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DESCRIPCION

Firmas del resultado clinico en tumores estromales gastrointestinales y método de tratamiento de tumores
estromales gastrointestinales.

Campo técnico

La presente invencién se refiere a un método para la prediccién in vitro de la supervivencia y/o el pronoéstico
metastasico de tumores estromales gastrointestinales (GIST). Describe un kit para (i) la predicciéon in vitro del
resultado de supervivencia de un paciente que padece GIST, (ii) y/o el desarrollo de metastasis en un paciente
tratado para o que padece GIST, (ii) y/o la prediccién de la eficacia de un tratamiento para GIST. La presente
invencion también describe un método para buscar compuestos para el uso en el tratamiento de GIST, y un
compuesto para su uso en el tratamiento de GIST.

Por lo tanto, la presente invencion tiene utilidad en los campos médico y farmacéutico, especialmente en el campo
de diagnéstico.

En la descripcidon a continuacién las referencias en entre corchetes se refieren al listado de referencias situado al
final del texto.

Antecedentes de la Invencién

Los tumores estromales gastrointestinales (GIST) son los tumores mesenquimales mas frecuentes del tracto
gastrointestinal y suponen aproximadamente el 25 % de los sarcomas de tejidos blandos. Se cree los GIST surgen
de células intestinales de Cajal (1), o de una célula progenitora comun (2).

La tirosina cinasa KIT o el receptor del factor derivado de plaquetas a (PDGFRA) que activa las mutaciones son
eventos oncogénicos tempranos en los GIST. La mayor parte de los GIST (80 %) se caracterizan por la activacion de
mutaciones del receptor de tirosina cinasa KIT, mientras que un subconjunto (8 %) alberga el receptor del factor
derivado de plaquetas o (mutaciones PDGFRA (3,4). Ademas de estas mutaciones, se producen otros cambios
genéticos, siendo las alteraciones mas frecuencias indicadas las deleciones 14q, 22q y 1p (5). En lineas generales,
la citogenética de GIST es bastante sencilla y los desequilibrios principalmente implican cromosomas completos o
brazos de cromosomas. Particularmente, los perfiles moleculares y citogenéticos de GIST se correlacionan con el
avance de la enfermedad. No obstante, se ha observado que los cambios son mas frecuentes y mas complejos en
los tumores avanzados (6). Ademas, la base genética del prondstico metastasico de los GIST es aun ampliamente
desconocida.

La gestion clinica de los GIST consiste principalmente en la reseccién quirdrgica con terapia dirigida de adyuvante o
neo-adyuvante con mesilato de Imatinib (Gleevec, anteriormente STI571, Novartis Pharma AG) que se ha
demostrado que se dirige a la sefializacion aberrante de KIT o PDGFRA por la activaciéon de mutaciones (7). La
mayoria de los casos puede curarse Unicamente mediante reseccion quirargica, pero el 20-40 % de los pacientes
recaen, siendo la metastasis hepatica distante la manifestacién mas comun de la enfermedad recurrente.

Se han propuestos muchos criterios patoldgicos en base al sitio de tumor, el tamafio, el tipo de células, el grado de
necrosis y la velocidad mitdtica para predecir el prondstico de pacientes con GIST. Se logré un consenso por el
National Institute of Health (NIH) en 2001 para calcular el riesgo relativo de GIST en base al tamafo del tumor y el
recuento mitético (8) y en 2006, el Armed Forces Institute of Pathology (AFIP) propuso un sistema actualizado que
tiene en cuenta también una ubicacién tumoral (9). Incluso si estos dos sistemas son particularmente eficientes en la
determinacion del riesgo metastasico de los GIST, se basan en un reflujo histopatolégicco indirecto de la agresividad
tumoral. Ademas, los valores limite para estos criterios se han determinado empiricamente conduciendo a una
subjetividad que es inevitable en las evaluaciones de los patdlogos especializados. Por lo tanto, existe la necesidad
de comprender mas profundamente la biologia que subyace de la agresividad de los GIST con el fin de identificar
biomarcadores objetivos que mejoren la especificidad y la reproducibilidad de la prediccion del pronéstico.

El desarrollo de un método independiente del investigador valido y fiable de prondstico de GIST es esencial para la
adecuada gestion clinica de pacientes con GIST, especialmente en el contexto de un tratamiento adyuvante, donde
muchos pacientes se exponen a imatinib mientras que Unicamente una pequefia proporcidon se beneficiara
probablemente de dicho tratamiento (19).

Para conseguir este fin, ya se ha usado el perfil genédmico y de expresién pero uUnicamente se han notificado
resultados parciales y heterogéneos. A nivel genémico, se ha mostrado que el nivel de complejidad del genoma
aumenta con la estadio del tumor (6, 10), pero no se ha definido ningin umbral y no se ha propuesto ninguna
alteracion especifica excepto para las alteraciones p16INK4A cuya funcién en el desarrollo de la metastasis es aun
controvertido (11-16). A nivel de expresion, Yamaguchi y col. han propuesto una firma de expresidén génica:
identificaron CD26 como un marcador de prondstico pero unicamente en los GIST de origen gastrico. No obstante,
los autores concluyeron que CD26 puede no ser la causa de la progresion maligna de los GIST gastricos. Ademas,
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esta firma se limita como se ha establecido Unicamente en algunos casos (32 GIST), predice el resultado
unicamente en GIST gastricos (pero no en GIST del intestino delgado) y no se ha comparado con métodos de
clasificacion histopatoldgica considerados como la "regla de oro" (17).

En los pocos analisis del perfil gendmico o de expresion que usan un nimero mas reducido de GIST que se han
realizado antes de este estudio, Unicamente uno (35) presenta un analisis integrativo que recopila el perfil
geondmico y de transcripcion como se presenta aqui. Este estudio se bas6 en 25 pacientes y tenia el objetivo de
identificar genes diana situados en las regiones alteradas descritas en los ultimos 15 afios. Basicamente, muchos
estudios han descrito el genoma de los GIST y han demostrado que la citogenética de los GIST es bastante sencilla,
que se refleja unicamente por algunas aberraciones, siendo las deleciones mas frecuentes que las ganancias (6, 10,
11, 12, 36, 37). Todos estos estudios concluyeron que las deleciones cromosémicas 14, 22 y 1p son las
aberraciones mas frecuentes. También se ha mostrado que los cambios son mas frecuentes en los GIST de alto
riesgo y demasiado malignos GIST que en los GIST de riesgo bajo/intermedio (6, 10), pero aun no se ha identificado
una fuerte asociacion entre una alteracion y el prondstico, excepto las alteraciones CDKN2A como se ha analizado
anteriormente. Al nivel de expresioén, la mayor parte de los estudios se han establecido para mejorar la delineacion
del diagnéstico (38, 39) o para identificar diferencias de expresioén de acuerdo con un estado de mutacién de KIT o
PDGFRA (40-42).

La AURKA, codificada por un gen que mapea el cromosoma 20q13, es una proteina cinasa centrosomal mitotica
(20). Es un oncogén bien conocido, cuya funcion principal en el desarrollo tumoral es el control de la segregacion
cromosomica durante la mitosis (21). La amplificacion génica y la sobreexpresiéon de AURKA se han descrito
ampliamente en muchos tipos de cancer (22). En particular, conforme se ha demostrado claramente que la
sobreexpresion de AURKA induce anormalidades de duplicacion centrosomal-distribucion y aneuploidia que
conducen a la transformacién en células de cancer de mama (23). Realmente, los centrosomas mantienen la
estabilidad gendmica a través del establecimiento del cuerpo del huso bipolar durante la division celular, asegurando
una segregacion equivalente de cromosomas replicados a dos células hijas. La expresion de AURKA también se ha
asociado a un mal diagnéstico principalmente en carcinoma mamario (24), carcinoma de colon (25, 26),
neuroblastoma (27) y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (28). Tomados juntos, estos datos indican
que la regulaciéon por aumento de la expresion de AURKA puede ser un evento impulsor principal en el
establecimiento de la complejidad gendémica que conduce a una reprogramacion de la expresion génica salvaje,
creando las condiciones optimas para el desarrollo de metastasis. Los inhibidores de AURKA se encuentran
actualmente bajo estudio clinico (29-33).

Yamashita y col. ("Chromosomal numerical abnormality profiles of gastrointestinal stromal tumors", Japanese Journal
of clinical oncology, vol. 36, N 2, 2006-02, paginas 85-92) describen el examen por medio de FISH de la anormalidad
cromosomica en GIST, con el fin de probar una anormalidad numérica cromosomica (CNA) como un posible
predictor bioldgico del comportamiento biolégico de los GIST. Yamashita y col. también describen que la CNA en los
sitios primarios fue mas extensa en los GIST con recurrencia y metastasis que en aquellos sin, especialmente en
cuanto a la pérdida del cromosoma 20 y el desequilibrio genémico de la sonda BAC que contiene AURKA en 20q en
los casos con metastasis.

El documento W02010/068951 describe el uso de un inhibidor de AURKA y un inhibidor de Src en los ensayos
sinérgicos in vitro para probar si C1368 (un inhibidor selectivo de AURKA) y dasatinib (inhibidor de Src cinasa)
sinergizan para inducir la muerte celular en la linea celular de cancer humana HCT116, que es una linea celular de
cancer colorectal (véase la pag. 3, 1. 27-28). GIST no es un cancer en el que se pruebe la asociacion entre el
inhibidor de AURKA y Src.

El documento W0O2006/129064 indica que los inhibidores de AURKA pueden ser utiles para el tratamiento de
tumores. Sin embargo, este documento no describe ningun resultado de dichos inhibidores sobre las lineas celulares
de cancer o en el paciente; D3 es Unicamente putativo.

En vista de todos estos elementos, aun existe claramente la necesidad de nuevas herramientas que permitan
predecir el pronéstico de los GIST, paliando particularmente los fallos, inconvenientes y obstaculos del estado de la
técnica.

Descripcion de lainvencion

Después de importantes investigaciones, el Solicitante descubrié sorprendentemente una firma de expresion génica
prondstica para el resultado clinico de GIST primarios.

Sorprendentemente, se ha demostrado por el Solicitante que la firma CINSARC (CINSARC para indice de
complejidad en sarcoma (Complexity INdex in SARComa), una firma de prondstico de la expresién de 67 genes
relacionada con la complejidad gendémica en los sarcomas, documento PCT/FR2010/000323, [55]) y/o una nueva
firma de expresion de un gen predicen el prondstico metastasico en GIST y que la combinaciéon de cada una de
estas firmas con los desequilibrios genémicos supera el método de clasificacion histopatoldgica actual al determinar
el prondstico de los pacientes. Mas especificamente, estas firmas moleculares identifican "pacientes de riesgo" en
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casos estratificados como de riesgo intermedio de acuerdo con la clasificacion del Armed Forces Institut of
Pathology.

El Solicitante logra demostrar que existe una relacién positiva entre el IG (indice Gendmico) y la expresidon de
AURKA.

El Solicitante sorprendentemente consigue construir un algoritmo de decision en base al IG y la expresion de
AURKA.

Ventajosamente, la aplicacion de la firma permite una terapia con imatinib mas selectiva, lo que conduce a un
descenso de la morbilidad iantrogénica y mejores resultados para pacientes individuales.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la invencion describe un método para la prediccidon in vitro de la
supervivencia y/o el pronostico metastasico de tumores estromales gastrointestinales (GIST), comprendiendo el
método la medicidn del nivel, en una muestra bioldgica obtenida de un paciente de GIST, de un agrupamiento de
polipéptidos o polinucledtidos que consiste en Aurora cinasa A (AURKA).

Método para la prediccion in vitro de la supervivencia y/o el pronodstico metastasico de tumores estromales
gastrointestinales (GIST), caracterizado por que comprende la medicién del nivel, en una muestra biolégica obtenida
de un paciente de GIST, de un agrupamiento de polipéptidos o polinucleétidos que consiste en Aurora cinasa A
(AURKA), en el que GIST se clasifica en un grupo con alto riesgo de desarrollar metastasis en 5 afos, es decir, con
un riesgo de desarrollar metastasis en 5 afios de mas del 80 %, cuando AURKA se regula por aumento en
comparacion con un grupo sin ningun riesgo de desarrollar metastasis en 5 afios, en el que AURKA se regula por
disminucion e inferior a 9,13, donde 9,13 se calcula a partir de la expresion media de AURKA de muestras tumorales
estratificadas.

"Prediccion de la supervivencia y/o prondstico metastasico” se refiere en el presente documento a la prediccion de si
un paciente tiene una oportunidad de sobrevivir, 0 un riesgo de desarrollar metastasis tras el resultado de un GIST.
La supervivencia o el desarrollo de metastasis puede calcularse a partir de la invencion, GIST puede clasificarse en
un grupo con alto riesgo de desarrollar metastasis en 5 afios de un resultado de GIST, o en un grupo con ningun
riesgo de desarrollar metastasis en 5 afos, o en un grupo intermedio. Mas particularmente, el grupo de pacientes
con alto riesgo de desarrollar metastasis en 5 afios se caracteriza por un riesgo de desarrollar metastasis en 5 afios
de mas del 80 %, cuando AURKA se regula por aumento, en comparaciéon con un grupo sin ningun riesgo de
desarrollar metastasis en 5 afios cuando AURKA se regula por disminucion.

"Muestra bioldgica obtenida de un paciente de GIST" se refiere en el presente documento a cualquier muestra
biolégica que contiene células de GIST y obtenida a partir de un paciente tratado para o que padece GIST. Por
ejemplo, GIST puede ser tumores no tratados primarios.

"Polipéptido" se refiere en el presente documento a la proteina AURKA (Numero de Acceso de Genbank
NM_198433; SEQ ID NO: 1), un fragmento de la proteina AURKA, una region de la proteina AURKA o un derivado
de la proteina AURKA. Por ejemplo, el polipéptido puede ser un polipéptido que tiene al menos el 70 % de identidad
de secuencia con la secuencia peptidica de la proteina AURKA, o un polipéptido que tiene al menos el 80 % de
identidad de secuencia con la secuencia peptidica de la proteina AURKA, o un polipéptido que tiene al menos el
90 % de identidad de secuencia con la secuencia peptidica de la proteina AURKA.

"Polinucledtido" se refiere en el presente documento a cualquier polinucleétido que codifica el polipéptido como se
ha definido anteriormente, o a cualquier polinucleétido que hibrida en condiciones rigurosas en un polipéptido que
codifica el polipéptido como se ha definido anteriormente. El polinucleétido de la invencién puede ser cualquiera de
ADN o ARN, por ejemplo, la secuencia SEQ ID NO: 2. EI ADN puede estar en cualquier forma de ADN genémico, un
biblioteca de ADN gendmico, ADNc o un ADN sintético. Ademas, el polinucleétido de la presente invencion puede
ser cualquier de los amplificados directamente por un método por RT-PCR usando ARN total o una fraccién de
ARNm preparada a partir de un GIST. El polinucleétido de la presente invencién incluye un polinucleétido que hibrida
en condiciones rigurosas en un polinucledtido.

La medicion del nivel de polipéptidos puede realizarse por cualquier técnica apropiada conocida por el experto en la
técnica. Puede ser, por ejemplo, una técnica de inmunohistoquimica, en la que la expresion de la proteina se mide
después de la hibridacién de un anticuerpo que reconoce especificamente la proteina AURKA.

La medicion del nivel de polinucleétidos puede realizarse por cualquier técnica apropiada conocida por el experto en
la técnica. Puede ser, por ejemplo, un método de qPCR gendmica (reaccion en cadena de polimerizacion
cuantitativa), array CGH (Hibridacién Gendmica Comparativa) o RT-gPCR (qPCR en tiempo real) para comprobar el
numero de copias de ADN genémico o cuantificar la expresién del ADN gendémico.

Ventajosamente, la expresiéon de AURKA permite predecir la supervivencia y/o el prondstico metastasico de los
GIST, y no ha de medirse ninguna otra expresion génica o de proteinas. EI método de la invenciéon puede
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comprender el célculo del indice Genémico (IG), es decir, el nimero y tipo de alteraciones del genoma de GIST, de
acuerdo con la férmula como se indica a continuacién:

IG=A%xC,

en la que A es el numero de alteraciones en el genoma de GIST y C es el nUmero de cromosomas implicados en el
GIST.

"Numero de alteraciones en el genoma de GIST" se refiere en el presente documento a diferentes ganancias y
pérdidas numéricas y segmentarias. Por ejemplo, las alteraciones pueden implicar todos los brazos del cromosoma
0 un cromosoma sin reordenacion, o ganancias o pérdidas intra-cromosomales. Puede medirse mediante técnicas
conocidas en la técnica, tal como array CGH.

"Numero de cromosomas implicados en GIST" se refiere en el presente documento al nimero de cromosomas de
células de GIST que tienen una alteracion. El numero de cromosomas puede medirse mediante array CGH.

Ventajosamente, GIST se clasifica en un grupo de supervivencia sin metastasis ni enfermedad cuando AURKA se
regula por disminucién y el IG es igual o inferior a 10. En este caso, la expresién de AURKA puede ser inferior a
9,13, o inferior a 9, o inferior a 8, o inferior a 7, o inferior a 6, o inferior a 5. En este caso, hay una supervivencia de 5
afios, es decir, no hay metastasis o enfermedad durante 5 afios después del resultado de GIST o después del fin de
un tratamiento. En una realizacion particular, GIST puede clasificarse en un grupo con bajo riesgo de desarrollar
metastasis en 5 afios, es decir, con un riesgo de desarrollar metastasis en 5 afios comprendido entre el 0 % vy el
10 %, cuando la expresién de AURKA es igual o inferior a la media de la expresion de AURKA, y el IG es igual o
inferior a 10, siendo dicha media la media de la expresién/nivel de AURKA en varios GIST, por ejemplo, una serie de
50 a 70 GIST, por ejemplo 60 GIST. En este caso, no hay metastasis ni enfermedad durante 5 afios.

Como alternativa, GIST puede clasificarse en un grupo con alto riesgo de desarrollar metastasis en 5 afos, es decir,
con un riesgo de desarrollar metastasis en 5 afos de mas del 75 %, cuando la expresion de AURKA es mas de la
media de la expresion de AURKA y el IG es mas de 10, siendo dicha media la media de la expresion de AURKA en
varios GIST, por ejemplo, en una serie de 50 a 70 GIST, por ejemplo 60 GIST. En este caso, se dan el 75 % de los
casos de metastasis o enfermedad durante 5 afos después del resultado de GIST o después del fin de un
tratamiento.

Se describe un kit para la prediccion in vitro del resultado de supervivencia de un paciente que padece GIST, y/o el
desarrollo de metastasis en un paciente tratado para o que padece GIST, y/o la prediccion de la eficacia de un
tratamiento para GIST, caracterizado por que comprende medios para detectar y/o cuantificar, en una muestra, la
expresion/nivel de AURKA, y medios para el calculo del IG.

"Medios para detectar y/o la expresion/nivel de AURKA" pueden ser cualquier medio para detectar niveles de
proteinas o de polinucledtidos conocidos por el experto en la técnica. Los medios pueden ser, por ejemplo, los
medios para realizar un analisis de inmunohistoquimica, una transferencia de western o una q-PCR.

"Medios para el calculo del IG" se refiere en el presente documento a cualquier medio que permita el calculo del
numero de alteraciones en el genoma de GIST y del nUmero de cromosomas implicados en el GIST.

Se describe un método para buscar compuestos para el uso en el tratamiento de GIST, que comprende las etapas
de:

a. Poner en contacto un compuesto de ensayo con una muestra bioloégica obtenida de un paciente que
contiene células de GIST,

b. Medir la expresion o el nivel de AURKA,

c. Comparar dicha expresién o nivel de AURKA con la expresion de AURKA antes del contacto entre dicho
compuesto de ensayo y dicha muestra,

d. Seleccionar dicho compuesto de ensayo que permita una regulacién por disminuciéon de la
expresion/nivel de AURKA.

"Regulacion por disminucion" se refiere en el presente documento a cualquier disminucién de la expresién o el nivel
de la proteina o el polinucleétido AURKA.

El método también comprende las etapas de:

e. Calcular el IG,

f. Comparar dicho IG con el IG antes del contacto entre dicho compuesto de ensayo y dicha muestra,

g. Seleccionar dicho compuesto de ensayo que permita una regulacién por disminucion del IG a 10 o
menos.
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Se describe un inhibidor de AURKA para su uso en el tratamiento de GIST.

"Inhibidor" se refiere en el presente documento a cualquier compuesto que permita un descenso de la
expresion/nivel de la proteina AURKA, o en un descenso de un efecto bioldgico de AURKA, cuando el inhibidor se
pone en contacto con GIST. El inhibidor de AURKA puede ser PHA-739358 (29, 54), MLN8237 (30), MK-5108 (33).

Otro objeto de la invencién es un método de tratamiento de GIST, en un sujeto que necesita el mismo, que
comprende la etapa de administrar al paciente una dosis farmacéuticamente eficaz de un inhibidor como se ha
definido anteriormente.

Breve descripcion de las figuras

- Figura 1: Analisis Kaplan-Meyer de la supervivencia libre de metastasis (MFS) y libre de enfermedad
(DFS) de acuerdo con la estratificacion CINSARC. Los centroides se han vuelto a indicar en una serie
publicada previamente (Yamaguchi y col., 2008) de 32 GIST (a) y después se aplican a la presente serie de
60 GIST (b).

- Figura 2: Analisis Kaplan-Meyer de la supervivencia libre de metastasis (MFS) y libre de enfermedad
(DFS) de acuerdo con la expresion de AURKA. AURKA se ha identificado en la presente serie de 60 GIST,
esta serie se considera como (a) el "conjunto de formacién" y la serie de Yamaguchi como (b) el "conjunto
de validacion". A1 corresponde a tumores con expresion de AURKA por debajo de la media.

- Figura 3: Perfiles CGH de cuatro casos que representan GIST con muy pocos reordenaciones (GIST N°
8), GIST moderadamente reordenados (GIST N° 49 y N° 11) y GIST altamente reordenados (GIST N° 38).
Las alteraciones gendmicas se presentan y se organizan del cromosoma 1 a 22 sobre el eje X y los valores
de relacion logaritmica se indican sobre el eje Y. Se indican ganancias o pérdidas significativas mediante
lineas de color azul y areas de color azul por encima o por debajo de cada perfil, respectivamente.

- Figura 4: Analisis Kaplan-Meyer de la supervivencia libre de metastasis (MFS) y libre de enfermedad
(DFS) de acuerdo con (a) IG, (b) clasificacion del AFIP, y (c) IG en el subgrupo de casos intermedios del
AFIP.

- Figura 5: Analisis Kaplan-Meyer de la supervivencia libre de metastasis (MFS) y libre de enfermedad
(DFS) de acuerdo tanto con el IG como la expresion de AURKA. AG1 corresponde a tumores con IG por
debajo de 10 y expresion de AURKA por debajo de la media. AG2 corresponde a tumores con IG sobre 10
y expresion de AURKA por encima de la media.

- Figura 6: Representacién de grafico volcan de la prueba t que compara los perfiles de expresion de GIST
con o sin metastasis. El diagrama de Venn en la parte inferior indica el nimero de genes solapantes con la
firma CINSARC.

- Figura 7: Gréafico de dispersion que presenta la asociacién entre el indice Genémico (IG, eje Y) y la
expresion de AURKA (log2, eje X). Las lineas horizontales y verticales de color negro corresponden a un
umbral del IG de 10 y a una expresién media de AURKA, respectivamente. r = Coeficiente de correlacion de
Pearson. Los circulos de color negro indican casos metastasicos.

- Figura 8: Histograma que presenta las 4000 sondas eliminadas con mas frecuencia en casos metastasicos
(M) (azul). Las frecuencias correspondientes para casos no metastasicos (NM) estan en rojo. Los ejes Y
representan la frecuencia de delecién. Los paneles inferiores son vistas detalladas de las sondas con las
mayores diferencias entre los casos My NM.

- Figura 9: Perfil genémico del cromosoma 9 de los 18 GIST metastasicos (panel superior). Las deleciones y
ganancias se indican en color verde y rojo, respectivamente; y la intensidad del color es proporcional a los
cambios en el nUmero de copias. Se proporciona una vista detallada (panel inferior) para los 6 casos que
presentan un locus CDKNZ2A dirigido a la delecién homocigética 9p21 (verde oscuro).

- Figura 10: Valores prondsticos de la expresion de proteina del gen AURKA. Analisis Kaplan-Meyer de la
supervivencia libre de metastasis (MFS) de acuerdo con la expresién de AURKA. La expresion de la
proteina AURKA se ha medido después de la hibridacién especifica con un anticuerpo que reconoce
especificamente la proteina AURKA. Después, la hibridacion del anticuerpo se revelé mediante un proceso
cromogenico.

Ejemplos
Ejemplo 1: Material y métodos
Muestras tumorales

Se seleccionaron sesenta y siete tumores GIST recién congelados de la base de datos de GIST Europea
CONTICAGIST (www.conticagist.org) que contiene datos de tejidos de GIST, incluyendo informacién relativa a
pacientes, el tumor primario, el tratamiento, el seguimiento y la disponibilidad de muestras tumorales. Todos los
GIST seleccionados eran tumores no tratados. Sus caracteristicas se presentan en la tabla complementaria 1. La
mayor parte de los GIST (59/67) se estudiaron tanto mediante array CGH como mediante perfil de expresion génica
(una combinacion de 66 mediante array CGH y 60 mediante perfil de expresion génica).
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Aislamiento de ADN y array CGH

(Arrays Agilent (G4450A). En resumen, para cada muestra, se fragmentaron 350 ng de ADN mediante una digestion
enzimatica doble (Alul + Rsal) y se comprobaron con LabOnChip (Sistema Bioanalizador 2100, Agilent
Technologies) antes del marcado y la hibridacion. Los ADN de tumor y de control se marcaron por cebado aleatorio
con CY5-dUTP y CY3-dUTP, respectivamente, hibridados a 65 °C durante 24 h y rotacion a 20 rpm. Las matrices se
exploraron usando un lector de micromatrices de ADN Agilent G2585CA y el analisis de imagen se hicieron usando
el software Feature-Extraction V 10.1.1.1 (Agilent Technologies). La normalizacion se hizo usando el método modo
de clasificacion disponible en el software Feature-Extraction V 10.1.1, con un valor por defecto para cualquier
parametro. Los datos de proporcién del nimero de copias brutos se transfirieron al software CGH Analytics v 4.0.76.
Se usb el algoritmo ADM-2 del software CGH Analytics v 4.0.76 (Agilent) para identificar anomalias en el niumero de
copias de ADN al nivel de la sonda. Se definié una ganancia en el nimero de copias de bajo nivel como una relacion
log 2 >0,25 y se defini6 una pérdida en el numero de copias como una relacion log 2 <-0,25. Se definié una ganancia
o amplificacion de alto nivel como una relacion log 2 >1,5 y se sospecha una delecién homocigética cuando la
relacion esta por debajo de -1. Para establecer los criterios de decision para el prondstico, las alteraciones que
implican mas de 100 sondas se han computerizado automaticamente usando un filtro de aberracion.

PCR cuantitativa gendmica en tiempo real y secuenciacion

Para determinar el estado del nimero de copias de p16, pl5 y pl4, se realizd PCR en tiempo real en el ADN
genomico usando TagMan® Universal Master Mix (Applied Biosystems). Para normalizar los resultados, se usaron
tres genes de referencia: GAPDH, ALB y RPLPO, con el fin de tener, para cada tumor, al menos dos de estos genes
de referencia en un nimero normal de copias (array CGH). Los cebadores y la sonda usados para RPLPO son como
se indica a continuacion: (F) 5-TGGATCTGCTGGTTGTCCAA-3' (SEQ ID NO: 3); (R) 5'-
CCAGTCTTGATCAGCTGCACAT-3' (SEQ ID NO: 4); (sonda) 5'-
AGGTGTTTACTGCCCCACTATTATCTGGTTCAGA-3' (SEQ ID NO: 5). Se han descrito previamente otros
cebadores y sondas usados (52). Los datos tumorales se normalizaron frente a los datos obtenidos para el ADN
normal. Después, los resultados se calcularon como se ha descrito previamente (52). Un estado normal corresponde
a 0,8 < relacion < 1,2, 0,1 < relaciéon < 0,8 se considera como una delecién hemicigética. Cuando la relacion es
inferior a 0,1, la delecién se considera como homocigética. El locus CDKN2A se ha sometido a secuenciacién como
se ha descrito previamente ([52]) y el gen RB1 se secuencié usando ADN genémico de acuerdo con Houdayer y col.
(53) o ADNc con los siguientes cebadores: (F1) 5'-TCATGTCAGAGAGAGAGCTTGG-3' (SEQ ID NO: 6), (R1) 5'-
CGTGCACTCCTGTTCTGACC-3' (SEQ ID NO: 7); (F2) 5-AATGGTTCACCTCGAACACC -3' (SEQ ID NO: 8), (R2)
5'-CTCGGTAATACAAGCGAACTCC-3' (SEQ ID NO: 9); (F3) 5'-CCTCCACACACTCCAGTTAGG-3' (SEQ ID NO:
10), (R3) 5-TGATCAGTTGGTCCTTCTCG-3' (SEQ ID NO: 11); (F4) 5'-GCATGGCTCTCAGATTCACC-3' (SEQ ID
NO: 12), (R4) 5-TCGAGGAATGTGAGGTATTGG-3' (SEQ ID NO: 13); (F5) 5-TCTTCCTCATGCTGTTCAGG-3'
(SEQ ID NO: 14), (R5) 5'-TGTACACAGTGTCCACCAAGG-3' (SEQ ID NO: 15).

Aislamiento de ARN y perfil de expresion génica mediante un ensayo de color

Se extrajeron los ARN totales de muestras tumorales congeladas con reactivo TRIzol (Life Technologies, Inc.) y se
purificaron usando el kit RNeasy® Min Elute TM Cleanup (Qiagen) de acuerdo con los procedimientos del fabricante.
La calidad del ARN se comprobd en un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies). Se usaron ARN con un
numero de integridad del ARN (RIN) > 6,5 para micromatriz.

El analisis de expresion génica s realizd usando array de oligo genoma humano 44K completo Agilent (Agilent
Technologies). Esta matriz representa mas de 41.000 genes humanos y transcripciones, con anotaciones de
dominio publico. EI ARN total (500 ng) se transcribio de forma inversa en ARNc incorporando un cebador promotor
T7 oligo-dT antes de la generacién de ARNc fluorescente usando un kit Agilent Quick Amp Labelling (Agilent
Technologies). EI ARNc marcado se purificé usando un kit Qiagen RNeasy Mini (Qiagen) y se cuantificé usando un
instrumento NanoDrop ND-1000. En estos experimentos, los ARNc (muestra) marcado con Cy3 se hibridaron en la
matriz usando un kit de hibridacion de expresion génica (Agilent Technologies). La hibridacién se incub6 en camaras
Agilent SureHyb durante 17 horas en un horno de hibridacion ajustado a 65 °C y rotacién a 10 rpm. Los portaobjetos
de micromatrices se lavaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante y después se exploraron en un lector de
micromatrices de ADN Agilent G2565BA DNA y se hizo un analisis de imagen usando el software Feature-Extraction
V 10.1.1.1 (Agilent Technologies).

Todos los datos de micromatrices se normalizaron simultaneamente usando el algoritmo centil. La prueba t se
realiz6 usando Genespring (Agilent Technologies) y los P-valores se ajustaron usando el procedimiento de
Benjamini-Hochberg. El P-valor y el limite de cambio para la seleccién génica fueron 0,001 y 3, respectivamente. El
analisis de ontologia génica se realizé para establecer el enriquecimiento estadistico en el término de GO usando
Genespring (Agilent Technologies).

PCR en Tiempo Real

La transcripcion inversa y el PCR en tiempo real se realizaron como se ha descrito anteriormente (52). Se usaron
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ensayos de expresion génica TagMan® (Applied Biosystems): Hs01582072_m1 para AURKA; Hs01078066_m1 para
RB1; Hs99999905 _m1 para GAPDH; Hs99999903 _m1 para ACTB y Hs99999902 _m1 para RPLPO. El nivel de
expresion de pl4 y pl16 se evalu6 como se ha descrito previamente (52). Con el fin de normalizar los resultados, se
usaron los genes GAPDH, ACTB y RPLPO como genes de referencia. Se realizaron triplicados para cada muestra
para cada gen. Se definié un CT de referencia (ciclo umbral, Threshold Cycle) para cada muestra como el CT
medido medio de los tres genes de referencia. El nivel de ARNm relativo de AURKA en una muestra se definid
como: ACT = CT (gen de interés) -CT (media de los tres genes de referencia).

Anélisis estadistico.

Para asignar el prondstico, se aplicd el método centroide mas cercano. Los centroides representan una media
centrada de expresion para la firma de genes para cada resultado de paciente (metastasico y no metastasico). Por lo
tanto, los centroides se calcularon a partir de las muestras de la cohorte 1 (17) y después cada muestra de esta serie
(considerada asi como un conjunto de validacion) se asigné a la clase de prondstico (centroide) con la mayor
correlacion de Spearman.

La supervivencia libre de metastasis y de enfermedad se calculé mediante el método Kaplan-Meier desde la fecha
del diagnéstico inicial a la fecha de la primera metastasis, recaida, ultimo seguimiento o muerte para pacientes con
diagndstico de metastasis. Las curvas de supervivencia se compararon con la prueba del rango logaritmico. Se
realizaron cocientes de riesgo con el modelo de riesgo proporcional de Cox. Todos los analisis estadisticos se
realizaron usando el software R version 2.11.11 y el paquete "supervivencia".

Ejemplo 2: Resultados
CINSARC es un factor de prondéstico significativo en GIST

Para evaluar el problema de si la firma publicada previamente puede tener un valor de prondstico en los GIST, se
realizé un perfil de expresion en una serie de 67 GIST (Tabla 1).

Tabla 1: Descripcion de los pacientes.
Los porcentajes se indican entre paréntesis. nd = no determinado

Sexo
Hombre 27 (40)
Mujer 40 (60)
Ubicacién
Estomago 43 (64)
Intestino delgado 12 (18)
Otro 12 (18)
Subtipo histolégico
Huso 52 (77.5)
Epitelioide 5(7,5)
Mixto 10(15)
Tamafio del tumor
<2 5(7,5)
2-5 25 (37)
5-10 21 (31,5)
>10 15 (22,5)
nd 1(1,5)
indice mitético
<5 42 (63)
>5 25 (37)
Riesgo segun el AFIP
Muy bajo 15 (22)
Bajo 16 (24)
Intermedio 16 (24)
Alto 19 (28,5)
nd 1(1,5)
Margen quirargico
46 (69)
R1 4 (6)
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nd 17 (25)
Mutaciones
KIT 52 (77,5)
Ex9 2 (3)
Ex 11 48 (71,5)
Ex 13 1(1,5)
EX 17 1(1,5)
PDGFRA 12 (18)
Ex 12 2 (3)
Ex 14 1(1,5)
Ex 18 9(13,5)
WT 3(4,5)
Eventos de recaida
Local 7(10)
Distancia 18 (27)

Entre ellos, se obtuvo una cantidad suficiente de ARNm para 60 casos (89,5 %). Se aplico la firma centroide mas
cercana CINSARC (18) a los GIST, usando una serie publicada (17) como un conjunto de formacion para reconvertir
los centroides y la presente serie como el conjunto de validacion. El analisis Kaplan-Meier (figura 1) revel6 que en
ambas series la firma CINSARC dividié los tumores en dos grupos con supervivencias libre de metastasis (MFS) y
libre de enfermedad (DFS) muy distintas (conjunto de validacion: MFS: HR = 18,3, Cl al 95 % = [2,4 - 140], P = 0,005
y DFS: HR = 19,6, Cl al 95 % = [2,6 - 149,5], P = 0,004).

Cambios en la expresidon génica asociados al prondstico metastasico

Los resultados que se han presentado anteriormente indican que la expresion de los genes implicados en el control
de la mitosis y la integridad cromosdmica (CINSARC) se asocia a resultados de supervivencia en los GIST. Por lo
tanto, Se cuestiond si el fendmeno reciproco era verdadero, es decir, si la expresion diferencial entre los casos
metastasicos y no metastasicos puede identificar dichos genes. Para evaluar esta cuestion, se realizé una prueba t
supervisada que comparaba los perfiles de expresion tumoral estratificados de acuerdo con los resultados (figura 6).
Entre los 297 genes diferencialmente expresados (338 sondas) (Tabla 2), 70 (86 sondas) se regularon por
disminucion en los casos metastasicos y 227 (252 sondas) se regularon por aumento en los casos metastasicos (FC
>3y P <0,001).
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Con respecto a los 70 genes regulados por disminucion, no se identificd ninguna ruta enriquecida significativa. Por el
contrario, se observd que 45 de los 227 genes regulados por aumento pertenecian a la firma CINSARC (Figura 6).
Ademas, el analisis de Ontologia Génica revel6 que las rutas enriquecidas en esta seleccion de genes (227 genes
regulados por aumento metastasicos) eran casi las mismas que las enriquecidas en la firma CINSARC. Realmente,
63 de las 77 (82 %) rutas enriquecidas eran comunes con los genes CINSARC (Tabla 3).
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Ademas, el analisis de enriquecimiento génico de los 182 genes no incluido en CINSARC mostré que este conjunto
de genes también se enriquecid por los genes implicados en las mismas rutas que los genes CINSARC, es decir,
control de la mitosis e integridad cromosdmica (Tabla 4).
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AURKA es un marcador significativo de prondstico de metastasis

Se aprovecharon los resultados del analisis supervisado para ensayar la posibilidad de reducir la firma CINSARC.
Entre los genes significantes de clasificacion superior clasificados en la prueba t supervisada, AURKA (Aurora cinasa
A, denominada previamente STK6 o STK15) fue el mejor gen clasificado que también pertenecia a la firma
CINSARC (Tabla 1). Se ensayd asi si AURKA en solitario podria predecir resultados, asi como CINSARC y se
estratificaron muestras de acuerdo con su expresién de AURKA (con la expresion media de 9,13 como limite, tabla
5).
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Para este fin, se considero la presente serie de 67 GIST como el conjunto de formacién y la de Yamaguchi como el
conjunto de validacion. Después, los datos de expresion se validaron mediante gRT-PCR y se descubrié una alta
correlacion entre ambas técnicas (coeficiente de correlacion de Pearson = 0,94; P <1 x 10'15). Los analisis de
supervivencia revelaron que los dos grupos obtenidos tenian resultados muy diferentes, tanto en el conjunto de
formacion (serie Presente, MFS: P = 5,31 x 107" y DFS: P = 3,61 x 10", figura 2a) y en el conjunto de validacion
(serie de Yamaguchi, MFS: P = 9,5 x 10, figura 2b).

La complejidad cromosomal es un factor de prondéstico significativo de GIST

Se ha demostrado previamente que la firma CINSARC se asocia a la complejidad del genoma (18), por lo tanto la
pregunta es, si el nivel de alteracion del genoma de los GIST se correlaciona con la firma CINSARC y con el
pronostico metastasico. El perfil gendmico con matrices que contienen 60.000 oligonucledtidos (véase Material y
métodos) se ha realizado en 66 GIST con suficiente calidad del ADN. Se obtuvieron diferentes perfiles, que variaban
de sencillo, es decir, sin ningun cambio detectable, a complejos, con ganancias y pérdidas numéricas y
segmentarias (figura 3). No se detectd ningun nivel de amplificacion elevado en los 66 perfiles con la excepcion de
un caso con amplificacion 5p (GIST17). La mayor parte de las alteraciones implicaban brazos de cromosomas
enteros 0 cromosomas sin reordenaciones. De hecho, cuando Unicamente se detectaron unos pocos cambios
(menos de ocho), estos siempre afectaron a todos los brazos o los cromosomas, mientras que cuando el perfil
estaba compuesto por mas de 10 cambios, pudieron observarse ganancias o pérdidas intra-cromosémicas. Para
definir un método numérico teniendo en cuenta estos criterios, es decir, el nimero y tipo de alteraciones, se calculd
un indice Genoémico (IG) para cada perfil como se indica a continuacion: IG = A% x C (A = nimero de alteraciones y C
= numero de cromosomas implicados). Después, se asignaron los tumores a dos grupos, GI1 o GI2, dependiendo de
si su |G era o no superior a 10, respectivamente (Tabla 5). Los analisis Kaplan-Meier de supervivencia libre de
metastasis y enfermedad demostraron que esta estratificacion dividié los tumores en dos grupos con un resultado
muy distinto (figura 4a). Ademas, esta estratificacion gendmica puede identificar GIST con diferentes pronésticos
metastasicos en el grupo de riesgo intermedio de la clasificacion AFIP (9) (figura 4b y c).

El analisis integrativo permite la identificacion de un grupo de pacientes sin riesgo

Considerando estos resultados en su conjunto, se construye un algoritmo de decision en base al IG y la expresion
de AURKA. Mas especificamente, existe una correlacion positiva entre el IG y la expresion de AURKA (correlacion
de Pearson r = 0,65, figura 7). Se observé que los tumores con expresion de AURKA por debajo de la media y con
un IG inferior a 10 nunca desarrollaron metastasis ni recidiva (figura 7, Tabla 5). En este sentido, los analisis Kaplan-
Meier MFS y DFS demostraron que los tumores con buenos factores de pronéstico (AG1: Expresion de AURKA
<media e 1G<10), tienen una MFS en 5 afos del 100 %, mientras que los tumores con malos factores de prondstico
(AG2: Expresion de AURKA > media o 1G>10) tienen una MFS en 5 afios del 23 %, P = 2,61 x 107, figura 5). Por lo
tanto, este algoritmo conduce a la individualizacién de un grupo de pacientes sin riesgo (AG1: Expresion de AURKA
< 9,13y 1G<10).

Laruta P16/RB1 esta relacionada con el prondstico metastéasico.

Como resultado de estos hallazgos, se reconsideraron los datos de array CGH para examinar si alguna alteracion
especifica estaba relacionada con el prondstico de los pacientes. Se comparé la frecuencia de alteracion de cada
sonda entre los GIST con o sin prondstico metastasico (figura 8). No se observé ninguna diferencia significativa en
las frecuencias de ganancia entre los dos grupos (datos no mostrados). Sin embargo, entre las frecuencias de
delecion de alta clasificacion en los casos metastasicos, se observd la mayor diferencia para ocho sondas
eliminadas en el 78,9 % y el 9,6 % de los casos metastasicos y no metastasicos, respectivamente (figura 8). Todas
las sondas se localizan en 9p21 y se dirigen a los loci CDKN2A (3 sondas), CDKN2B (3 sondas) o MTAP (2 sondas).
Se observaron deleciones 9p21 en 18 casos (18/66 = 27 %) y entre estos tumores, 13 desarrollaron metastasis
(13/18 = 72 %). Estas deleciones implicaban en su totalidad los brazos 9p o se restringian unicamente a los loci
CDKN2A/B y se asumié que eran homocigoéticas para 7 casos (6/7 con prondstico metastasico) como se indicé por
las relaciones de CGH muy bajas (figura 9). La regién eliminada con mas frecuencia parecia implicar 3 loci
(CDKN2A, CDKN2B y MTAP), pero las deleciones homocigéticas permitieron identificar con mas precision los genes
de interés puesto que dos tumores con delecion homocigoética excluyeron MTAP (GIST N° 5 y N° 17). Por
consiguiente, se comprob6 el estado del nimero de copias de CDKN2A y CDKN2B mediante gPCR gendmica y se
confirmaron completamente todos los resultados de CGH. En particular, se confirmaron y se refinaron deleciones
homocigéticas sospechadas, y se observé que la delecién homocigética en GIST N° 5 implicaba unicamente
CDKN2A pero no CDKN2B (cuya Unica copia se conservo) (Tabla 5). Posteriormente, todos los GIST sin delecion
homocigética y de los cuales estaba disponible el ADN (58 casos) se sometieron a secuenciacion de CDKN2A. No
se detectd ninguna mutacion (datos no mostrado) y unicamente se identificaron tres SNP (RS3731249, RS11515 y
un SNP silencioso no referenciado: ¢.*56G>A) en 4, 14 y 20 casos respectivamente. Para cuantificar con precision
las expresiones de pl4 y pl6 (ambos ARNm hibridado en el mismo (sondas Agilent), se cuantifico la expresion
usando sondas especificas para RT-gPCR pl14 y pl16 (Tabla 5). En todos los tumores sin copia alguna de pl16 (7
casos) y en tres tumores con Unicamente una copia, el ARNm pl6 estaba casi ausente; y no se detecté ninguna
proteina por IHC en los dos casos con delecidon homocigoética y los tres casos con delecion hemicigoética para los
cuales estan disponibles bloques histolégicos (datos no mostrados). Por lo tanto, la falta de ARNm p16 y/o la
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proteina se evidencia en 10 casos, perteneciendo nueva al grupo metastasico (18 casos).

Por lo tanto, se especuld que otra alteracion genémica podria conducir a la inactivacion de la ruta p16 en los casos
sin delecion homocigoética de pl6. Se observé una delecién homocigética y 13 deleciones hemicigéticas del locus
RB1 (Tabla 6).

Tabla 6: Resultados del analisis CINSARC, expresion de AURKA (A = 9,13 como limite), analisis CGH (IG = 10
como limite) y numero de copias de CDKN2A/2B y RBI determinado por gPCR genémica y array CGH,
respectivamente (2 = sin delecion detectable; 1 = delecidn homocigética; 0 = sin copia). P = PDGFRA, K = KIT, WT =
Tipo salvaje, nd = no realizado

Matriz de Exp. CGH Expresion de p16 Expresion de RB1
T O 8 o @A g9 Jo |B_ ¢ o) o
58,5 2888 wSeleheong 8 £| X2 % N &
= BOD ®C TO - | Q808 50 g i=fa) a £0 a
) @ Z 582|555 02° |ESETT ST B T < ) T < o
O O 4 < o < a é’ o é’ o &) s = =
GIST10 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 10,67 10,13 6,82 6,13
GIST13 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 8,66 10,21 7,94 4,98
GIST15 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 8,36 11,80 8,46 4,68
GIST18 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 11,86 6,89 6,96 5,58
GIST21 C1 A1 GI1 AG1 2 2 No No 12,43 6,81 8,19 4,39
GIST23 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 8,75 nd 7,00 nd
GIST24 C1 A1 GI1 AG1 2 2 No No 9,26 11,06 8,17 4,91
GIST27 C1 A1 GI1 AG1 2 2 No No 9,57 12,03 7,62 5,32
GIST30 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 8,68 14,01 7,81 5,20
GIST32 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 10,90 8,96 8,02 4,45
GIST33 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 9,31 12,47 7,11 5,53
GIST36 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 10,39 10,01 7,53 5,08
GIST40 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 10,02 9,15 8,67 4,35
GIST43 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 10,75 8,98 7,73 4,84
GIST44 C1 A1 GI1 AG1 2 2 No No 11,23 8,88 7,50 5,52
GIST46 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 11,06 9,08 7,29 5,68
GIST48 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 10,08 10,23 8,12 5,16
GIST49 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 12,40 6,38 8,91 5,08
GIST51 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 12,80 5,89 7,65 4,94
GIST55 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 9,44 11,19 7,92 5,10
GIST60 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 9,53 11,57 7,89 4,98
GIST62 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 8,32 13,57 8,29 4,35
GIST64 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 9,10 11,98 8,71 4,41
GIST8 C1 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 8,78 15,46 7,95 5,15
GIST12 C2 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 13,31 8,47 8,73 4,21
GIST29 C2 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 10,65 9,89 8,20 5,16
GIST31 C2 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 9,03 11,57 7,99 4,79
GIST4 C2 A1 Gl1 AG1 2 2 No No 10,27 12,02 7,89 5,10
GIST41 C2 A1 GI1 AG1 2 2 No No 10,04 10,03 7,29 5,46
GIST52 Cc2 A1 nd nd 2 nd No No 9,72 13,49 7,20 5,30
GIST45 C2 A1 GI1 AG1 2 2 No No 7,44 15,35 6,93 5,77
GIST50 C1 A1 Gl1 AG1 1 2 No No 10,70 9,27 8,32 5,95
GIST66 C1 A1 Gl1 AG1 1 2 No No 9,85 9,52 7,70 5,39
GIST59 C1 A1 Gl2 AG2 2 2 No No 13,72 3,71 7,78 4,30
GIST67 C1 A1 Gl2 AG2 2 2 No No 11,94 7,98 7,30 5,36
GIST20 C2 A1 Gl2 AG2 2 2 No No 12,89 6,43 8,25 4,32
GIST22 C2 A2 Gl1 AG2 2 2 No No 11,59 7,42 8,05 4,91
GIST11 C2 A2 Gl2 AG2 nd 2 No No 10,76 9,47 6,87 5,78
GIST65 C1 A1 Gl2 AG2 1 2 No No 9,22 9,23 8,06 5,20
GIST25 nd nd Gl1 nd 2 2 No No nd nd nd nd
GIST7 nd nd Gl1 nd 2 2 No No nd nd nd nd
GIST1 C1 A1 GI1 AG1 2 1 No No 9,96 10,33 6,06 6,93
GIST35 C2 A1 GI1 AG1 2 1 No No 10,42 10,39 6,28 6,75
GIST54 C2 A1 GI1 AG1 2 1 No No 9,39 11,79 6,61 6,02
GIST26 nd nd Gl2 AG2 2 1 No No nd nd nd nd
GIST34 nd nd Gl2 AG2 2 1 No No nd nd nd nd
GIST42 C2 A2 Gl1 AG2 1 2 No No 12,27 12,51 9,02 5,32
GIST53 C2 A2 Gl1 AG2 0 2 No No 5,64 14,20 8,40 4,96
GIST6 C2 A2 Gl2 AG2 2 0 Si No 15,17 3,38 4,32 9,01
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GIST39 C1 A1 Gl2 AG2 1 2 No Si 11,60 7,25 7,96 5,56
GIST3 nd nd Gl2 AG2 2 1 No Si nd nd nd nd

GIST37 C2 A2 Gl2 AG2 1 2 Si Si 12,33 7,14 8,68 4,99
GIST63 C2 A2 Gl1 AG2 1 2 No Si 9,38 nd 7,22 nd

GIST38 C2 A2 Gl2 AG2 1 1 No Si 11,89 6,59 7,02 6,42
GIST14 C2 A2 Gl2 AG2 2 1 Si Si 14,13 3,91 8,91 7,19
GIST16 C2 A2 Gl2 AG2 2 1 No Si 11,73 9,67 7,22 5,47
GIST19 C2 A2 Gl2 AG2 2 1 Si  Si 12,64 8,02 7,22 5,96
GIST2 C2 A2 Gl2 AG2 2 1 No Si 13,77 4,95 717 6,76
GIST61 C2 A2 Gl2 AG2 1 1* No Si 14,80 5,18 7,63 7,58
GIST56 C2 A2 Gl2 AG2 1 2 Si Si 11,96 14,13 8,89 5,05
GIST9 C2 A2 Gl2 AG2 1 1 Si Si 6,51 12,92 6,97 4,06
GIST57 nd nd Gl2 AG1 0 2 No Si nd nd nd nd

GIST28 C2 A2 Gl2 AG2 0 2 No Si 5,69 15,29 8,01 4,82
GIST47 C2 A2 Gl2 AG2 0 2 No Si 6,08 13,37 7,48 4,80
GIST5 C2 A2 Gl AG2 0 2 No Si 3,80 18,20 8,96 5,09
GIST58 C2 A2 Gl2 AG2 0 2 No Si 6,17 14,57 7,89 5,22
GIST17 nd nd Gl2 AG2 0 2 Si Si nd nd nd nd

Once tumores que albergan deleciones RB1 se clasifican AG2 y ocho desarrollaron metastasis. De forma
interesante, los tumores con una delecién homocigética p16 no tienen ninguna delecién RB1 aunque estan muy
reordenados. Mediante la secuenciacién de PB1 en todos pacientes con ARN y ADN disponible (66 casos) se
identificd una mutacién (c.1959_1960del/p.Lys653AsnfsX14) en la copia conservada en GIST N° 61. El analisis
gPCR confirmé que los tumores eliminados tenian una expresién significativamente regulada por disminucion de
RB1 (Tabla 6).

Conclusion:

Se demostréo que CINSARC es una firma muy potente para predecir el pronéstico metastasico. CINSARC esta
compuesto por 67 genes que estan implicados en la integridad cromosomica y las rutas de control de la mitosis,
indicando que dichos mecanismos parecen impulsar el desarrollo de la metastasis en este tipo de tumor, como se
demostré recientemente en los sarcomas (18). Esto concuerda con los resultados del enfoque reciproco, que es la
identificacion de genes expresados de forma diferente entre los GIST con o sin prondstico metastasico. Realmente,
entre los 227 genes regulados por aumento en los 18 tumores metastatizantes, 45 eran habituales con la firma
CINSARC vy las rutas activadas eran casi todas esquiparables. Estos resultados indican que la integridad genémica y
el control de la mitosis son los mecanismos de fijacion eficaces subyacentes del desarrollo de la metastasis v,
ademas, que estos mecanismos parecen ser suficientes, o al menos los mas fuertes. En este sentido, se demuestra
que la expresion del gen de clasificacion superior en ambos enfoques, AURKA, es tan eficiente como CINSARC
para predecir el prondstico metastasico en ambas series de GIST.

A raiz de los resultados que demuestran la funcion central del control de la integridad del genoma, se especuld que
un defecto de dichos mecanismos deberia conducir a desajustes cromosémicos y que la complejidad gendmica
resultante también deberia predecir el resultado en los GIST. Esto es exactamente lo que se muestra aqui, ya que la
estratificacion del tumor de acuerdo con un indice Genémico (IG) de CGH que integra el nimero de alteraciones y
de cromosomas alterados forma dos grupos de resultados claramente distintos. Esto esta claramente de acuerdo
con los resultados de expresion de AURKA, ya que las pérdidas del cromosoma completo son las alteraciones mas
frecuentes observadas en los GIST, y se asume que estas se originan de la deficiencia de segregacion cromosémica
inducida por defectos en los puntos de control de la mitosis, tal como la sobreexpresion de AURKA (34).

A diferencia de los resultados de Yamagushi y col., este estudio demuestra que CINSARC, la expresion de AURKA o
los valores de pronéstico de CGH son independientes de la ubicacién del tumor. Ademas, como se ha mencionado
anteriormente, el significado biolégico de CINSARC y su asociacion a los cambios genémicos indica claramente que
los genes CINSARC estan implicados en el progreso maligno y no son sélo una consecuencia del proceso. Esta
hipotesis se sostiene por la asociacion que se observa aqui entre las deleciones CDKN2A (deleciones
homocigéticas en 6 casos y deleciones hemicigdticas en 9 casos entre 18 casos con prondstico metastasico frente a
5 deleciones hemicigéticas en 48 pacientes no metastasicos), grupos de pronéstico de CINSARC y aparicion
metastasica. Los estudios previos ya han sefalado la asociacion potencial de alteraciones CDKN2A o la expresion
de p16'NK4"’l con respecto a la progresion tumoral (11-16, 43). No obstante, los datos siguen siendo controvertidos
debido principalmente a la falta de una distincién clara del gen dirigido en el locus 9p21. Aun no esta claro qué gen
de CDKN2A, CDKN2B o MTAP impulsa la asociacién a un mal prondstico. Al nivel genémico, incluso si CDKN2A y
2B parecen eliminarse sistémicamente (37, 44, 45), dos estudios indican que es probable que las deleciones 9p21
se dirijan a gen MTAP y no exclusivamente a CDKN2A y CDKN2B (35, 46). Aqui, los analisis CGH y qPCR
gendmica demostraron que las deleciones homocigoéticas se dirigen especificamente a CDKN2A y que la regiéon
comun de la delecion excluye CDKN2B y MTAP. Sorprendentemente, no se descubrié ninguna mutacion CDKN2A
perjudicial en ninguin caso de GIST ensayado. Schnieder-Stock y col. (14) informaron de 9 denominadas mutaciones
en una serie de 43 GIST. Pero dos de ellas con idénticas y se han detectado en un tumor y su recurrencia, una se
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referencia como SNP, dos son mutaciones silenciosas y en un caso no se obtuvo ninguna secuencia interpretable.
Por todo ello, los autores evidenciaron unicamente cuatro mutaciones CDKN2A (4/43 = 9 %). De acuerdo con estos
datos, se esperaban aproximadamente cinco mutaciones en el estudio y se han identificado tres cambios, dos SNP y
un cambio silencioso no referenciado hasta ahora. Una explicacién para esta discrepancia podria ser un sesgo
muestral, pero es de destacar que se detectaron dos veces mas deleciones CDKN2A homocigéticas que las
indicadas en el estudio de Schneider-Stock y col. (7/63 frente a 2/43). Siguiendo la idea de que otra alteracion
exclusiva podria explicar los tumores agresivos (CINSARC C2, AG2) sin la inactivacion de p16 se identificaron dos
tumores sin copia funcional de RB1 y 12 se regularon por disminucion significativamente debido a la pérdida de una
copia de RB1 (p-valor). No se detecté ninguna mutacién de truncamiento en estos tumores pero se especula que las
micro-deleciones, que no se identificaron debido a la resolucién mas baja de las matrices, podrian explicar esta
inactivacion, como en los sarcomas (47). Se sostiene en gran medida una aparicion exclusiva de alteraciones p16 y
RB1 por la observacion de que ningun de los tumores con delecién homocigoética CDKN2A alberga una delecion
RB1, y entre los 29 GIST con una de estas deleciones, Unicamente tres casos albergan ambas deleciones (Tabla 1).
En total, la ruta p16/RB1 se inactiva o se regula por disminucion en 14/18 (78 %) y en 3/48 (6 %) pacientes con y sin
pronostico metastasico, respectivamente, lo que significa claramente que la inactivacion de la ruta p16/RB1 esta
relacionada con el desarrollo metastasico.

INK4a ARF

CDKN2A codifica dos proteinas supresoras de tumor claves, p16 y p14™", que estan implicadas en la
regulacion de la transicion G1 y G2/M del ciclo celular. Juntas, estas proteinas regulan dos puntos de control del
ciclo celular importantes, p53 y las rutas RB1 para p14 y p16'NK4a, respectivamente. La pérdida de estos genes
puede conducir a replicar la senescencia, la inmortalizacion celular y el crecimiento tumoral (48-51). La mayor parte
de los genes CINSARC estan bajo el control de transcripcion de E2F, que se regula estrictamente por la interaccion
de RB1. Realmente, RB1 secuestra E2F que se administra tras la fosforilacion RB1 por CDK4 (Cinasa dependiente
de ciclina 4) y p16'NK4a inhibe CDK4. Por lo tanto, estos resultados permiten especular que la inactivacién de la ruta
p16/RB1 en los GIST, principalmente por delecién, es probablemente la alteracion causal que conduce a la
sobreexpresion de los genes implicados en el control de la mitosis. Esta desregulacion dispara las reordenaciones
genodmicas celulares hasta que de forma natural se selecciona y se fija una combinacién. Por lo tanto, la complejidad
gendmica resultante y su expresion relacionada confieren a la célula tumoral agresividad y potencial metastasico.
Aunque esta hipotesis tiene que validarse experimentalmente en modelos celulares y de ratdn, se sostiene por el
analisis de expresion de los GIST con o sin ruta p16/RB1 funcional que muestra que 42/225 (19 %) genes regulados
por aumento en los GIST sin ruta p16/RB1 funcional son comunes con la firma CINSARC. Ademas, estos 225 genes
estan implicados en las mismas rutas que las enriquecidas en las firmas CINSARC y metastasicas (Tabla
complementaria 3).

Se ha demostrado que el mesilato de imatinib se dirige a la sefializacién aberrante de KIT inhibiendo la proliferacion
y la supervivencia en las células de GIST. Hasta el 2009, la terapia con imatinib estaba limitada a una enfermedad
diseminada o avanzada en el momento del diagnéstico. Desde entonces, se ha aprobado un tratamiento adyuvante
y ha surgido la necesidad de aplicar criterios de seleccidn para identificar pacientes que puedan beneficiarse de
dicha gestion. La seleccion de pacientes prevista por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos, Food
and Drug Administration) y en menor medida por la EMA (Agencia Europea de Medicamentos, European Medicines
Agency) se basa esencialmente en la evaluacion del riesgo histoldgico. Los sistemas de estadificacion con base
histologica tanto del AFIP (9) como del NIH (8) se aceptan ampliamente como "reglas de oro" al determinar el riesgo
metastasico tumoral y para determinar si un paciente con GIST es adecuado o no para la terapia adyuvante con
imatinib. Aqui, se muestra que la firma CINSARC y la expresion de AURKA superan la clasificacion AFIP (el andlisis
de supervivencia de acuerdo con la clasificacion AFIP se presenta en la figura 4), particularmente cuando se
relacionan con el indice genémico de CGH. De particular interés, el indice Genémico es capaz de distinguir
pacientes con buen o mal prondstico en GIST clasificados como de riesgo intermedio por estos sistemas
histopatologicos (que representan aproximadamente el 25 % de los diagndsticos). Mas especificamente, entre los 16
casos de riesgo intermedio del AFIP, cuatro desarrollaron metastasis. Estos casos se clasificaron como con mal
prondstico por el IG (figura 4 y Tabla 5). Por lo tanto, el IG establecido en este estudio es una herramienta muy
potente para gestionar un paciente con GIST que se beneficiara mas probablemente de la terapia, ya que CGH es
una técnica que ya se usa en la practica diaria por un numero creciente de departamentos de patologia y puede
aplicarse a muestras fijadas en formalina embebidas en parafina (FFPE). Para validar la aplicacion técnica del IG, se
recoge una mayor cohorte de muestras de GIST FFPE para realizar CGH con ADN de bloques FFPE.

Por lo tanto, se proponen dos métodos de decision posibles para mejorar los sistemas de clasificacion del AFIP o del
NIH o para reemplazar estos métodos histopatoldgicos. En primer lugar, al usar las clasificaciones AFIP o NIH, los
casos de riesgo intermedio son problematicos para la gestion terapéutica y los resultados demuestran que el uso del
perfil CGH puede resolver facil y rapidamente tal problema. En segundo lugar, los resultados sugieren que el uso
combinado de IG y la expresién de AURKA ofrecen una mejor selecciéon de pacientes para la terapia con imatinib
que la clasificacion AFIP. Ambos métodos ofrecen tratamientos igualmente eficaces para pacientes con riesgo
metastasico, pero la seleccion basada en CINSARC/AURKA, que es totalmente independiente del investigador,
disminuira uniformemente el nUmero de pacientes, sin riesgo metastasico, que se declararan falsamente aptos para
la terapia de imatinib.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la prediccion in vitro de la supervivencia y/o el pronéstico metastasico de tumores
estromales gastrointestinales (GIST), caracterizado por que comprende la medicién del nivel, en una muestra
biolégica obtenida de un paciente de GIST, de un agrupamiento de polipéptidos o polinucleétidos que consiste en
Aurora cinasa A (AURKA), en el que GIST se clasifica en un grupo con alto riesgo de desarrollar metastasis en 5
afos, es decir, con un riesgo de desarrollar metastasis en 5 afios de mas del 80 %, cuando AURKA se regula por
aumento en comparacioén con un grupo sin ningun riesgo de desarrollar metéstasis en 5 afios, en el que AURKA se
regula por disminucién e inferior a 9,13, donde 9,13 se calcula a partir de la expresion media de AURKA de muestras
tumorales estratificadas.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha medicién del nivel del agrupamiento de
polipéptidos es una medicién del nivel de expresién de un agrupamiento de polinucleétidos que consiste en AURKA.

3. Método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacién 1 a 2, que comprende el célculo del indice
Genodmico (IG), es decir, el numero y tipo de alteraciones del genoma de GIST, de acuerdo con la férmula como se
indica a continuacion:

IG=A%xC,

en la que A es el numero de alteraciones en el genoma de GIST y C es el numero de cromosomas implicados en el
GIST.

4, Método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que GIST se clasifica en un grupo de supervivencia
sin metastasis ni enfermedad cuando AURKA se regula por disminucién y el IG es igual o inferior a 10.

5. Método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que GIST se clasifica en un grupo con bajo riesgo de
desarrollar metastasis en 5 afos, es decir, con un riesgo de desarrollar metastasis en 5 afos igual al 0 %, cuando la
expresion de AURKA es igual o inferior a la media de expresion de AURKA y el IG es igual o inferior a 10, siendo
dicha media la media de la expresion de AURKA en varios GIST.

6. Método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que GIST se clasifica en un grupo con alto riesgo de
desarrollar metastasis en 5 afios, es decir, con un riesgo de desarrollar metastasis en 5 afios de mas del 75 %,
cuando la expresién de AURKA es mas de la media de la expresion de AURKA y el IG es mas de 10, siendo dicha
media la media de la expresion de AURKA en varios GIST.
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Supervivencia libre de metastasis
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