles externos para poblaciones aneuploides y diploides,
respectivamente. Los histogramas se clasificaron segun criterios publicados (Sudbo et al., 2001, supra; Haroske,
1998, supra). Los histogramas fueron clasificados por dos asesores independientes con un alto nivel de
concordancia sin que conociesen las variables clinicopatolégicas. Para el analisis estadistico, los tumores
tetraploides y poliploides se agruparon junto con los tumores aneuploides.

Analisis estadisticos

Se utilizé el coeficiente de correlacion de rangos de Spearman para estudiar las asociaciones entre marcadores. Se
evaluaron las relaciones entre la expresion de biomarcadores y el grado del tumor, el estadio, y el estado de
poliploidia utilizando el ensayo no paramétrico de Jonckheere-Terpstra y el ensayo de la U de Mann-Whitney segun
fuera apropiado. Los datos entonces se resumieron como el valor de la mediana y el intervalo intercuartil de los
indices de marcaje observados a lo largo de la cohorte. El analisis de los datos de supervivencia sin enfermedad y
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global se realizé utilizando una grafica de Kaplan-Meier (utilizando terciles para biomarcadores), un ensayo de
rangos logaritimicos, y una regresiéon de Cox (tratando a los biomarcadores como variables continuas a menos que
se indique lo contrario). Para cada biomarcador, la cohorte se dividié en grupos de terciles basandose en el indice
de marcaje. Dentro de cada grupo de terciles se calcul6 la proporcién que quedaba sin enfermedad o viva, para la
supervivencia sin enfermedad o global, respectivamente, utilizando el método de Kaplan-Meier. En un primer
momento, se considerd que las proporciones de riesgo (HR, “harzard ratio”) con intervalos de confianza del 95% (ClI
95%) para los biomarcadores no estaban ajustadas, y después se ajustaron para la edad, el grado y el estadio. Los
pacientes con datos incompletos se excluyeron del analisis de multiples variables. Los biomarcadores candidatos se
listan en la tabla suplementaria S1. Todos los analisis fueron bilaterales, y se utilizé un nivel de significancia de 0,05
y no se hicieron concesiones para ensayos de hipotesis multiples. Los analisis se realizaron utilizando SPSS 12.0
para Windows (SPSS, Inc.).

Resultados

Validacion del analisis de multiples parametros de los biomarcadores y sus implicaciones biolégicas

Se confirmé la monoespecificidad de los anticuerpos contra Mcm2, geminina, Aurora A, Aurora B y H3S10ph en
extractos de células totales de células HeLa S2 asincronas mediante la deteccion de una unica proteina con una
masa molecular coherente con la movilidad electroforética referida del correspondiente antigeno humano (figura
10A). Las células HelLa S2 se seleccionaron en primera instancia para estudios in vitro, puesto que esta linea tiene
unos tiempo de transito de fase del ciclo celular bien caracterizados y unos protocolos de sincronizacion
establecidos. Se inmunotransfirieron lisados de células totales de células sincronizadas, con los anticuerpos
caracterizados (figura 10B). Los niveles de Mcm2 no variaron significativamente durante el paso a través del ciclo
celular, mientras que la expresién de geminina se limitd a S-G2-M. Los niveles de Aurora A aumentaron durante la
fase S y alcanzaron un maximo durante la mitosis, produciéndose la degradaciéon de 2 a 4 horas después de
abandonar la detencion mitdtica. De manera similar, los niveles de Aurora B fueron insignificantes durante la fase
G1, aumentando gradualmente durante la fase S para alcanzar un maximo durante G2-M, y disminuyeron después
de la mitosis. La presencia de H3S10ph se limité a la mitosis, lo cual consolida la l6égica para su uso como marcador
mitotico. Se observd una expresion dependiente del ciclo celular idéntica de estos biomarcadores en células de
cancer de ovario SK-OV 3 sincronizadas (los datos no se muestran). Puesto que Ki67 se expresa a lo largo del ciclo
celular en células en proliferacion, y la expresion de geminina se limita a la fase S-G2-M, los investigadores han
propuesto que la proporcion de geminina/Ki67 pueda utilizarse como indicador de la longitud relativa de G1 y, por
tanto, la velocidad de avance del ciclo celular. Los datos descritos anteriormente confirman que la expresién
dependiente del ciclo celular de Aurora A y Aurora B también permite el uso de sus proporciones con Ki67 como
indicadores del avance del ciclo celular. Una mayor expresion de geminina siempre se limita a la fase S-G2-M,
incluso en tumores muy agresivos. Por tanto, los descubrimientos de los inventores in vitro también indican que el
aumento en la proporcion relativa entre Aurora A o Aurora B y geminina (proporcion > 1) seria indicativa de una
sobreexpresion de la quinasa durante el ciclo celular. Para evaluar la importancia de prognosis de estos
descubrimientos in vitro y sus implicaciones bioldgicas en el EOC, se analizé la expresion de los biomarcadores en
una serie de 143 casos (figura 10C). También se estudié la expresion de proteinas en cinco casos de tejido ovarico
normal. La expresidon de los biomarcadores fue extremadamente baja (<4%) en el epitelio superficial de ovario
normal, de acuerdo con su menor capacidad proliferativa (los datos no se muestran). Por constraste, EOC muestra
unos niveles altos de expresion de los biomarcadores, indicativos de la reentrada en el ciclo celular y la proliferacion.

Después se estudiaron las correlaciones entre parejas de biomarcadores a través de la serie tumoral. Los niveles de
expresion de Aurora A y Aurora B muestran una fuerte correlacion positiva con los de su sustrato H3S10ph
[correlacion de Spearman, 0,57 (Cl 95%, 0,45-0,67) y 0,52 (Cl 95%, 0,39-0,63), respectivamente]. Los niveles de
expresion de Mcm2, geminina, y H3S10ph presentaban una fuerte correlacion positiva con los niveles de Ki67
[correlacion de Spearman, 0,73 (Cl 95%, 0,64-0,8); 0,74 (Cl 95%, 0,66-0,81); y 0,52 (Cl 95%, 0,39-0,63)
respectivamente], lo cual apoya su papel como marcadores de la proliferacion. De manera notable, las proporciones
de geminina/Ki67 y Aurora A/Ki67 presentaban una correlacién positiva pero menos fuerte con H3S10ph [correlacion
de Spearman, 0,25 (Cl 95%, 0,09-0,40) y 0,42 (Cl 95%, 0,27-0,55), respectivamente], lo cual refleja los cambios en
la longitud relativa de G1 en oposicion a unos tiempos de transito de S-G2-M prolongados que pueden surgir por la
activacion de las vias de punto de control intra-S o G2-M.

Esto es coherente con que una masa tumoral solo se hace clinicamente detectable después de que las células
tumorales hayan experimentado una proporcién importante de su duplicaciéon de la poblacion, aproximadamente 30
de duplicaciones de un total de 40. El nimero de duplicaciones de la poblacién representa la maxima masa
compatible con la vida, un punto en la evolucion clonal somatica en el que la mayoria de los mecanismos de punto
de control del ciclo celular han sido anulados.

Relacién entre biomarcadores, estado de ploidia del ADN tumoral y parametros clinicopatoldgicos

Las caracteristicas clinicopatolégicas de la cohorte del estudio se resumen en la tabla 10. Para investigar la relacion
entre los biomarcadores y la inestabilidad gendmica, los inventores conectaron sus perfiles de expresion con el
contenido en ADN tumoral. Se produce una asociacion muy significativa entre los niveles de expresion de todos los
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biomarcadores y varias proporciones de biomarcador/Ki67 y la inestabilidad genémica (tabla 11), lo cual refleja una
mayor proporcion de células dentro de ciclo y un avance acelerado del ciclo celular en tumores aneuploides
comparado con tumores diploides.

Los seis biomarcadores también presentaban una fuerte asociacion con el grado del tumoral (tabla 12); sin embargo,
existe algo de solapamiento entre la distribuciéon de los niveles de biomarcadores entre los grados (por ejemplo,
niveles de Aurora A, figura 11). Estos datos confirman una proporcion creciente de células dentro del ciclo a medida
que aumenta la anaplasia del tumor, pero también indican que los biomarcadores no distinguen totalmente entre los
grados para todos los pacientes dentro de cada grado.

De acuerdo con estos descubrimientos, se encontré una asociacion muy significativa entre el grado del tumor y el
estado de ploidia (p<0,001). Las proporciones de geminina/Ki67, Aurora A/Ki67, Aurora B/Ki67 y H3S10ph/Ki67
también estan significativamente asociados con la diferenciacién del tumor (tabla 12), lo cual indica una velocidad
acelerada del avance del ciclo celular en tumores de grado alto. Por contraste, y en coherencia con los
descubrimientos de los inventores en otros tipos de tumores, la proporcion de Mcm2/Ki67 disminuye a medida que
aumenta el grado del tumor (tabla 12), lo cual refleja un desplazamiento en la proporcién de células no proliferativas
pero con licencia de replicacion del ADN en tumores bien diferenciados, a células en ciclo activo en tumores poco
diferenciados. La correlacion positiva entre la expresion de geminina y el aumento de la anaplasia del tumor y la
inestabilidad gendmica (tablas 11 y 12) indica que este represor de la licencia no se comporta como un supresor
tumoral en el EOC.

Se descubrié una asociacion significativa entre Aurora A, H3S10ph, Aurora A/Ki67, H3S10ph/Ki67 y el estadio
tumoral (tabla 13). Esto sugiere que la desregulacion de la Aurora A puede ser un acontecimiento clave en la
tumorigénesis ovarica epitelial temprana y el avance a un estadio de la enfermedad avanzado. Ademas, el estadio
de la enfermedad avanzado estaba significativamente asociado con un aumento en la proporcion de Aurora
A/geminina (p = 0,04, tabla 13), lo cual apoya la conexion entre la desregulacién de la Aurora A y el avance del
tumor.

Relacién entre biomarcadores, estado de ploidia del ADN tumoral y resultado del paciente

Analisis de una variable

Aurora A (p = 0,01; figura 12A), Aurora A/Ki67, Aurora B/Ki67, y H3S10ph (tabla 14) estaban todos
significativamente asociados con una supervivencia sin enfermedad mas corta pero no con la supervivencia global.
La edad del paciente, el grado del tumor, y el estadio también son variables predictivas de la supervivencia sin
enfermedad, teniendo un tiempo hasta la recaida significativamente mas largo las pacientes mas jévenes, los
tumores bien diferenciados y, en particular, la enfermedad en un estadio temprano [HR, 1,02 (1,00-1,05), p = 0,05;
HR, 1,59 (1,03-2,45), p = 0,04; HR, 2,07 (1,58-2,71), p<0,0001, respectivamente]. La edad del paciente y el estadio
tumoral también predicen la supervivencia global [HR, 1,05 (1,02-1,09), p = 0,003; HR, 3,21 (1,33-7,79), p = 0,01,
respectivamente], pero no el grado del tumor (p = 0,70), lo cual enfatiza las limitaciones de los actuales sistemas de
clasificacion. El estado de ploidia del tumor también esta significativamente correlacionado con la supervivencia sin
enfermedad [HR, 1,80 (1,05-3,08), p = 0,03; figura 12B], con una tendencia a una supervivencia global mas corta en
pacientes con tumores aneuploides, aunque esto no alcanzé significancia estadistica [HR, 1,95 (0,88-4,31), p =
0,10].

Los inventores subdividieron la serie en dos grupos, la enfermedad de estadio temprano (FIGO estadios | y Il) y la
enfermedad en estadio avanzado (FIGO estadios Ill y V) para definir con méas precisién los subgrupos especificos
para los cuales los biomarcadores pueden tener una importancia de prognosis particular. Tanto Aurora A como la
proporcion Aurora A/Ki67 fueron fuertemente predictivos de una supervivencia sin enfermedad mas corta [HR, 1,72
(1,19-2,48), p = 0,004 (figura 12C); HR, 1,59 (1,13-2,24), p = 0,008, respectivamente] y la supervivencia global [HR,
1,81 (1,14-2,87), p = 0,01 (figura 12E); HR, 1,68 (1,11-2,54), p = 0,01, respectivamente] en el subgrupo de estadio
temprano. Esta asociacion no se descubrio en el subgrupo de estadio avanzado [HR, 1,06 (0,81-1,37), p = 0,67; HR,
1,04 (0,90-1,20), p = 0,58 para la supervivencia sin enfermedad; y HR, 0,88 (0,58-1,33), p = 0,88; HR, 0,89 (0,69-
1,15), p = 0,36 para la supervivencia global, respectivamente]. El estado de ploidia del tumor también predice la
supervivencia sin enfermedad [HR, 4,58 (1,04-20,19), p = 0,04; figura 12D], con una tendencia hacia una
supervivencia global mas corta en pacientes con tumores aneuploides [HR, 6,34 (0,82-49,18), p = 0,08; figura 12D]
en el subgrupo de estadio temprano. Sin embargo, pierde su valor predictivo en el subgrupo de estadio avanzado
[HR, 1,47 (0,81-2,66), p = 0,21; y HR, 1,36 (0,55-3,33), p = 0,5 para la supervivencia sin enfermedad y la
supervivencia global, respectivamente].

Anadlisis de multiples variables

Un analisis de la supervivencia con regresién de Cox demuestra que el estadio tumoral era la Unica variable
predictiva independiente significativa de la supervivencia sin enfermedad [HR, 2,06 (1,49-2,85), p<0,0001]. La edad
del paciente y el estadio tumoral son variables predictoras independientes de la supervivencia global, teniendo las
pacientas mas mayores y los tumores de estadio avanzado los tiempos de supervivencia global mas cortos [HR,
1,05 (1,01-1,09), p = 0,007; HR, 3,19 (1,31-7,75), p = 0,01, respectivamente]. Aunque varios biomarcadores
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resultaron factores de prognosis significativos en los analisis de una variable, ninguno fue una variable predictiva
significativa de la supervivencia sin enfermedad o global después del ajuste para la edad, el grado y el estadio. Esto
es debido parcialmente a las asociaciones altamente significativas entre los biomarcadores y el grado y estadio
tumoral, lo que hace dificil separar sus efectos independientes.

Analisis

Este estudio se llevd a cabo para alcanzar un mayor conocimiento de los marcadores biolégicos del EOC que
puedan tener un valor de prognosis y predictivo, y que podrian conducir a una mayor comprensién de su
patogénesis. Los descubrimientos de los inventores demuestran que los factores de licencia de replicacion Mcm2 y
geminina, y las Aurora A y B quinasas, junto con su sustrato H3S10ph, tienen valor de prognosis en EOC. La
asociacion encontrada entre la diferenciacion del tumor y este conjunto de biomarcadores tiene implicaciones para
su uso como marcadores de la proliferacion con un potencial para mejorar aun mas el actual sistema de
clasificacion. El analisis de multiples parametros de los inventores demuestra que también puede utilizarse para
proporcionar informacién acerca del avance del ciclo celular en muestras de tumores de pacientes, datos que se
traducen en importante informacion de prognosis.

Estos descubrimientos estan de acuerdo con los analisis de los factores de licencia en el cancer de mama y de
células renales. Ademas, la asociacion altamente significativa encontrada entre este conjunto de biomarcadores vy el
estado de ploidia del tumor sugiere que la desregulacion de la maquinaria de licencia y las quinasas mitéticas esta
relacionada, de modo intrincado, con el desarrollo de inestabilidad genética en el EOC. La Aurora A desempefia un
papel regulador en varias etapas clave de la transiciéon G2-M. En la presente se presenta una conexion intrigante
entre la regulacion aberrante de Aurora A y el avance del EOC. Los datos de los inventores demuestran
asociaciones altamente significativas entre Aurora A, H3S10ph y el estadio tumoral FIGO, apoyando la opinién de
que la desregulacion de Aurora A podria ser un acontecimiento temprano en la carcinogénesis ovarica epitelial y
sugiriendo que su desregulacién podria desempefiar un papel en el avance hacia la enfermedad avanzada.

En linea con estos descubrimientos, la proporcién de Aurora A/geminina es significativamente mayor en los tumores
de estadio avanzado, lo cual también sugiere que la sobreexpresion de Aurora A podria desempefiar un papel o
podria ser el resultado del avance del tumor. In vivo, es probable que dicha sobreexpresion sea regulada no sélo por
la amplificacion de genes sino también por otros mecanismos, tales como la activacion transcripcional y la supresion
de la degradacion de proteinas. Los datos de los inventores sugieren que el analisis de multiples parametros de
Aurora A y H3S10ph permitiria una estadificacion molecular que podria utilizarse para complementar los métodos de
estadificacion clinica. El estadio FIGO es un indicador de prognosis importante en el EOC, aunque los métodos de
estadificacion quirargicos y radiolégicos tienen sus limitaciones. Ensayos aleatorizados han demostrado que una
quimioterapia adyuvante es particularmente beneficiosa en pacientes subdptimamente estadificados con
enfermedad de estadio |. Sin embargo, en un reciente gran ensayo controlado aleatorizado, solo 34% de los
pacientes estaban 6ptimamente estadificados segun las lines directrices (Vegote, I., et al., Curr. Op. Oncol., 2003,
15:452-455). En los pacientes que no estan estadificados de modo adecuado, estos biomarcadores podrian
proporcionar pruebas de apoyo de un verdadero estadio | o de enfermedad mas avanzada, ayudando a la decision
acerca del uso de quimioterapia adyuvante. Los descubrimientos de los ensayos ICON 1/ACTION sugieren un
pequefio beneficio global para la quimioterapia adyuvante (Trimbos, J.B., et al., J. Natl. Cancer Inst., 2003, 95:105-
112) pero sigue sin estar claro cudles son los pacientes estadificados de forma adecuada con enfermedad de
estadio | que realmente necesitan quimioterapia.

Aurora A, H3S10ph y la inestabilidad genémica también son variables predictivas significativas de la supervivencia
sin enfermedad en esta cohorte de estudio. Otros analisis de subgrupos demuestran que Aurora A y el estado de
ploidia del tumor son variables predictivas de la supervivencia sin enfermedad (la expresion de Aurora A también
predice la supervivencia global) en la enfermedad temprana. Sin embargo, esta asociacion se reduce cuando se
toman en cuentra factores de prognosis, tales como la edad y el estadio. Por contraste, estas variables pierden su
valor predictivo en la enfermedad avanzada [por ejemplo, HR para Aurora A disminuye de 1,72 (1,19-2,48) en la
enfermedad de estadio temprano, a 1,06 (0,81-1,37) para la enfermedad de estadio avanzado], lo cual sugiere que
otros factores biolégicos podrian tener prioridad para influir en la recaida y el resultado en estos pacientes. Ademas,
la complejidad y la heterogeneidad de los regimenes de tratamiento podria ocultar el valor predictivo de estos
biomarcadores en estadios avanzados.

Tomados conjuntamente, los datos de los inventores apoyan un mecanismo bioldgico por el cual la desregulacion de
Aurora A en un momento temprano durante la tumorigénesis podria contribuir a la inestabilidad genética, dando
como resultado tumores agresivos y una supervivencia mas corta en un subgrupo de pacientes con la enfermedad
en estadio temprano.

Los factores de licencia de replicacion del ADN y las quinasas mitéticas son reguladores criticos del avance del ciclo
celular, y asi son el foco de atencién de los actuales programas de desarrollo de farmacos terapéuticos. En la
presente, los inventores han demostrado que el andlisis de multiples parametros de la expresion de reguladores
centrales de las transiciones G1-S y G2-M permite la evaluacion de la velocidad del avance del ciclo celular en
muestras de tumores de pacientes individuales, variables que estan relacionadas con el comportamiento biolégico
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de estos tumores. Este tipo de analisis podria utilizarse como ensayo predictivo para moléculas pequefas que se
dirigen a la maquinaria del ciclo celular o a vias de transduccién de sefales del crecimiento corriente arriba que
aceleran el avance del ciclo celular. Ademas, la observaciéon de que la expresion de Aurora A no distingue
totalmente entre los grados demuestra que las variables clinicopatolégicas tradicionales no siempre permiten la
prediccion de la respuesta terapéutica, lo cual apoya el concepto de coevolucion de los biomarcadores y la terapia
dirigida individualizada. A la vista de los recientes desarrollos de inhibidores de Aurora quinasas especificos, los
datos de los inventores tienen importantes implicaciones (de prognosis, predictivas y terapéuticas) para el uso de
Aurora A como biomarcador y diana terapéutica potencial.
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Tabla 2: Caracteristicas de los pacientes

ES 2395890 T3

Frecuencia (nimero)

Edad (afios) <40 7% (12)
40-49 19% (34)
50-59 28% (51)
60-69 22% (41)
70+ 24% (44)
Tamafio (mm) <11 9% (16)
11-20 33% (60)
21-30 30% (54)
31-40 16% (29)
>40 13% (23)
Estado de los nédulos linfaticos nédulos negativos 53% (97)
positivos, 1a 3 22% (40)
positivos, 4 0 mas 18% (32)
desconocido 7% (13)
Grado 1 13% (24)
2 44% (80)
3 43% (78)
Puntuacion de NPI media (SD), 4,49 (1,31)
<3,4 18% (32)
3,4-54 51% (93)
>5,4 24% (44)
desconocido 7% (13)
Estado de ploidia diploide 47% (86)
aneuploide 50% (90)
desconocido 3% (6)
Her2 0 59% (108)
1+ 18% (33)
2+ 7% (13)
3+ 15% (28)
ER positivo (100%) 53% (96)
negativo (<100%) 47% (86)
PR positivo (<63%) 50% (91)
negativo (>63%) 50% (91)
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ER positivo PR positivo 37% (67)

ER o PR negativo 63% (115)

Invasién linfovascular ausente 47% (86)
presente 38% (69)
desconocido 15% (27)

Tipo de tumor

invasivo ductal

78% (142)

lobular 14% (26)
mucinoso 2% (4)
mixto 5% (9)
micropapilar 1% (1)
Recurrencia del cancer de mama si 26% (48)
no 68% (124)
desconocido 6% (10)
Muerte por cancer de mama si 26% (48)
no 68% (124)
desconocido 6% (10)

Recurrencia en seguimiento (afios)

632 (3,8 por sujeto)

Supervivencia en seguimiento (afios)

684 (4,1 por sujeto)

Tabla 3: Relacidn entre biomarcadores y diferenciacion tumoral

Grado 1 (n = 24) Grado 2 (n = 80) Grado 3 (n=78) valor de p’

Kie7* 7,3 (2,4-17,6) 16,6 (8,05-30,9) 40,2 (25-66,9) <0,001
Mcm2* 45,8 (17,1-65,6) 57,8 (29,3-83) 92,3 (70,0-100,0) <0,001
Geminina* 2,0 (0,9-5,8) 6,5 (3,3-10,6) 17,4 (10,6-24,8) <0,001
ER* 100,0 (100,0-100,0) | 100,0 (94,0-100,0) 30,2 (0,0-100,0) <0,001
PR* 93,5 (52,8-100,0) 87,9 (38,0-100,0) 0,0 (0,0-90,3) <0,001
Aurora A* 1,7 (0,4-4,1) 4,3 (1,4-7,2) 11,7 (6,2-20,2) <0,001
Plk1* 2,3(0,3-5) 5,3 (2,6-9,7) 14,2 (8,9-21,7) <0,001
H3phS10* 0,2 (0,03-0,5) 0,8 (0,3-1,6) 2,5(1,4-3,8) <0,001
Mcm2/Ki67 4,48 (2,74-6,35) 2,77 (2,04-5,00) 1,71 (1,25-3,00) <0,001
Geminina/Ki67 0,36 (0,21-0,60) 0,36 (0,25-0,52) 0,38 (0,29-0,58) 0,29

Aurora A/Ki67 0,26 (0,11-0,42) 0,24 (0,13-0,33) 0,29 (0,16-0,42) 0,11

Plk1/Ki67 0,27 (0,12-0,51) 0,29 (0,22-0,50) 0,34 (0,26-0,50) 0,09

H3phS10/Ki67 0,045 (0,01-0,08) 0,046 (0,02-0,09) 0,060 (0,04-0,09) 0,04

T

ensayo de Jonckheere-Terpstra

* indice de marcaje (expresado como porcentaje)
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¥ mediana (intervalo intercuartil)

Tabla 4: Relacién entre biomarcadores y estado de ploidia del ADN tumoral

0

Biomarcador Aneuploide (n = 90) Diploide (n = 86) valor de p
Kie7* 30,0 (16,8-53,1) 17,5 (7,2-33,1) <0,001
Mcm2* 75,8 (48,8-96,7) 63,1 (31,2-84,4) 0,009
Geminina* 11,5 (5,9-21,9) 6,9 (2,4-12,2) <0,001
ER* 96,9 (8,0-100,0) 100,0 (65,7-100,0) 0,054
PR* 59,1 (0,0-97,0) 69,3 (0,0-100,0) 0,12
Aurora A* 7,3 (3,5-14,9) 4,1(1,0-8,4) <0,001
Plk1* 9,8 (4,8-15,7) 7,1(2,1-11,1) 0,002
H3phS10* 1,78 (0,78-2,89) 0,70 (0,22-1,7) <0,001
Mcm2/Ki67 2,16 (1,43-3,40) 2,85 (1,97-4,99) 0,004
Geminina/Ki67 0,38 (0,25-0,58) 0,36 (0,28-0,54) 0,74
Aurora A/Ki67 0,28 (0,15-0,40) 0,25 (0,12-0,42) 0,40
Plk1/Ki67 0,32 (0,22-0,48) 0,30 (0,22-0,57) 0,65
H3phS10/Ki67 0,053 (0,03-0,09) 0,050 (0,02-0,10) 0,48

T ensayo de Mann-Whitney

* indice de marcaje (expresado como porcentaje)

¥ mediana (intervalo intercuartil)

Tabla 5: Relacidn entre biomarcadores y estado de los nddulos linfaticos

Biomarcador Negativo (n = 97) Positivo (n =72) valor de pT
Kie7* 22,7 (9,5-43,3) 24,8 (11,1-47,3) 0,49
Mcm2* 70,3 (36,2-90,1) 71,9 (42,2-98) 0,25
Geminina* 7,9 (3,6-16,3) 10,4 (5,1-18,2) 0,22
ER* 100,0 (60,6-100,0) 90,7 (0,0-100,0) 0,007
PR* 74,3 (4,5-100,0) 31,3 (0,0-96,1) 0,005
Aurora A* 5,3 (1,5-10,8) 7,0 (2,9-14,0) 0,16
Plk1* 7,5 (3,3-14,3) 9,2 (4,2-14,7) 0,22
H3phS10* 0,94 (0,37-2,38) 1,67 (0,68-2,93) 0,02
Mcm2/Ki67 2,57 (1,54-3,77) 2,25 (1,64-4,78) 0,92
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Geminina/Ki67 0,36 (0,25-0,56) 0,38 (0,29-0,56) 0,38
Aurora A/Ki67 0,26 (0,12-0,38) 0,29 (0,17-0,48) 0,15
PIk1/Ki67 0,28 (0,22-0,48) 0,37 (0,22-0,52) 0,20
H3phS10/Ki67 0,046 (0,02-0,08) 0,061 (0,04-0,10) 0,02

T

ensayo de Mann-Whitney

* indice de marcaje (expresado como porcentaje)
¥ mediana (intervalo intercuartil)

Tabla 6: Relacion entre biomarcadores y NPI

Valor de expresion que | Media de NPl por | Media de NPI por | Correlacién entre

define la mediana del | debajo de la mediana | encima de la mediana | el marcador y NPI"

marcador del marcador del marcador
Kie7* 24,0 4,13 4,86 +0,42, p<0,001
Mcm2* 70,7 4,10 4,88 +0,40, p<0,001
Geminina*® 9,0 4,00 4,99 +0,44, p<0,001
ER* 99,9 4,97 4,05 -0,39, p<0,001
PR* 63,0 4,78 4,19 -0,34, p= 0,005
Aurora A* 6,10 4,09 4,87 +0,39, p<0,001
Plk1* 8,40 3,97 5,01 +0,46, p<0,001
H3phS10* 1,25 3,95 5,01 +0,47, p<0,001
Mcm2/Ki67 2,43 4,72 4,28 -0,24, p= 0,02
Geminina/Ki67 | 0,370 4,44 4,57 +0,05, p= 0,53
Aurora A/Ki67 | 0,263 4,33 4,66 +0,14, p= 0,07
PIk1/Ki67 0,310 4,33 4,68 +0,12, p= 0,12
H3phS10/Ki67 | 0,05087 4,23 4,76 +0,20, p= 0,01

* indice de marcaje (expresado como porcentaje)
T coeficiente de correlacion de Spearman no parametrico
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Tabla 8: Relacion del estado de HER2 y el estado de ploidia con NPI

Media de NPI Diferencia en las medias de NPI (Cl 95%), valor de p
Ploidia
Aneuploide (n = 83) 4,67

Diferencia = 0,33 (-0,07 a +0,74), p = 0,11*

Diploide (n = 81) 4,33
HER2
0(n=101) 4,35
1+ (n=31) 4,44 Media deTNPI es mayor por categoria de HER2 en 0,22 (0,04 a 0,40),
2+ (n=11) 453 p=0,014
3+ (n = 26) 5,09

* ensayo de la t desapareado

T ensayo de regresion lineal para la tendencia lineal

Tabla 9: Efecto de NPI sobre la recurrencia y sobre la muerte por cancer

Tasa de recurrencia

Tasa de muerte por cancer

NPI
<34 3% (1/30) 3% (1/30)
3,4-5,4 20% (17/87) 7% (6/87)
>5,4 54% (22/41) 34% (14/41)

HR (CI1 95%)

1,79 (1,46 a 2,20), p<0,001

2,18 (1,63 a 2,93), p<0,001

HR después de ajustar para la edad

1,89 (1,47 a 2,23), p<0,001

2,15 (1,61 a 2,88), p<0,001

Tabla 10: Caracteristicas de los pacientes

n (%)
Edad (afios) media: 61 143
intervalo: 20-88
Grado histolégico (n = 124) 1 (bien diferenciado) 16 (13%)
2 (moderadamente diferenciado) 33 (27%)
3 (poco diferenciado) 75 (60%)
Subtipo histolégico (n = 143) Seroso 64 (45%)
endometrioide 31 (21%)
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de células claras 20 (14%)
Mucinoso 13 (9%)
adenocarcinoma (no especificado) 11 (8%)
otro 4 (3%)
Estadio tumoral FIGO (n = 142) 1 48 (34%)
2 14 (10%)
3 66 (46%)
4 14 (10%)
Terapia (n = 143) cirugia + quimioterapia adyuvante 109 (76%)
cirugia + quimioterapia neoadyuvante 18 (13%)
sélo cirugia 13 (9%)
s6lo quimioterapia 3 (2%)
Enfermedad residual (n = 96) ninguna 39 (41%)
micro 17 (18%)
<2cm 17 (18%)
>2 cm 23 (24%)
Citologia (n = 95) negativa 32 (34%)
positiva 63 (66%)
ECOG* (n =61) (al principio de la | O 49 (80%)
quimioterapia de primera linea)
1 7 (11%)
2 1(2%)
3 3 (5%)
4 1(2%)
Respuesta CA125 (n = 95) (al final | <35 82 (86%)
de la quimioterapia de primera linea)
>35 13 (14%)
* Estado de actuacion
Tabla 11: Relacioén entre biomarcadores y estado de ploidia del ADN tumoral
Biomarcador Diploide (n = 52) Aneuploide (n = 91) valor de p’
Kie7* 46 (33-63)° 65 (53-74) <0,0001
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Mcm2* 69 (54-83) 86 (71-92) <0,0001
Geminina* 9 (5-16) 16 (11-24) <0,0001
Aurora A* 11 (5-15) 19 (12-28) <0,0001
Aurora B* 5(3-9) 11 (8-19) <0,0001
H3phS10* 1,1 (0,7-1,7) 2,3 (1,6-3,6) <0,0001
Mcm2/Ki67 1,3 (1,1-1,7) 1,3 (1,2-1,4) 0,17
Geminina/Ki67 0,23 (0,14-0,31) 0,26 (0,18-0,34) 0,05

Aurora A/Ki67 0,24 (0,15-0,33) 0,32 (0,21-0,43) 0,01

Aurora A/geminina 1,1 (0,7-1,5) 1,1 (0,8-1,6) 0,61

Aurora B/Ki67 0,12 (0,07-0,20) 0,29 (0,13-0,27) 0,001
Aurora B/geminina 0,55 (0,34-1,08) 0,81 (0,46-1,05) 0,17
H3phS10/Ki67 0,02 (0,02-0,04) 0,04 (0,03-0,06) 0,001

T ensayo de Mann-Whitney

* indice de marcaje (expresado como porcentaje)

¥ mediana (intervalo intercuartil)

Tabla 12: Relacién entre biomarcadores y diferenciacion tumoral®

Biomarcador Grado 1 (n = 16) Grado 2 (n = 33) Grado 3 (n =75) valor de p’
Kie7* 44 (28-49)° 54 (42-67) 67 (49-77) <0,001
Mcm2* 60 (54-71) 77 (62-86) 87 (76-93) <0,001
Geminina*® 6 (3-13) 11 (6-16) 17 (10-25) <0,001
Aurora A* 5(2-11) 13 (7-21) 19 (12-30) <0,001
Aurora B* 3 (1-6) 8 (4-15) 11 (8-19) <0,001
H3phS10* 0,8 (0,6-1,7) 1,3 (0,9-2,2) 2,6 (1,8-3,9) <0,001
Mcm2/Ki67 1,4 (1,3-1,7) 1,3 (1,2-1,5) 1,3 (1,1-1,4) 0,02
Geminina/Ki67 0,18 (0,13-0,25) 0,20 (0,14-0,32) 0,28 (0,20-0,35) 0,007
Aurora A/Ki67 0,14 (0,09-0,24) 0,26 (0,16-0,36) 0,33 (0,21-0,44) 0,0002
Aurora A/geminina 1,0 (0,3-1,3) 1,1 (0,6-1,6) 1,1 (0,8-1,6) 0,12
Aurora B/Ki67 0,09 (0,03-0,14) 0,16 (0,09-0,26) 0,20 (0,13-0,27) 0,001
Aurora B/geminina 0,45 (0,20-0,89) 0,64 (0,40-1,42) 0,82 (0,46-1,05) 0,20
H3phS10/Ki67 0,02 (0,01-0,04) 0,03 (0,02-0,04) 0,04 (0,03-0,07) 0,0002

T

ensayo de Jonckheere-Terpstra

* indice de marcaje (expresado como porcentaje)
* mediana (intervalo intercuartil)
£ 19 (13%) de los 143 casos no pudieron incluirse en ninguno de los grados.

Tabla 13: Relacién entre biomarcadores y etapa tumoral®
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Biomarcador Etapa 1 (n = 48) Etapas 2,3,4 (n = 94) valor de pT
Ki67* 52 (43-69) 62 (43-72) 0,20
Mcm2* 76 (60-86) 82 (68-91) 0,11
Geminina* 12 (8-17) 16 (8-24) 0,10
Aurora A* 12 (6-20) 17 (11-27) 0,006
Aurora B* 7 (4-12) 10 (4-17) 0,06
H3phS10* 1,3 (0,8-2,2) 2,2 (1,3-3,5) 0,002
Mcm2/Ki67 1,3 (1,1-1,5) 1,3 (1,1-1,5) 0,39
Geminina/Ki67 0,24 (0,16-0,30) 0,25 (0,18-0,36) 0,24
Aurora A/Ki67 0,21 (0,15-0,33) 0,30 (0,19-0,43) 0,003
Aurora A/geminina 1,0 (0,6-1,4) 1,2 (0,8-1,6) 0,04
Aurora B/Ki67 0,14 (0,08-0,22) 0,17 (0,11-0,26) 0,13
Aurora B/geminina 0,75 (0,40-1,02) 0,68 (0,37-1,07) 0,76
H3phS10/Ki67 0,03 (0,02-0,04) 0,04 (0,02-0,06) 0,005
T ensayo de Mann-Whitney

* indice de marcaje (expresado como porcentaje)

¥ mediana (intervalo intercuartil)

© Un caso se excluyé del analisis porque faltaba informacion del estadio.

Tabla 14: Relacién entre biomarcadores y supervivencia sin enfermedad

Biomarcador Proporcion de riesgo (Cl 95%) valor de pT
Kie7* 1,07 (0,95 a 1,22) 0,25

Mcm2* 1,13 (0,98 a 1,29) 0,09
Geminina* 1,17 (0,93 a 1,47) 0,19

Aurora A* 1,29 (1,06 a 1,58) 0,01

Aurora B* 1,19 (0,95 a 1,49) 0,13

H3phS10° 1,76 (1,08 a 2,88) 0,02
Mcm2/Ki67 0,79 (0,45 a 1,41) 0,42
Geminina/Ki6 74 1,09 (0,90 a 1,32) 0,38

Aurora A/Ki6 7 1,20 (1,06 a 1,36) 0,004

Aurora A/geminina 1,23 (0,97 a 1,56) 0,09

Aurora B/Ki6 74 1,22 (1,03 a 1,45) 0,02
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Aurora B/geminina

1,38 (0,98 a 1,96)

0,07

H3phS10/Ki67°

1,58 (0,96 a 2,57)

0,07

T ensayo de rangos logaritmicos

* Las proporciones de riesgo se refieren a un aumento absoluto del 10% en el porcentaje del biomarcador.

A Las proporciones de riesgo se refieren a un aumento absoluto de 0,1 en la proporcién.

° Las variables estaban muy sesgadas y por tanto se dividieron en dos categorias en el valor de la mediana (1,99
para H3S10ph, 0,032 para H3S10ph/Ki67). Las proporciones de riesgo son para el grupo elevado comparado con el

grupo bajo para cada variable.

Para otras variables, las proporciones de riesgo se refieren a un aumento de 1 unidad.

Tabla 15: Relacion entre el fenotipo del ciclo celular y los parametros clinicopatolégicos

| (fuera de ciclo)

Il (en ciclo con G1
retrasada/detenida)

Il (en ciclo activo)

Mcm2 <30%

Mcm2 >30%

Mcm2 <30%

geminina <7%

geminina >7%

N = 33 (18%)

N = 44 (24%)

N = 105 (58%)

Edad-media (SD) (p = 0,13)

61,9 (12,4)

61,2 (14,1)

57,4 (13,9)

Grado (p<0,001)*

1

27% (9/33)

23% (10/44)

5% (5/105)

2

61% (20/33)

64% (28/44)

30% (32/105)

3

12% (4/33)

14% (6/44)

65% (68/105)

Tamafio-media (SD) (p = 0,55)

24,7 (17,5)

29,1 (19,8)

28,0 (17,4)

Nédulos positivos (p = 0,23)

39% (12/31)

33% (13/40)

48% (47/98)

NPI-media (SD) (p<0,001)

3,8 (1,3)

4,0 (1,2)

4,9(1,2)

ER casos +ve' (p =0,08)

100% (73,9% a 100%)

100% (100% a 100%)

88,9% (0% a 100%)

PR casos +ve' (p=0,14)

72,4% (35,8% a 100%)

92,2% (47% a 100%)

18,8% (0% a 97,8%)

Her-2

0 66,7% (22/33) 68,2% (30/44) 53,5% (56/105)
1+ 15,2% (5/33) 18% (8/44) 19% (20/105)
2+ 9,1% (3/33) 4,5% (2/44) 7,6% (8/105)
3+ 9,1% (3/33) 9,1% (4/44) 20% (21/105)
(p =0,45)

" mediana (intervalos intercuartiles)

* Asociacion significativa limitada al fenotipo 111
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para determinar un protocolo de tratamiento para un sujeto que tiene cancer, comprendiendo el
método las etapas de:

(a) evaluar el nivel de un primer biomarcador seleccionado de al menos uno de Mcm2 a 7 en una muestra
bioldgica del sujeto; y

(b) evaluar el nivel de un segundo biomarcador seleccionado de al menos uno de geminina, Aurora A, PIk1,
y Ki67 en la muestra bioldgica del sujeto;

en el que la combinacion del nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es indicativa del régimen de tratamiento prescrito
para el sujeto;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, el protocolo de tratamiento se selecciona de
uno o mas de:

(i) un control; y
(i) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos no especificos de la fase del ciclo celular;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, el protocolo de tratamiento se selecciona de
uno o mas de:

(i) un control;
(i) un tratamiento con agentes especificos de G1 o no especificos de la fase del ciclo celular; y
(iii) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos no especificos de la fase del ciclo celular S y G2/M; y

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, el protocolo de tratamiento se selecciona de
uno o mas de:

(i) la cirugia; y
(i) un tratamiento con agentes quimioterapéuticos especificos de la fase del ciclo celular S y G2/M.

2.- El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas evaluar el nivel de un tercer biomarcador que es
H3S10ph en la muestra bioldgica de dicho sujeto.

3.- El método segun la reivindicacién 1, en el que la muestra biologica se selecciona del grupo que consiste en
biopsia de tumor, tejido, sangre completa, plasma sanguineo, suero sanguineo, frotis del cérvix, orina, lavado
bronquial, esputo y cepillado del tracto alimentario.

4.- El método segun la reivindicacion 1, en el que el nivel del primer y segundo biomarcador se determina utilizando
un método de ensayo inmunologico.

5.- El método segun la reivindicacion 4, en el que el método de ensayo inmunolégico se selecciona del grupo que
consiste en un analisis de la transferencia por puntos, un andlisis de la transferencia por ranuras, RIA, una
micromatriz peptidica, y ELISA.

6.- El método segun la reivindicacién 1, en el que el nivel del primer y segundo biomarcador se determina utilizando
un método de ensayo con base biolégica molecular.

7.- El método segun la reivindicacién 6, en el que el método de ensayo con base biolégica molecular se selecciona
del grupo que consiste en un analisis de la transferencia Northern, un analisis de la transferencia Southern, un
analisis de la transferencia Western, RT-PCR, PCR, ensayos de amplificacion basados en la secuencia de acidos
nucleicos (NASBA), una amplificacion mediada por transcripcion (TMA), o una matriz de deteccion por ordenador.

8.- El método segun la reivindicacion 1, en el que el sujeto tiene un cancer seleccionado del grupo que consiste en
cancer de mama, cancer endometrial, cancer ovarico, cancer ovarico epitelial, cancer de pulmén, cancer de préstata,
cancer de rifidn, cancer de vejiga, cancer de la mucosa oral, cancer esofagico, cancer del sistema linforreticular,
cancer de cerebro, cancer genitourinario, cancer de piel, cancer de colon, cancer de estdbmago, cancer de vejiga,
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cancer del uréter, y cancer del tracto aereodigestivo.

9.- El método segun la reivindicacién 1, en el que el primer y el segundo biomarcador pueden medirse de modo
secuencial o al mismo tiempo.

10.- El método segun la reivindicacién 1, en el que el nivel del primer biomarcador se mide antes de medir el nivel
del segundo biomarcador.

11.- Un método para determinar una prognosis del avance de un cancer en un sujeto, comprendiendo dicho método
las etapas de:

(a) evaluar el nivel de un primer biomarcador seleccionado de al menos uno de Mcm2-7 en una muestra
bioldgica del sujeto; y

(b) evaluar el nivel de un segundo biomarcador seleccionado de al menos uno de geminina, Aurora A, Plk1,
Ki67 y H3s10ph en la muestra bioldgica del sujeto;

en el que la combinacion del nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es indicativa del avance del cancer en el sujeto;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, la prognosis del sujeto es indicativa de una
probabilidad reducida del avance del cancer;

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es bajo, la prognosis del sujeto es indicativa de una
probabilidad reducida del avance del cancer; y

en el que cuando el nivel del primer biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, y el nivel del
segundo biomarcador comparado con un valor predeterminado es alto, la prognosis del sujeto es indicativa de una
probabilidad aumentada del avance del cancer; y

en el que el valor predeterminado para el primer biomarcador es de 30% de células positivas para el primer

biomarcador y el valor predeterminado para el segundo biomarcador es de 7% de células positivas para el segundo
biomarcador.

12.- El método de la reivindicaciéon 11, que comprende ademas evaluar el nivel de un tercer biomarcador que es
H3S10ph en la muestra bioldgica de dicho sujeto.
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Material de biopsia de tumorj

Analisis de multiples parametros:
Mcm2-7, geminina, Ki67, Aurora A, Plk1 y H3S10p

| Mem27 alto ]

e,

Mcm2-7 bajo/negativo J

}

Poblacién de células tumorales
fuera del ciclo

- Supervivencia sin enfermedad/
supervivencia global prolongada
- No respondedores a radiacién/
farmacos especificos de la fase
del ciclo celular

Poblacién de células tumorales dentro del ciclo

Geminina - alto

Aurora A - alto

Plk1 ~alto

H3310p ~ alto

gemininfiKig7 - alto (aprox. 1)
Aurora A/KIG? - alto (aprox. 1)

| - Indicativo de un avance acelerado del ciclo celular
- Avance acelerado de la fase G1
- Menor supervivencia sin enfermedad/supervivencia

global
- Principales respondedores a radiacién/farmacos

dirigidos a la fase 8 y G2/M

Poblacion de células tumorales dentro del ciclo

Geminina - bajo

Aurora A — bajo

Plk1 - bajo

H3S10p - bajo

geminin/Ki67 — bajo (aprox. 0)

Aurara A/KIB? - bajo (aprox. 0)

- Indicativo de una fase G1 prolongada o de una fase G1

detenida
- Supervivencia sin enfermedad/supervivencia global prolongada

- No respondedores a radiacion/farmacos dirigidos a la fase S

y G2/M
- Seleccionar farmacos dirigidos al fase G1, por ejemplo,

cisplatino

ROJO - ENSAYO DE PROGNOSIS
AZUL - ENSAYO PREDICTIVO

FIGURA 4
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