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DESCRIPCION
Metodologia de prondstico

La invencioén se refiere a un nuevo método de prondstico para determinar al menos una, o una combinacion, de los
siguientes: tiempo hasta el primer tratamiento, respuesta al tratamiento o supervivencia en general para un paciente
con una enfermedad que incluye o esta caracterizada por el acortamiento de los telomeros, que comprende una
evaluacion de la longitud promedio mas larga de los teldomeros a la que los eventos de fusion de los telomeros de
extremo a extremo pueden ser detectados y luego una determinacion de la longitud promedio de los telémeros en el
intervalo fusogénico (es decir, el intervalo por debajo de dicha longitud promedio del telémero a la que los eventos
de fusion del teldmero de extremo a extremo pueden ser detectados) y el uso posterior de la longitud promedio del
teléomero en el intervalo fusogénico como un indicador del pronéstico. La invencion también se refiere al uso de dicho
método en un régimen de tratamiento.

Antecedentes de la invencion

La leucemia linfocitica crénica (CLL) es la leucemia en adultos mas comun, caracterizada por la acumulacion de
linfocitos B CD5" monoclonales inmunoincompetentes. CLL tiene un curso clinico muy heterogéneo con una
supervivencia que va desde unos pocos meses hasta muchas décadas. Las estrategias de tratamiento varian con el
estado y progresion de la enfermedad e incluyen quimioterapia, radioterapia, terapia con anticuerpos monoclonales
o trasplante de médula 6sea, con los pacientes en fase inicial a menudo no recibiendo tratamiento. Se requiere la
intervencion clinica temprana para los pacientes con una forma agresiva de la enfermedad, mientras que los
pacientes con formas mas benignas simplemente necesitan un control de la progresion de la enfermedad y en ese
punto se puede administrar un tratamiento adecuado. En este Ultimo aspecto, se ha demostrado que la intervencion
en la etapa temprana de la CLL no mejora las tasas de supervivencia. Por tanto, es inapropiado exponer a alguien
que se presenta con una enfermedad que es poco probable que sea peligrosa para su vida a hasta 30 afios de
farmacos quimioterapicos altamente peligrosos. Un método fiable para distinguir las diversas formas de la
enfermedad es por lo tanto deseable. Aunque los sistemas de clasificacion de Binet y Rai son indicadores fiables de
los resultados clinicos entre los grupos de estratificacion, no logran identificar buenos y malos subconjuntos de
prondstico dentro de cada etapa. Como la mayoria de los pacientes se presentan con estados tempranos de la
enfermedad en el diagnostico, se han desarrollado una serie de pruebas de laboratorio para tratar de predecir el
curso clinico de estos pacientes, mas notablemente, el estado de la mutacién somatica de cadena pesada variable
de la inmunoglobulina, la expresion de CD38, las anomalias citogenéticas y la expresion de tirosina quinasa de las
células T (ZAP-70). Los genes no mutados /IGHYV, la alta expresion de CD38, la alta expresion de ZAP-70 y la
presencia de supresiones 17p y 11q estan todos asociados con un mal prondstico. La explotacion de este tipo de
datos de laboratorio para proporcionar un ensayo pronéstico se describe en el documento de patente de los Estados
Unidos US 2008/0026383. Sin embargo, ninguno de estos marcadores individuales solos puede proporcionar
informacioén prondstica definitiva y cuando se usan en combinacion ofrecen solamente una prediccidon de prondstico
razonable.

El cancer de mama es otro tipo de tumor muy comun en el mundo occidental. Los tumores de mama se pueden
extirpar quirdrgicamente, pero los restos del tumor pueden permanecer dando lugar a la reaparicion de la
enfermedad. Por lo tanto, los pacientes tienen tratamientos adyuvantes que tienen efectos secundarios téxicos, y la
sospecha es que muchos pacientes reciben un tratamiento que no sera beneficioso para ellos. El enfoque habitual
es adaptar la agresividad de la quimioterapia al riesgo de recurrencia. En comparacion con la quimioterapia
estandar, la quimioterapia agresiva esta asociada con un mayor beneficio, pero también con efectos tdxicos mas
agudos y a largo plazo, tales como la leucemia y la insuficiencia cardiaca. Al igual que con CLL, hay por lo tanto un
requisito de marcadores que permitan el prondstico después de la cirugia para el cancer de mama. Colecciones de
expresion génica se han empleado para identificar firmas especificas de expresion de genes que son indicativas del
prondstico; estas proporcionan coeficientes de riesgo de hasta 3,4 para la supervivencia general en pacientes con
cancer de mama con ganglios negativos. Las matrices de expresion génica se encuentran entre los mejores
marcadores de prondstico actualmente disponibles para el cancer de mama.

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un conjunto heterogéneo de ftrastornos de las células madre
hematopoyéticas de la médula dsea que se caracterizan por la interrupcion de la hematopoyesis que en ultima
instancia, conduce a la insuficiencia de la médula o6sea. Esta condicion se conocia anteriormente como
“preleucemia” porque un tercio de los pacientes progresa a leucemia mieloide aguda (AML). Por tanto, existe una
necesidad clinica de distinguir los pacientes que progresan a AML, y por lo tanto pueden requerir la terapia, de los
que manifiestan una forma mas benigna de la enfermedad. Al igual que la CLL, MDS se caracteriza por grandes
reordenamientos cromosémicos desequilibrados; estos tipos de reordenamientos son consistentes con la disfuncién
de los telémeros. Ademas, hay evidencia de erosion de los teldbmeros en MDS y de que la mutacion en los
componentes de la ARN telomerasa puede conferir MDS en los nifios.

Se desprende de lo anterior, que hay una gama de enfermedades para las que el prondstico en una etapa
relativamente temprana seria ventajoso. Por ofra parte, muchas de estas enfermedades se caracterizan por
anormalidades genéticas y, en concreto por el acortamiento de los telémeros. Estas enfermedades incluyen la
enfermedad de AIzheimer1, infarto cerebral1, enfermedad del corazc')n1, infeccion cronica por el VIH1, hepatitis
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crc')nica1, enfermedades de la plel enfermedad inflamatoria crénica del intestino' incluyendo colitis ulcerosa,
anemia’, aterosclerosis’, esofago de Barrett y canceres’ incluyendo las condiciones precancerosas. Por
consiguiente, la invencion tiene aplicacion en todas estas enfermedades.

Los teldbmeros son estructuras de nucleoproteinas compuestas por secuencias repetitivas de ADN que tapa los
extremos de los cromosomas eucariotas lineales, protegiéndolos contra el deterioro o la fusidon con cromosomas
adyacentes. Durante la replicacion del ADN, los extremos de los cromosomas no se pueden procesar, y como
resultado durante la division celular se perderian los extremos de los cromosomas; sin embargo los telémeros lo
impiden por si mismos ya que se consumen en cada etapa de la division celular, esencialmente “taponando” el
cromosoma. Los extremos de los teldmeros estan, sin embargo, mantenidos en ciertos tipos de células tales como
las células germinales, células madres y ciertas células blancas de la sangre, por parte de la telomerasa
transcriptasa inversa que cataliza la adicion de la plantilla de ARN de repeticiones teloméricas. La longitud de los
teldbmeros es un determinante clave de la funcién telomérica y se ha demostrado que los telédmeros disfuncionales
cortos pueden impulsar la inestabilidad gendmica y la génesis de tumores en modelos de ratéon. Ademas, la
desregulacion de la telomerasa se ha demostrado que conduce a la oncogénesis. Ademas, la pérdida de los
telémeros en las células somaticas se ha relacionado con la senescencia replicativa previniendo la inestabilidad
gendmica y el cancer. A la inversa, también se ha demostrado que las células malignas pueden evitar esta
senescencia y convertirse en inmortales por extension de los teldmeros por medio de la activacion aberrante de la
telomerasa.

En consonancia con el papel de la biologia de los telémeros en la progresion tumoral, ahora hay un cuerpo de
evidencia sustancial que indica que la longitud del telomero puede proporcionar informacion para el pronéstico en
muchos tumores malignos humanos incluyendo CLL?®. Sin embargo, hay una falta de resolucion en las tecnologias
disponibles en la actualidad y esto ha obstaculizado el progreso en la traduccion de ensayos teloméricos a la
practica clinica. Por ejemplo, se ha demostrado un papel putativo de la disfunciéon de los teldmeros durante la
progresion del cancer de mama , Yy la longitud de los telomeros de baja resolucion se ha demostrado que
proporciona informacion'""? de prondstico limitada. Un problema clave con estas tecnologias es que se basan en la
hibridaciéon de sondas de ADN para unidades de repeticion de los telémeros. En consecuencia, a medlda que los
telomeros se acortan, hay menos sonda diana, y por lo tanto los teldmeros cortos no son detectables''. Esto es
importante porque los teldbmeros mas cortos son los que se convierten en disfuncionales y estan sujetos a Ia fusion,
causando la inestabilidad genédmica que puede conducir a la progresiéon del cancer humano'®"’. También se han
descrito métodos basados en Q-PCR para la estimacion del contenido de repeticion del telomero (documento de
patente internacional WO 2004068110US), esto permite un analisis de alto rendimiento. Sln embargo, la linealidad
de estos métodos para la deteccion de teldmeros cortos (< 4 kb) no ha sido establecida'®, esto, junto con valores
altos reportados para los CV de hasta 28%, hace que los métodos de Q-PCR sean |naprop|adas para la deteccion
de telomeros cortos y para utilizar esta informacion como una herramienta de prondstico para tomar decisiones
clinicas'. Hasta ahora, el analisis de los telémeros mediante las técnicas de baja resolucion existentes no es un
marcador prondstico suficientemente informativo.

Para hacer frente a este problema, hemos desarrollado previamente tecnologlas de una sola molécula que nos
permiten detectar la presenma de telomeros acortados de manera critica® y caracterizar las fusiones de extremo a
extremo de los telomeros'®". El andlisis de la longitud de un teldmero unico (STELA) permite la resolucién completa
de las longitudes de los telomeros en los extremos de los cromosomas especificos, incluidos los teldmeros en el
intervalo de las longitudes en el que las fusiones de extremo a extremo de los teldmeros pueden ocurrir 1620 por o
tanto, permite la deteccién de los telomeros cortos que son potencialmente disfuncionales y capaces de fusic’m. En
parte de este estudio el teldmero XpYp fue elegido para su uso en STELA porque en contraste con 13q, 6q, 17p y
11g, no hay pruebas para implicar la pérdida de este teldbmero en la patologia de la CLL en particular. Ademas
nuestros datos anterlores indican que la longitud del telémero XpYp es representativa de la longitud de los telémeros
en todo el genoma 022 y que las células que expresan telomerasa pueden homogeneizar longitudes de telémeros
en diferentes extremos de los cromosomas'>2%. Usando estas herramientas, hemos demostrado un vinculo entre los
telomeros cortos, los eventos de fusion de extremo a extremo de los teldmeros y la inestabilidad gendmica en
enfermedades tales como, pero no limitadas a, CLL, cancer de mama y MDS.

En nuestras investigaciones, hemos utilizado la longitud del telémero y el andlisis de fusion para proporcionar una
definicion de la disfuncion del teldmero y luego hemos utilizado esto como una herramienta de prondstico.
Especificamente, hemos identificado la longitud promedio del telémero mas larga a la que pueden detectarse
eventos de fusion de extremo a extremo de los telémeros para un cromosoma seleccionado, se muestran ejemplos
en la Tabla 1. Usando este limite superior para la deteccion del evento de fusién hemos sido capaces de demostrar
que la longitud promedio de los teldmeros en el rango fusogénico (es decir,< que el limite superior) proporciona un
parametro biolégico que es altamente prondstico para al menos uno de los siguientes: tiempo hasta el primer
tratamiento, respuesta al tratamiento o supervivencia general. Ademas, este parametro bioldgico también se puede
utilizar para proporcionar una resolucién del pronéstico notablemente en pacientes con un estadio de la enfermedad
temprano en términos de tiempo hasta el primer tratamiento, respuesta al tratamiento o supervivencia general; de
hecho, los pacientes en el subconjunto de los teldmeros mas largos mostraron una tasa de supervivencia general del
96% a los 10 afos. La longitud promedio de los telomeros mas larga a la cual los eventos de fusion de extremo a
extremo de los telémeros pueden ser detectados, representa por lo tanto una indicacion de la longitud promedio de
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los teldbmeros a la que los teldmeros se convierten en disfuncionales y capaces de fusion. El conocimiento de la
longitud de los telémeros de un individuo y asi la probabilidad de eventos de fusion de extremo a extremo permite
predecir donde el individuo se coloca con respecto a la progresion de la enfermedad y asi se asegura que el
individuo recibe el tratamiento acorde con sus requisitos; no menos y no mas. Ademas, la prueba para evaluar la
longitud de los teldmeros de un individuo se puede repetir peridédicamente para controlar la progresion de la
enfermedad.

Hemos sido capaces de demostrar que mediante la aplicacion de un valor umbral de longitud del teldomero basado
en la disfuncién del teléomero, sorprendentemente somos capaces de transformar el poder pronéstico del analisis de
la longitud del teldbmero. Asi, en contraste con los informes anteriores utilizando el analisis de longitud del telémero
de baja resolucion (es decir, los métodos descritos anteriormente para medir la longitud de los telémeros de 4 kb y
por encima), nuestros datos indican que el analisis de la longitud del telémero de alta resolucion (es decir, utilizando,
por ejemplo, el método STELA, o cualquier otro método que puede medir el intervalo completo de la longitud del
teldmero de un TTAGGG de repeticion a mas de 25 kb de longitud del telémero), junto con una definicién de la
disfuncion de los telémeros o un conocimiento de nuestro parametro biolégico, es suficiente para el prondstico
exacto en diversas enfermedades que se caracterizan por el acortamiento de los telébmeros, incluyendo el cancer.

Declaraciones de la invencion

Segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método de prondstico para determinar la progresion de
una enfermedad o condicion que incluye o esta caracterizada por el acortamiento de los telomeros que comprende:

i) utilizar el analisis de alta resolucion de longitud del telomero para determinar el promedio de la longitud del
teldmero mas largo en el que los eventos de fusion del teldomero de extremo a extremo puedan ser detectados en
muestras de tejido de un numero de individuos que se presentan con la misma enfermedad o condicidon, con el fin de
identificar un valor umbral que representa una indicacién de la longitud promedio del telémero a la que el telémero
se vuelve disfuncional y es capaz de la fusion;

ii) determinar la longitud promedio del teldmero de prondstico de muestras de tejido de un nimero de individuos que
se presentan con dicha enfermedad o condicion, mediante la adopcion de aquellas muestras cuya longitud promedio
del telomero es inferior a dicho valor umbral y promediando la longitud promedio de los telémeros de esas muestras;

iii) determinar la longitud promedio del teldmero de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso de
tener o presentar dicha enfermedad o condicién y, donde dicha longitud promedio del telémero de ensayo es menor
que dicha longitud promedio del teldmero de prondstico lo que indica que el tiempo hasta el primer tratamiento es
malo y/o la respuesta al tratamiento es deficiente y/o la supervivencia general es mala; o

iv) determinar la longitud promedio del telémero de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso de
tener o presentarse con dicha enfermedad o condicion y, donde dicha longitud promedio del telémero de ensayo es
mayor que la longitud promedio del teldmero de prondstico, lo que indica que el tiempo hasta el primer tratamiento
es bueno y/o la respuesta al tratamiento es buena y/o la supervivencia en general es buena.

La invencion por lo tanto implica la identificacion de una metodologia especifica que permite definir parametros
teloméricos criticos para una enfermedad en particular o, por lo general, malignidad. Estos parametros son el valor
umbral telomérico superior para eventos de fusion de extremo a extremo, como en i) anteriormente, y una longitud
promedio subsecuente del telomero de prondstico por debajo de dicho valor umbral o en el intervalo fusogénico,
como en ii) anterior. Ademas, la invenciéon también implica un analisis de la distribucién de los telomeros del
paciente, como en iii) o0 iv) anterior, y relacionando esto al valor umbral determinado y dicho promedio de pronéstico,
la invencion predice si un paciente va a requerir tratamiento y también predice la falta de progresion o la
supervivencia general de cada paciente en el momento que se lleva a cabo el método.

En un método preferido de la invencion, dicho evento de fusion en parte i) anterior se verifica como tal por analisis
de la secuencia directa de ADN antes de que los datos relativos al mismo se incluyan en el método.

Adicionalmente o alternativamente, en un método preferido adicional de la invencion, dicha longitud promedio del
telomero de prondstico de una muestra de tejido de un ndmero de individuos que se presentan con dicha
enfermedad se determina tomando aquellas muestras que exhiben fusion de los telémeros y promediando la
longitud promedio del teldomero de esas muestras. Por tanto, este método preferido incluye muestras cuya longitud
promedio del telémero es inferior a dicho valor de umbral y también muestras cuya longitud promedio del teldmero
es superior a dicho valor de umbral, pero, independientemente de este hecho, sélo las muestras que exhiben fusién
se utilizan para generar una longitud promedio del teldmero. Como los expertos en la técnica apreciaran, el hecho de
que el método se pueda trabajar usando este conjunto adicional o alternativo de las muestras indica que cualquier
longitud del teldbmero por debajo de dicho valor de umbral es de prondstico; el promedio de los mismos lo es
particularmente.

En un método preferido de la invencién dicha enfermedad o condicion que incluye o se caracteriza por el
acortamiento de los telémeros comprende una enfermedad donde se acortan los telémeros, como se describe en
este documento, en particular donde la telomerasa tiene actividad reducida (estadisticamente significativa en el nivel
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p <0,05) con respecto a la actividad media en lineas celulares immortalizadas, y lo mas preferiblemente comprende
una o mas de las siguientes enfermedades: envejecimiento, enfermedad de Alzheimer; infarto cerebral; enfermedad
del corazén; infeccion crénica por VIH; hepatitis crénica; enfermedades de la piel; enfermedad intestinal inflamatoria
cronica; colitis ulcerosa; anemia; aterosclerosis; esdfago de Barrett; y cancer, incluyendo las condiciones
precancerosas.

Preferiblemente, dicho cancer es o bien una neoplasia hematoldgica o un tumor soélido.
Todavia, mas preferiblemente dicho cancer es CLL, MDS o cancer de mama.

Sin embargo, mas preferiblemente, dicha longitud del telémero a la que los eventos de fusién de extremo a extremo
del telémero pueden ser detectados es, idealmente, pero no necesariamente, determinada para un cromosoma
Unico seleccionado. Ejemplos de los cromosomas en los que ha sido llevado a cabo este analisis se muestran en la
Tabla 1 junto con el valor del limite superior para la deteccién de la fusion de extremo a extremo para cada
cromosoma. Utilizando cinco ejemplos hemos demostrado que el limite superior para la deteccion de eventos de
fusién de extremo a extremo en diferentes cromosomas es muy similar es decir, entre 3,81 y 5,01 kb. La media es
4,52 kb con una desviacion estandar de solamente 0,46 kb. Del mismo modo, también hemos demostrado que la
longitud promedio del teldmero en el intervalo fusogénico para estos cinco cromosomas es también muy similar es
decir, entre 2,26 y 3,01 kb. El promedio es de 2,69 kb con una desviacion estandar de solamente 0,30 kb.

En un método preferido alternativo de la invencién, dicha longitud del telémero a la que los eventos de fusion de
extremo a extremo de los teldmeros pueden ser detectados se determina para un numero de diferentes
cromosomas. De hecho, cualquier cromosoma que puede ser sometido a analisis de longitud de los telémeros de
alta resolucion podria utilizarse. En este caso, el limite superior promedio para la deteccion de eventos de fusion de
extremo a extremo en los diferentes cromosomas se utiliza en parte i) anterior; y el promedio de la longitud promedio
de los telémeros en el intervalo fusogénico para estos diferentes cromosomas en parte ii) anterior también se utiliza.

En un método preferido de la invencién, en el caso en que dicha enfermedad sea CLL, que el tiempo hasta el primer
tratamiento es malo significa que un individuo tiene una mediana del tiempo hasta el tratamiento de menos de 2
afios (por ejemplo, 1,84 afos) con un coeficiente de riesgo de 23,2 lo que indica que tiene 23,2 veces mas
probabilidades de requerir tratamiento en la unidad de tiempo que una persona con la longitud del telémero por
encima del valor umbral. Que la respuesta al tratamiento es deficiente significa que la mediana del tiempo desde el
primer tratamiento hasta la muerte es de menos de 5 afios (por ejemplo, 4,1 afios) con un cociente de riesgo de 6,4
y que la supervivencia general es mala significa que la mediana del tiempo de supervivencia desde el diagndstico es
de menos de 8 afios (por ejemplo, 7,49 afios) con un coeficiente de riesgo de 71,3.

En un método preferido de la invencién, en el caso en que dicha enfermedad sea CLL, que el tiempo hasta el primer
tratamiento es bueno significa que un individuo no necesitara tratamiento y se puede monitorizar de forma
convencional; y que la respuesta al tratamiento es buena significa que el tiempo promedio de tratamiento no se
alcanzara dentro de los 10 afios; y que la supervivencia general es buena significa que la mediana de supervivencia
es mayor de 10 afios con el 96% de la cohorte sobreviviendo a este punto censor y que se puede controlar de forma
convencional.

En un método preferido de la invencion, en el caso en que dicha enfermedad sea MDS, que la supervivencia general
es mala significa que la mediana del tiempo de supervivencia desde el diagndstico es de menos de 1,5 afios (por
ejemplo, 1,15 afios) con un coeficiente de riesgo de 9,5.

En un método preferido de la invencion, en el caso en que dicha enfermedad sea MDS, que la supervivencia general
es buena significa que la mediana de la supervivencia es de 4,9 afios y puede ser monitorizada de forma
convencional.

En un método preferido de la invencién, en el caso en que dicha enfermedad sea un cancer de mama, que la
supervivencia global es mala significa una mediana del tiempo de supervivencia de menos de 1 afio (por ejemplo,
0,95 arios) con un cociente de riesgo de 87080.

En un método preferido de la invencién, en el caso en que dicha enfermedad sea un cancer de mama, que la
supervivencia global es buena significa que la mediana de supervivencia es mayor de 6 afios y puede ser
monitorizado de forma convencional.

Segun un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un método de prondstico para determinar la progresion
de una enfermedad o condicidn que incluye o se caracteriza por el acortamiento de los telGmeros que comprende:

i) utilizar el analisis de alta resolucion de longitud del teldmero para determinar la longitud promedio de los teldmeros
de pronodstico de muestras de tejido de un ndmero de individuos que se presentan con dicha enfermedad o
condicion, cuya longitud promedio del telémero, el valor de la cual ha sido determinada segun la invencién es menor
que un valor umbral de longitud del telémero de 4,52 kb, a la cual los eventos de fusion de extremo a extremo del
teldomero se pueden detectar en la enfermedad cancerosa, mediante la adopcién de aquellas muestras cuya longitud
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promedio de los telémeros es inferior a dicho valor umbral y promediando las longitudes promedio de los telomeros
de esas muestras;

ii) determinar la longitud promedio del teldmero de ensayo de una muestra tomada a un paciente sospechoso de
tener o presentar dicha enfermedad o condicién y, cuando dicha longitud promedio del teldmero de ensayo es menor
que dicha longitud promedio del telémero de prondstico esto significa que el tiempo hasta el primer tratamiento es
malo y/o la respuesta al tratamiento es deficiente y/o la supervivencia general es mala; o

i) determinar longitud promedio del telémero de ensayo de una muestra tomada a un paciente sospechoso de tener
o presentar dicha enfermedad o condicién y, cuando dicha longitud promedio del telémero de ensayo es mayor que
dicha longitud promedio del telémero de prondstico esto significa que el tiempo hasta el primer tratamiento es bueno
y/o la respuesta al tratamiento es buena y/o la supervivencia general es buena.

En este segundo modo de realizacion de la invencion, preferiblemente, dicha longitud promedio de los telémeros de
prondstico se determina utilizando un valor umbral de 4,06 kb (es decir, 4,52 - 0,46 kb) o un valor umbral de 4,98 kb
(es decir, 4,52 + 0,46 kb) al que los eventos de fusion de extremo a extremo del telémero pueden ser detectados.

En una forma de realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion, dicha enfermedad es cancer y, por lo
general, dicho cancer es CLL, cancer de mama o MDS e, idealmente, dicho valor de la longitud promedio del
telomero de prondstico de 2,26 kb se utiliza para CLL y para el cancer de mama y dicho valor de la longitud
promedio del teldmero de pronéstico de 2,5 kb se utiliza para MDS.

Aun mas preferiblemente, en este segundo aspecto de la invencion, dicha longitud de los teldbmeros a la que los
eventos de fusidon de extremo a extremo de los teldmeros pueden ser detectados se determina para un nimero de
cromosomas. Idealmente, los cromosomas son XpYp, 17p, 2p, 16p y 18q, aunque cualquier otra combinacion de los
cromosomas puede ser usada y su valor umbral superior promedio al que los eventos de fusion de extremo a
extremo de los teldmeros se pueden detectar se utiliza en el método anterior.

Segun un tercer aspecto de la invencioén, se proporciona un método de prondstico para determinar la progresion de
una enfermedad o condicion que incluye o se caracteriza por el acortamiento de los telémeros que comprende:

1. determinar la longitud promedio del teldomero de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso de
tener o presentarse con dicha enfermedad o condicién y, cuando dicha longitud promedio del telémero de ensayo, el
valor de la cual ha sido determinado segun la invencién, es menor que la longitud promedio del telémero de
prondstico de 2,69 kb, esto significa que el tiempo hasta el primer tratamiento es malo y/o la respuesta al tratamiento
es deficiente y/o la supervivencia general es mala; o

2. determinar la longitud promedio del teldmero de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso de
tener o presentarse con dicha enfermedad o condicién y, cuando dicha longitud promedio del telémero de ensayo,
determinada segun la invencién, es mayor que la longitud del telémero de pronéstico de 2,69 kb, esto significa que el
tiempo hasta el primer tratamiento es bueno y/o la respuesta al tratamiento es buena y/o la supervivencia general es
buena.

En esta tercera forma de realizacion de la invencion, preferiblemente, dicha longitud promedio del telomero de
prondstico es o bien 2,39 kb (es decir, 2,69 - 0,3 kb) o0 2,99 kb (es decir, 2,69 + 0,3 kb).

En una forma de realizacion preferida del tercer aspecto de la invencién, dicha enfermedad es un cancer
hematolégico, y tipicamente dicho cancer es CLL o MDS y, mas idealmente aun, dicha longitud promedio de los
teldomeros de prondstico es de 2,26 kb para el primero y 2,5 kb para el segundo.

En una forma de realizacion preferida del tercer aspecto de la invencion, dicha enfermedad es un cancer de mama y,
mas aun idealmente, dicha longitud promedio del teldmero de prondstico es de 2,26 kb.

Aun mas preferiblemente, en este tercer aspecto de la invencion, dicha longitud promedio del telémero de prondstico
se determina para un nimero de cromosomas. ldealmente, los cromosomas son XpYp, 17p, 2p, 16p y 18q, aunque
cualquier otra combinacion de los cromosomas puede ser usada y su longitud promedio de las longitudes promedio
de los teldmeros de pronéstico es usada en el método anterior.

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona uno o mas, incluyendo combinaciones de los mismos,
de los primers descritos en este documento.

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un régimen de tratamiento que incluye o comprende
dicho método de prondstico anterior seguin un cualquier aspecto o forma de realizacién de la invencion.

En las reivindicaciones que siguen y en la descripcion precedente de la invencion, excepto cuando el contexto lo
requiera de otra forma para expresar el lenguaje o la implicacion necesaria, la palabra "comprende”, o variaciones
tales como "comprende" o "que comprende" se utiliza en un sentido inclusivo, es decir para especificar la presencia
de las caracteristicas establecidas, pero no excluye la presencia o adicion de otras caracteristicas en diversas
realizaciones de la invencion.
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No se hace ninguna admisién de que cualquier referencia citada en esta solicitud constituya técnica anterior.
Ademas no se hace ninguna admisién de que cualquiera de la técnica anterior constituya parte del conocimiento
general comun de la técnica.

Las caracteristicas preferidas de cada aspecto de la invenciéon pueden ser como se describen en relacion con
cualquiera de los otros aspectos.

Otras caracteristicas de la presente invencién se haran evidentes a partir de los siguientes ejemplos. En términos
generales, la invencion se extiende a cualquier invencidon nueva, o cualquier combinacion nueva, de las
caracteristicas descritas en esta solicitud (incluyendo las reivindicaciones adjuntas y dibujos). Por lo tanto, rasgos,
caracteristicas, numeros, compuestos o restos quimicos descritos en conjuncidn con un aspecto particular,
realizacion o ejemplo de la invencion han de entenderse que son aplicables a cualquier otro aspecto, realizacion o
ejemplo descrito en el presente documento, a menos que sean incompatibles con el mismo.

Por otra parte, a menos que se indique lo contrario, cualquier caracteristica descrita en este documento puede ser
sustituida por una caracteristica alternativa que sirve al mismo o a un propdésito similar.

La invencion se describira ahora por medio de los ejemplos solamente con referencia a las siguientes tablas y
figuras:

La tabla-1 muestra la longitud promedio de telémero mas larga a la que los eventos de fusion de extremo a extremo
de los teldmeros pueden ser detectados para una serie de cromosomas, incluyendo el promedio de los mismos y la
longitud promedio de los telémeros de prondstico para cada uno de dichos cromosomas, incluyendo el promedio de
los mismos.

La tabla-2 muestra una comparacién de los factores prondsticos en el analisis univariante, en términos de tiempo
hasta el primer tratamiento y supervivencia en general.

La tabla-3 muestra las caracteristicas clinicas de la cohorte de los 184 pacientes de CLL.

La tabla-4 muestra el analisis de los conjuntos de datos concordantes combinando el analisis de la longitud del
telémero con marcadores de pronésticos conocidos.

La Figura 1 define los parametros teloméricos para el pronéstico en la CLL. [A] Un ejemplo de STELA en el telémero
XpYp en 12 pacientes con CLL en los que se detectd o no se detectd fusion. El promedio y la desviacion estandar se
muestran a continuacion y los promedios se resaltan en rojo en la imagen de gel. [B] Ejemplos de analisis de fusion
en 4 pacientes con CLL. [C] Ejemplos de la secuencia de ADN de los eventos de fusion resaltados en el panel B.
Las flechas indican la interseccion de la fusion, junto con el telémero participante y la eliminacion desde el inicio de
los respectivos telémeros. Se subraya la homologia entre los telémeros participantes. [D] Promedio de los datos de
longitud del teldmero XpYp representados como una funcion de las etapas de Binet. Los cuadrados negros indican
los que no fueron probados para la fusion, cuadrados azules los que fueron negativos y los cuadrados rojos los que
fueron positivos para los eventos de fusion. El panel E muestra los datos de longitud del telémero de toda la cohorte,
junto con los que fueron positivos para eventos de fusion. El promedio mas largo del telémero XpYp (3,81 kb) en el
que se detectd la fusion se indica con una linea de puntos y la longitud promedio del telémero XpYp de las muestras
en las que se detecto la fusion fue de 2,26 kb.

Figura 2. La longitud promedio del teldmero es prondstica en la CLL. Los paneles A y B muestran las curvas de
Kaplan Meier de toda la cohorte para el tiempo hasta el primer tratamiento, grafico superior, y la supervivencia
general, grafico inferior. Los valores de P y el coeficiente de riesgo (HR) se indican en los graficos junto con los
numeros en cada brazo.

La Figura 3 muestra que la longitud del telémero, tal como se define por la fusién, es altamente prondstica en CLL.
Curvas de Kaplan Meier [A-B, E] de toda la cohorte, para el tiempo hasta el primer tratamiento y la supervivencia en
general. Los valores P y el coeficiente de riesgo (HR) se indican en las representaciones junto con los nimeros en
cada brazo. Curvas de Kaplan Meier [CD] para la Unica cohorte de la etapa A de Binet. El particionamiento recursivo
del conjunto de datos [F-G] muestra que 2,26 kb es el valor del umbral éptimo del telémero como una herramienta
de prondstico para la definicion de la supervivencia en el conjunto entero de datos, y en las 2 cohortes de poblacion.

Figura 4. El panel A muestra los datos de longitud promedio del telémero 17p representados graficamente como una
funcién de la estratificacion de Binet. Los marcadores negros indican los que no fueron probados para la fusion,
azules los que fueron negativos y los rojos los que fueron positivos para eventos de fusion. El panel B muestra los
datos de longitud de los teldmeros de toda la cohorte, junto con los que fueron positivos para eventos de fusion. El
promedio del telémero mas largo XpYp (4,81 kb) en el que se detecto la fusidn se indica con una linea discontinua y
denota el limite superior del intervalo fusogénico para el teldomero 17p. La longitud promedio de telomero de las
muestras en las que las fusiones se pudieron detectar fue de 2,57 kb. Los paneles C y D muestran las curvas de
Kaplan Meier del tiempo hasta el primer tratamiento y la supervivencia en general, respectivamente, basados en un
corte de 2,5 kb derivado del particionamiento recursivo de los datos. Los paneles E y F muestran las curvas de
Kaplan Meier para el tiempo hasta el primer tratamiento y la supervivencia en general, respectivamente, para los
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pacientes de la etapa A solamente basados en un punto de corte de 2,5 kb derivados del particionamiento recursivo
de los datos. El panel G muestra un grafico del promedio de la longitud del teldémero 17p frente a coeficientes de
riesgo para la supervivencia en general. El particionamiento recursivo ilustra que 2,5 kb es el valor umbral 6ptimo
para definir el prondstico usando este teldmero.

La figura 5 muestra que la longitud de los telémeros es superior a otros parametros de prondstico conocidos. Curvas
de Kaplan Meier con la longitud de los telémeros junto con la citogenética [AB], estado de IGHV [CD], estado de
CD38 [EF] y estado de ZAP-70 [GH] como una funcién tanto del tiempo hasta el primer tratamiento como de la
supervivencia en general.

La figura 6 muestra que el valor umbral de los telémeros de 2,26 kb, derivado del cromosoma XpYp, es altamente
prondstico para la respuesta al tratamiento de los pacientes con CLL. Curvas de Kaplan Meier para un subconjunto
de pacientes con CLL que recibieron tratamiento (n = 75). El tiempo de supervivencia se calculd a partir del tiempo
hasta el primer tratamiento. Los valores de P y el coeficiente de riesgo (HR) se indican en los graficos, junto con los
numeros en cada brazo.

La figura 7 muestra que la longitud de los teldmeros, tal como se definid por la fusién, también es prondstica en el
cancer de mama. Curvas de Kaplan Meier [AD] de toda la cohorte, para la supervivencia general. Los valores de P y
el coeficiente de riesgo (HR) se indican en los graficos, junto con los numeros en cada brazo. El particionamiento
recursivo [E] del conjunto de datos muestra que 2,26 kb es el valor umbral 6ptimo del telomero como una
herramienta de prondstico para la definicion de la supervivencia en el conjunto de datos.

Figura 8. La figura de MDS muestra que el valor umbral de los telémeros de 2,26 kb ofrece poder prondstico limitado
en MDS. Curvas de Kaplan Meier [AD] de toda la cohorte, para la supervivencia general. Los valores de P y el
coeficiente de riesgo (HR) se indican en los graficos, junto con los nimeros en cada brazo. D muestra el valor
umbral del telémero de 2,5 kb que ofrece mejor poder de prondstico en MDS. [E] El particionamiento recursivo del
conjunto de datos muestra que 2,5 kb es el valor umbral 6ptimo de los teldmeros como una herramienta de
prondstico para la definicion de la supervivencia en el conjunto completo de datos.

Métodos
Pacientes con CLL

Se tomaron muestras de sangre periférica de 184 pacientes con CLL que consintieron, de conformidad con la
Declaracion de Helsinki y como se aprobé por el Comité de Etica de Investigacién Local del Sureste de Gales (LREC
# 02/4806). CLL se definio por criterios clinicos, asi como por la morfologia celular, y también la co-expresion de
CD19 y CD5 en los linfocitos que simultaneamente mostraban restriccion de la reordenacion de la cadena ligera.
Informacion clinica completa estuvo disponible para todos los pacientes con una mediana de seguimiento de 5,8
afos. Todas las muestras se recogieron en, o cerca de, el momento del diagnéstico en dos centros, Cardiff y
Birmingham, y la estratificacion se baso en el sistema de clasificacion de Binet”. Las caracteristicas clinicas de la
cohorte de pacientes con CLL se presentan en la Tabla 2.

Pacientes con cancer de mama

Se obtuvo el ADN genomico, junto con los datos de seguimiento clinico, a partir de un panel de 28 carcinomas
ductales de mama invasivos del banco de cancer de Gales, en virtud de la aprobacion del MREC del Pais de Gales

Pacientes con MDS

Se obtuvieron muestras de médula 6sea de 63 pacientes con diagnostico de sindrome mielodisplasico (MDS), segun
la clasificacion de acuerdo con el sistema franco-americano-britanico. De ellos, 40 pacientes eran hombres y 23 eran
mujeres, con una edad media al diagndstico de 67,5 afios; la mediana de seguimiento de la cohorte fue de 5,6 afios.
Criterios IPSS estuvieron disponibles para 55/63 pacientes con 15 de criterio alto, 20 medio y 20 bajo.

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica de pacientes con CLL

Se aislaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de sangre venosa EDTA de los 184 pacientes
con CLL por centrifugacion de densidad utilizando centrifugaciéon Ficoll-Hypaque (Invitrogen). Posteriormente, las
células B se aislaron positivamente usando Dynabeads marcadas con CD19 (Invitrogen)®. Las células se
almacenaron a -20° C como granulos secos antes de la extraccion del ADN.

Extraccion de ADN y PCR

Se extrajo el ADN a partir de células humanas utilizando protocolos estandar de proteinasa K, ARNasa A, y

fenol/cloroformo?. Para el analisis de la longitud de los teldmero en los teldomeros XpYp, 17p, 2p, 16p y 18q, se

utilizé una modificaciéon del ensayo de analisis de la longitud de un telémero unico (ESTELA) como se ha descrito

anteriormente'®%. Brevemente, el ADN gendmico se solubilizé mediante dilucién con 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), se

cuantific6 mediante el uso de la fluorometria de Hoechst 33258 (BioRad, Hercules, Estados Unidos), y se diluyé a 10

ng/ul en 10 mM Tris-HCI (pH 7,5). EI ADN (10 ng) se diluy6 adicionalmente a 250 pg/ul en un volumen de 40 pl, que
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contenia enlazador Telorette2 (1 uM) y Tris-HCI (1 mM; pH 7,5). Se llevaron a cabo multiples reacciones de PCR
(tipicamente 6 reacciones por muestra) para cada prueba de ADN, en volimenes de10 pl. La mezcla de reaccion
consistié en ADN (250 pg), telémero adyacente y primers Teltail (0,5 uM), Tris-HCI (75 mM; pH 8,8), (NH4)2SO4 (25
mM), 0,01% de Tween-20, MgCl> (1,5 mM), y 0,5 U de Taq (ABGene, Epsom, Reino Unido) y polimerasa Pwo
(Roche Molecular Biochemicals, Lewes, Reino Unido) en una proporciéon de 10:1. Las reacciones se ciclaron con un
termociclador MJ PTC-225 (MJ Research, Watertown, Estados Unidos). Los fragmentos de ADN se resolvieron
mediante electroforesis en gel de agarosa TAE 0,5%, y se detectaron por dos hibridaciones Southern separadas,
con la sonda de repeticion TTAGGG cebada al azar marcada con a-33P (Amersham Biosciences, Little Chalfont,
Reino Unido) y una sonda adyacente al teldmero, junto con una sonda para detectar los marcadores de peso
molecular de 1 kb (Stratagene, La Jolla, Estados Unidos) y 2,5 kb (BioRad). Los fragmentos hibridados se
detectaron por imagen de fésforo con un Molecular Dynamics Storm 860 Phosphorimager (Amersham Biosciences,
Little Chalfont, Reino Unido). Los pesos moleculares de los fragmentos de ADN se calcularon usando el
cuantificador Phoretix 1D (Nonlinear Dynamics, Newcastle-upon-Tyne, Reino Unido).

La fusién de los teldmeros se detecté mediante los ensayos de fusion de una sola molécula de telémero'®'” que se

han descrito anteriormente. Se realizaron reacciones de PCR que contenian 100 ng de ADN, cada una conteniendo
los primers de PCR XpYpM, 17p6 y 21q1. Se detectaron las moléculas de fusion, y las frecuencias se cuantificaron
por transferencia de Southern y la hibridacién con las sondas adyacentes al teldmero XpYp como se ha descrito
anteriormente'®. Con el fin de determinar los cromosomas que participaban en los eventos de fusién para la posterior
caracterizacion de la secuencia, se llevaron a cabo hibridaciones adicionales con las sondas adyacentes al teldomero
17p y 21q; la sonda 21q produce productos no especificos adicionales y por lo tanto no se utilizd para la
cuantificacion. Cualquier producto de fusién fue luego re-amplificado para el andlisis directo de secuencia usando
primers de PCR anidados (XpYpO, 17p7 y 21gseq1).

Los oligonucledtidos  utilizados  fueron:  XpYpM  (5-ACCAGGTTTTCCAGTGTGTT-3'), 17p6  (5-
GGCTGAACTATAGCCTCTGC-3'), 21g1 (5-CTTGGTGTCGAGAGAGGTAG-3') para la PCR de fusion; XpYpO (5'-
CCTGTAACGCTGTTAGGTAC-3"), 17p7 (5'-CCTGGCATGGTATTGACATG-3"), 21qgseq1 (5-
TGGTCTTATACACTGTGTTC-3") para re-amplificacion de  productos de fusién; 21gseql  (5'-
TGGTCTTATACACTGTGTTC-3'), 21gseqirev  (5-AGCTAGCTATCTACTCTAACAGAGC-3'), XpYpO (5-
CCTGTAACGCTGTTAGGTAC-3"), XpYpB2 (5'-TCTGAAAGTGGACC(A/T)ATCAG-3"), 17p7 (5-
CCTGGCATGGTATTGACATG-3'), 17pseq3 (5-AGAATCCTGTCCTCAACAAGT-3") para generar sondas de
hibridacioén para el analisis de fusion.
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Primers que se pueden utilizar para el analisis STELA (los que normalmente se utilizan estan en negrita):

XpYpE2 TTGTCTCAGGGTCCTAGTG

XpYp-427A/415T GGTTATCAACCAGGTGCTCT
XpYp-427G/415C GGTTATCGACCAGGTGCTCC

XpYpins TGTGTCTGGAATTGGTGGGTT
XpYpdel CCTAGTGTGTCTGGAATTGGTTC
XpYpM ACCAGGTTTTCCAGTGTGITT
XpYpC CAGGGACCGGGACAAATAGAC
XpYpO CCTGTAACGCTGTTAGGTAC
17pseqirev GAATCCACGGATTGCTTTGTGTAC
17p6 GGCTGAACTATAGCCTCTGC

17p7 CCTGGCATGGTATTGACATG

16prevl GTGAATAATCAAGGTCAGAGCA
18qrev4d CCTGTGGGTCTAAAACCAGAAGG
2p2 GAGCTGCGTTTTGCTGAGCAC

11q13B CAGACCTTGGAGGCACGGCCTTCG

12q-197A GGGAGATCCACACCGTAGCA

12q-550C ACAGCCTTTTGGGGTACCGC
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Métodos estadisticos
El analisis estadistico se realizé utilizando Prism 3.0 (Graphpad) y el software SAS versién 9.1.3 (SAS Institute).

La relacion entre la longitud de los telémeros, los factores de prondstico conocidos, el tiempo hasta el primer
tratamiento (TTFT) y la supervivencia en general (OS) se exploré a través de las pruebas de la suma de rango de
Wilcoxon para las variables categoricas de la etapa de Binet, CD38, ZAP-70, estado de la mutacion del gen IGHV,
B2-microglobulina y citogenética FISH. Se realizaron comparaciones univariantes no estratificadas de supervivencia
entre los subconjuntos de prondstico con el test log-rank, con los datos de supervivencia mostrados utilizando curvas
de Kaplan-Meier. El analisis multivariante, que ajusta por otros factores de prondstico, se realizé utilizando la
seleccion hacia adelante para definir covariables significativas con regresion de Cox. Un valor de p <0,05 fue
considerado significativo.

Resultados
Longitud de los teldmeros y andlisis de fusion

Analizamos la distribucion de la longitud de los teldbmeros en 184 pacientes con CLL utilizando el andlisis de la
longitud de un telémero Unico (ESTELA) en el telémero XpYp (Fig. 1A). Dado que hemos demostrado anteriormente
que los eventos de fusion de extremo a extremo de los teldmeros pueden ser detectados en pacientes con CLL con
teldmeros cortos15, sistematicamente buscamos fusiones de teldmeros en las muestras de CLL con el promedio
menor de longitud del telémero (n = 88). Sélo se considerd un evento de fusion como de bona fide cuando pudo ser
totalmente caracterizado por el analisis de secuencias de ADN directo (Figs. 1B, 1C). Las fusiones de teldmeros
fueron detectables en muestras derivadas de todas las etapas de Binet, lo que sugiere que no son meramente una
caracteristica de la enfermedad avanzada (Fig. 1D; las fusiones estan marcadas en rojo). Sin embargo, las fusiones
so6lo se detectaron en las muestras con una longitud promedio de los telémeros de < 3,81 kb. Por lo tanto, utilizamos
esta longitud de los teldbmeros como un valor umbral para definir el limite superior del intervalo “fusogénico” para
nuestra cohorte usando este cromosoma. La Fig. 1E muestra que 98/184 (53,3%) de las muestras de CLL tenian
una longitud promedio de los teldmeros XpYp igual o menor que 3,81 kb con una longitud promedio de los telémeros
fusogénicos de 2,26 kb. Por lo tanto, se utilizd 2,26 kb como una manera de definir dos subconjuntos de muestras de
pacientes con CLL en nuestra cohorte y se determiné el valor de prondstico de este valor umbral de longitud
promedio de los teldmeros en nuestra cohorte. Un total de 33/184 (17,9%) de las muestras tuvo una longitud
promedio de los telémeros < 2,26 kb.

La disfuncion de los telomeros es muy pronosticadora en la CLL

Segun estudios anteriores, la longitud promedio de los telomeros fue de prondstico en nuestra cohorte de pacientes
para TTFT (P <0,001; HR = 5,5) y OS (p = 0,0017; HR 4,2) (Fig. 2). Sin embargo, la clasificacion de las muestras
basada en la disfuncién de los teldmeros (longitud de teldmero < 2,26 kb del teldmero XpYp) revel6 una
discriminacion del prondstico notablemente mejorada. Las Figs. 3A y 3B muestran que una longitud promedio de los
telomeros < 2,26 kb fue altamente de prondstico para TTFT y OS. La mediana de TTFT fue de 1,8 afios (p <0,0001;
HR = 23,2) y la mediana de OS fue de 7,5 afios (p <0,0001; HR = 71,3). Por el contrario, no se llegd a la mediana de
TTFT y OS en el subconjunto de los teldmeros mas largos. Especialmente llamativo fue el impacto de la longitud de
los telomeros en OS en nuestra cohorte; la curva de Kaplan Meier para los pacientes con longitud de los telémeros >
2,26 kb no mostro casi ninguna erosion durante el periodo de seguimiento de 10 afios; 98% de supervivencia a los 5
afios y 96% de supervivencia a los 10 afios. Mientras que, soélo el 36% del grupo de los telédmeros cortos estaba vivo
en el momento censor de 10 afios lo que indica que los pacientes con < 2,26 kb tuvieron mas de 70 veces mas
probabilidades de morir en la unidad de tiempo. Estos datos se resumen en la Tabla-2.

Los pacientes de etapa A con teldmeros cortos tienen una enfermedad mas agresiva

Teniendo en cuenta que la mayoria de los pacientes con CLL se presentan con enfermedad en estadio temprano y
que este grupo representa el mayor desafio en términos de prondstico, realizamos un analisis de subgrupo de sélo
los pacientes de etapa A de Binet. De nuestra cohorte 130/184 (70,6%) fue de etapa A de Binet en los que en el
diagnostico 15 (11,5%) tenian < 2,26 kb de longitud de telomero para el teldbmero XpYp. Las Figs. 3C y 3D muestran
el impacto prondstico de los telémeros cortos en la enfermedad en estadio temprano. La mediana de TTFT fue de
2,1 afos (p <0,0001; HR = 33,0) y la mediana de OS fue de 9,0 afios (p <0,0001; HR = 994,2). Una vez mas, no se
llegd a la mediana de TTFT y OS en el grupo de los teldmeros mas largos. El notable coeficiente de riesgo para OS
sugiere que estos pacientes tienen casi 1000 veces mas probabilidades de sucumbir a su enfermedad en la unidad
de tiempo que los pacientes con teldmeros mas largos. Una vez mas, la curva superior de Kaplan Meier revel6 que
los pacientes con teldmeros mas largos tenian una tasa de supervivencia del 96% a los 10 afos.

La expansion de la base de datos a 144 pacientes de etapa A, proporciond verificacion adicional de que la longitud
de telébmero especifica de 2,26 kb proporciona el poder maximo de prondstico para este ensayo en la CLL y el HR
con la supervivencia en general aumentada a 1353 (Fig. 3E).

El particionamiento recursivo identifica el valor umbral de 2,26 kb como el de mejor prondstico de supervivencia
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Aunque habiamos determinado experimentalmente la longitud de los telébmeros para la disfuncién de los telomeros
en la CLL y demostrado que esta era altamente prondstica, hemos querido establecer si esto representaba el corte
optimo de longitud de telémero para predecir la supervivencia en nuestra cohorte. Mediante la realizacion del
particionamiento recursivo en nuestro conjunto de datos, se encontré que 2,26 kb representaba la longitud éptima de
teléomero, y era el valor umbral mas prondéstico para toda la cohorte y la cohorte de etapa A (Fig. 3E). Teniendo en
cuenta que nuestra cohorte era de muestras procedentes de dos centros diferentes (Cardiff y Birmingham), se repitid
el andlisis en estas dos poblaciones separadas y se derivo esencialmente el mismo resultado (Fig. 3F). Este enfoque
proporciona evidencia circunstancial adicional de que 2,26 kb representa el limite bioldgico de la estabilidad de los
teldbmeros y confirma la importancia clinica de esta longitud promedio de telé6mero fusogénico en la CLL.

Consideramos que esta longitud promedio de telomero fusogénico puede ser conservada en otros extremos de
cromosomas Yy por lo tanto analizamos la longitud del telomero en 17p (Fig. 4A) en 149/184 (81%) de la cohorte de
pacientes. La longitud promedio del teldmero 17p de las muestras en las que pudimos detectar fusiones fue similar a
la observada en XpYp (2,57 kb, £ 0,79; p = 0,21; Fig. 4B). El particionamiento recursivo revel6 que la longitud 6ptima
de los teldbmeros para determinar el prondstico era 2,5 kb; esto fue altamente prondstico en toda la cohorte (OS P
<0,0001, HR = 72) y pacientes de la etapa A (OS p = 0,009, HR = 71, Figs. 4C-G).

La longitud del telémero es superior a otros parametros de pronostico

A continuacion investigamos el impacto de los telémeros disfuncionales en otros marcadores de prondstico
conocidos en la CLL, incluyendo la citogenética, estado de mutacion IGHV, expresion de CD38, expresion de ZAP-
70 y Beta-2 microglobulina (32M). El analisis combinado de longitud de los telémeros con citogenética FISH, estado
de mutacion IGHV, expresion de CD38, y expresion de ZAP-70 se muestra en la Fig. 5. Como se muestra, la
longitud corta de los telémeros define subconjuntos de pacientes con mal prondstico en grupos de riesgo
citogenético, grupos con /GHV no mutada y mutada, grupos CD38" y grupos CD38-, grupos ZAP-70" y ZAP-70- y
grupos de 32M alta y baja, en términos de TTFT y OS. La combinacion de estos marcadores con la longitud del
telémero mejord el poder prondstico ain mas; por ejemplo, el andlisis de los conjuntos de datos concordantes reveld
que la alta expresion de CD38 en conjuncion con la longitud del telomero < 2,26 kb produjo un HR de 2915 (P
<0,0001, Tabla-4).

La longitud de los telomeros es la co-variable dominante en el analisis multivariante

En el analisis multivariante la seleccion hacia adelante identificé la disfuncion de los telomeros (< 2,26 kb) como el
parametro mas importante para TTFT (HR = 4,2; Cl 1,9-8,8; p = 0,0002) y OS (HR = 10,9; CI 3,8-31,2, P <0,0001).
Solo el estatus de mutacion IGHV y la etapa de Binet conservaron importancia pronéstica independiente como co-
variables en el modelo para TTFT y s6lo CD38 en términos de OS. Es de particular interés que el estatus de
mutacion IGHV vy citogenética "de alto riesgo™ no fueran independientemente prondsticas en términos de OS. A
nuestro entender, esta es la primera vez que estos parametros no se han podido probar como significativos para OS
en esta enfermedad.

La longitud de los telémeros define la respuesta al tratamiento en CLL

Dado que hemos mostrado que la longitud de los teldbmeros ofrece informacion poderosa prondstica en CLL,
consideramos, ademas, que la longitud de los telomeros también puede ofrecer informacion acerca de la capacidad
de los pacientes para responder al tratamiento. Por ello, realizamos un analisis de subgrupo (n = 75) de nuestra
cohorte de pacientes con CLL para aquellos que habian recibido tratamiento. La longitud de los teldmeros fue
altamente prondstica de la respuesta al tratamiento con HR de 6,4 (P = 0,0002) (Fig. 6).

Los parametros teloméricos definidos en CLL son de prondstico en otras indicaciones.

Examinamos una cohorte de 28 pacientes con carcinoma ductal invasivo de la mama. Analizamos la longitud del
teldmero XpYp usando STELA y categorizamos a los pacientes en funcién del corte de longitud de 2,26 kb de los
telomeros definido en CLL. A pesar de un periodo de seguimiento limitado de 4,6 afios, la longitud promedio
telomérica fusogénica de 2,26 kb proporcion6 niveles notables de prondstico en cuanto a la supervivencia general en
esta enfermedad con una relacion de riesgo de 112 (p = 0,0056), y una mediana de supervivencia en el grupo de
mal prondstico de 301 dias (Fig. 7A-C). Ampliacion de la base de datos a 120 pacientes con cancer de mama,
proporciond verificacion adicional de que la longitud especifica de 2,26 kb de los telémeros proporciond el poder
prondstico maximo para este ensayo en el cancer de mama y el HR para la supervivencia en general aumenté a
87080 (Fig. 7D).

Como con CLL, particionamiento recursivo de los datos de la cohorte de cancer de mama mostré que la longitud
optima de los teldmeros definida por HR fue de 2,26 kb (Fig. 7E).

También examinamos la longitud de los teldmeros en MDS usando STELA y utilizamos la longitud promedio de los
teldomeros fusogénicos definida en CLL para proporcionar informacion prondstica en MDS. Analizamos un panel de
63 pacientes con MDS para los que teniamos los datos de supervivencia. La longitud promedio de los telomeros
fusogénicos de 2,26 kb como se definié en CLL, proporciond algun poder prondstico en MDS con un HR de 4,7 (p =
0,09) para la supervivencia en general (Figs. 8 A-C). A diferencia de las muestras de CLL y de cancer de mama, las
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muestras de MDS no se purificaron y contenian proporciones variables no identificadas de células no afectadas. Se
consideré que la presencia de células normales no afectadas sesgaria el valor umbral de la longitud éptima del
teldomero para el prondstico en esta cohorte. Esto fue evidente a partir de la particion recursiva, donde la longitud
optima de los telémeros fue de 2,5 kb (HR = 9,5; P = 0,026) una diferencia de tan solo 240 bp (Fig. 8E). La
ampliacion de la base de datos a 78 pacientes con MDS proporciond verificacion adicional de que la longitud
especifica de los telomeros de 2,5 kb proporciond el poder prondstico maximo de este ensayo en MDS y HR para la
supervivencia en general que aumentd a 10,45 (Fig. 7D). La purificacion de las células MDS utilizando CD34 puede
mejorar la exactitud de prondstico basado en los telomeros en MDS.

RESUMEN
Las principales conclusiones de este estudio se pueden resumir de la siguiente manera:

El analisis de longitud de los teldbmeros, como se define por la disfuncion de los telémeros, proporciona una
herramienta muy prondstica en enfermedades humanas, tales como la CLL y otros tumores malignos humanos,
permitiendo una discriminacion considerable para el resultado clinico después del tratamiento. El poder pronéstico
deberia permitir a los médicos clinicos predecir con confianza el curso clinico de estas enfermedades heterogéneas.

Por otra parte, la disfuncién de los telémeros proporciona una resolucién pronéstica notable en la etapa temprana de
la enfermedad.

Solo los telémeros en la parte inferior del perfil de distribucion de longitud tienen propension a la fusion de extremo a
extremo; utilizando el cromosoma XpYp una longitud de los teldbmeros de < 2,26 kb es una longitud promedio de
teldomeros fusogénicos para la disfuncion de los telémeros en un tumor humano primario, por debajo de la cual los
pacientes con tumores malignos humanos muestran mal resultado de prondstico. El uso de un numero de
cromosomas de una longitud de los telémeros < 2,69 kb es un predictor de disfuncion de los telémeros.

Los pacientes con telémeros XpYp mas largos que 2,26 kb tienen una enfermedad notablemente estable e indolente
(98% de estos pacientes estaban vivos a los 5 afios y 96% en el punto censor de 10 afios).

El analisis consistente de los teldmeros en MDS y cancer de mama muestra que el analisis de alta resolucion de la
longitud de los teldmeros es probable que sea muy prondstico en otros tumores malignos hematoldgicos pero
importantemente también en los tumores sdlidos.

Mediante la aplicacion de un valor umbral de longitud de los teldGmeros en base a la disfuncion de los teldmeros, esto
transforma el poder prondéstico del analisis de los teldmeros en el parametro mas prondstico jamas descrito tanto en
el analisis univariante como en el multivariante.
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Tabla 1. Limite superior y longitud promedio de los teldGmeros en los que los eventos de fusion de extremo a extremo
se pueden detectar para cinco extremos de cromosomas diferentes.

Extremo de cromosoma Limite superior (kb) Promedio de intervalo fusogénico (kb)
XpYp 3,81 2,26
17p 4,81 2,57
2p 5,01 3,01
16p 4,49 2,94
18q 4,47 2,66
Promedio + DE 4,52 + 0,46 2,69 £ 0,30
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Tabla 2. Comparacion de los factores prondsticos en el analisis univariante en términos del tiempo hasta el primer
tratamiento y supervivencia en general

Parametro Tiempo hasta el primer tratamiento Supervivencia en general
Mediana HR (95% IC) Valor de p Mediana HR (95% IC) Valor de p
(afios) (afios)
TL (promedio de 23,2 (11,0-48,7) | <0,0001 71,3 (20,0-253,7) | <0,0001
la fusion)
<2,26 kb 1,8 7,5
>2,26 kb No alcanzo No alcanzo
Estatus de IGHV 4,6 (2,4-8,8) <0,0001 2,9 (1,0-8,1) 0,04
>98% 2,9 No alcanzo
<98% No alcanzé No alcanzé
CD38 3,0 (1,7-5,3) 0,0003 3,2 (1,1-9,1) 0,03
220% 3,0 No alcanzo
<20% No alcanzé No alcanzé
ZAP-70 1,7 (1,0-2,9) 0,07 2,3 (0,9-6,2) 0,08
220% 6,0 No alcanzo
<20% No alcanzé No alcanzé
B2-M 3,1(1,6-6,2) 0,001 3,1 (0,99-9,5) 0,05
24 g/dl 3,0 12,7
<4 g/dl No alcanzé No alcanzé
Genética 7,7 (3,1-18,9) <0,0001 10,1 (2,7-36,9) 0,0004
119"/ 17p” 2,0 6,9
N/O No alcanzé No alcanzé

TL (promedio de la fusion): la longitud promedio de los telémeros de las muestras en las que se detectaron eventos

de fusion

Estatus de IGHV: <98% de homologia de secuencia con la secuencia de la linea germinal mas cercana (mutada); >
98% de homologia de secuencia con la secuencia de la linea germinal mas cercana (no mutada)

2-M: beta 2 microglobulina

11q” y 17p”: cualquier anormalidad FISH o anormalidad cariotipica de 11q o 17p

N: ninguna aberracion citogenética detectable por FISH

O: Otra anomalia citogenética (excluyendo 119" o0 17p”)

HR = coeficiente de riesgo

95% CI = intervalo de confianza del 95%
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de la cohorte de 184 pacientes con CLL

Factor Subconjunto Numero
Mediana de la edad 64 afios
Intervalo 27 — 95 afios
Mediana del seguimiento 5,8 anos
Requirieron Tratados 75
tratamiento

No tratados 104
CD38 <20% 105

220% 53

No determinado 26
Genética 119"/ 17p” 21

N/O 125

No determinado 38
Estatus de IGHV <98% 93

298% 45

No determinado 46
ZAP-70 <20% 95

220% 59

No determinado 30
B2-microglobulina <4 mg/dl 81

=24 mg/dI 37

No determinado 56

Tabla 4. Andlisis de conjuntos de datos concordantes combinando la longitud de los telémeros con los marcadores
de prondstico conocidos.

Parametro n TTFT oS
HR (IC 95%) Valor de p HR (IC 95%) Valor de p

TL + IGHV 141,2 (40,5-492,1) <0,0001 72,4 (14,4-365,5) <0,0001
TL=<2,26 kb + UM IGHV | 16

TL>2,26 kb + M IGHV | 79

TL + CD38 134,7 (35,5-512,1) <0,0001 2915 (261,1-32550) | <0,0001
TL<2,26 kb + CD38" 14

TL>2,26 kb + CD38" 88

TL + ZAP-70 29,3 (9,9-86,0) <0,0001 681,2 (99,9-4645) <0,0001
TL<2,26 kb + ZAP-70" | 16
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TL>2,26 kb + ZAP-70" | 80

TL + citogenética 52,2 (14,8-186,3) <0,0001 308,5 (44,1-2147) | <0,0001

TL<2,26 kb + 11q-/17p- | 13

TL>2,26 kb + otros 105

* El analisis se muestra para casos concordantes unicamente por ejemplo, TL < 2,26 kb / IGHV no mutado vs TL>
2,26 kb / IGHV mutado. Los conjuntos de datos discordantes no se incluyeron en este analisis.

TL = longitud de los telémeros

UM = casos de /IGHV no mutado: > 98% de homologia de secuencia con la secuencia de la linea germinal mas
cercana

M = casos de /IGHV mutados: <98% de homologia de secuencia con la secuencia de la linea germinal mas cercana
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REIVINDICACIONES

1. Un método de prondstico para determinar la progresion de una enfermedad o condicion que incluye o se
caracteriza por el acortamiento de telémeros que comprende:

i) utilizar el analisis de alta resolucion de longitud de teldmeros para determinar la longitud promedio mas larga de
los teldbmeros en la que los eventos de fusiéon de extremo a extremo de los telémeros se puedan detectar en
muestras de tejido de un numero de individuos que se presentan con la misma enfermedad o condicién, con el fin de
identificar un valor umbral que represente una indicacion de la longitud promedio de los telémeros a la que los
teldomeros se vuelven disfuncionales y capaces de fusion;

ii) determinar la longitud promedio de prondstico de muestras de tejido de un nimero de individuos que se presentan
con la misma enfermedad o condicion, mediante la adopcion de aquellas muestras cuya longitud promedio de los
teldbmeros es inferior a dicho valor umbral y promediando la longitud promedio de los teldmeros de esas muestras;

iii) determinar la longitud promedio del teldmero de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso de
tener o presentar dicha enfermedad o condicién y, cuando dicha longitud promedio del teldmero de ensayo es menor
que dicha longitud promedio del telémero de prondstico esto indica que el tiempo hasta el primer tratamiento es malo
y/o la respuesta al tratamiento es deficiente y/o la supervivencia general es mala; o

iv) determinar la longitud promedio del telémero de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso de
tener o presentar dicha enfermedad o condicion y, cuando dicha longitud promedio del teldmero de ensayo es mayor
que dicha longitud promedio del telémero de prondstico esto indica que el tiempo hasta el primer tratamiento es
bueno y/o la respuesta al tratamiento es buena y/o la supervivencia general es buena.

2. El método segun la reivindicacién 1, en donde dicho evento de fusion de la parte i) anterior se verifica como
que es tal mediante el analisis directo de secuencia de ADN.

3. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en donde, adicionalmente o alternativamente, dicha longitud
promedio del teldmero de prondstico de muestras de tejido de un numero de individuos que se presentan con dicha
enfermedad se determina tomando aquellas muestras que exhiben la fusion de los teldmeros y promediando la
longitud promedio de los teldmeros de esas muestras.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha enfermedad o condicion es
una de las siguientes enfermedades: el envejecimiento, enfermedad de Alzheimer; infarto cerebral; enfermedad del
corazon; infeccion cronica por VIH; hepatitis crénica; enfermedades de la piel; enfermedad intestinal inflamatoria
cronica; colitis ulcerosa; anemia; aterosclerosis; cancer de esdfago de Barrett, incluidas las condiciones pre-
cancerosas.

5. El método segun la reivindicacion 4, en donde dicho cancer es o un tumor maligno hematolégico o un tumor
sélido.

6. El método segun la reivindicacion 5, en donde dicho cancer es CLL, MDS o cancer de mama.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha longitud del telémero a la

que los eventos de fusion de extremo a extremo de los teldmeros se pueden detectar se determina para un solo
cromosoma.

8. El método segun las reivindicaciones 1-6, en donde dicha longitud del telomero a la que los eventos de
fusion de extremo a extremo de los telémeros pueden ser detectados se determina para un numero de diferentes
cromosomas.

9. El método segun la reivindicacion 8, en donde el limite superior promedio para detectar eventos de fusion
de extremo a extremo en diferentes cromosomas se utiliza en la parte i) de la reivindicacion 1 y la longitud promedio
del telomero en el intervalo fusogénico para estos diferentes cromosomas se utiliza en la parte ii) de la reivindicacion
1.

10. Un método de prondstico para determinar la progresion de una enfermedad o condicion que incluye o se
caracteriza por el acortamiento de los teldmeros que comprende:

i) utilizar el analisis de alta resolucion de longitud de teldomero para determinar la longitud promedio del teldmero de
prondstico de muestras de tejido de un numero de individuos que se presentan con dicha enfermedad o condicion
cuya longitud promedio de los telémeros, el valor de la cual se ha determinado segun la reivindicacién 1, es menor
que un valor umbral de longitud de los telomeros de 4,52 kb al que los eventos de fusion de extremo a extremo de
los teldomeros se pueden detectar en una enfermedad cancerosa, mediante la adopcion de aquellas muestras cuya
longitud promedio de los telémeros es inferior a dicho valor umbral y promediando la longitud promedio de los
teldmeros de esas muestras;
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ii) determinar la longitud promedio de los teldmeros de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso
de tener o presentar dicha enfermedad o condicion y, cuando dicha longitud promedio de los telémeros de ensayo
es menor que dicha longitud promedio de los teldmeros de prondstico esto significa que el tiempo hasta el primer
tratamiento es malo y/o la respuesta al tratamiento es deficiente y/o la supervivencia en general es mala; o

iii) determinar la longitud promedio de los teldomeros de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso
de tener o presentar dicha enfermedad o condicion y, cuando dicha longitud promedio de los teldmeros de ensayo
es mayor que dicha longitud promedio de los teldomeros de prondstico esto significa que el tiempo hasta el primer
tratamiento es bueno y/o la respuesta al tratamiento es buena y/o la supervivencia en general es buena.

1. El método segun la reivindicacion 10, en donde dicha enfermedad es un cancer tal como CLL, cancer de
mama o MDS.

12. El método segun la reivindicacion 11, en donde dicha longitud promedio de los telémeros de prondstico es
de 2,26 kb.

13. El método segun la reivindicacion 10 o 11, en donde dicha longitud de los telémeros a la que se puede
detectar dichos evento de fusion de extremo a extremo de los telémeros se determina para un niumero de diferentes
cromosomas.

14. El método segun la reivindicacion 13, en donde los cromosomas son XpYp, 17p, 2p, 16p y 18q.

15. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 — 14, en donde en la parte i), adicionalmente o
alternativamente, dicha longitud promedio de los teldmeros de prondstico de muestras de tejido de un numero de
individuos que presentan dicha enfermedad o condicién se determina mediante la seleccién de muestras que
exhiben fusion de los teldmeros y promediando la longitud promedio de los telémeros de esas muestras.

16. Un método de prondstico para determinar la progresion de una enfermedad o condicion que incluye o se
caracteriza por el acortamiento de los teldmeros que comprende:

i) determinar la longitud promedio de los telémeros de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso
de tener o presentar dicha enfermedad o condicion y, cuando dicha longitud promedio de los teldmeros de ensayo
es menor que una longitud promedio de los teldmeros de prondstico de 2,69 kb, el valor de la cual se ha
determinado segun la reivindicacion 1, esto significa que el tiempo hasta el primer tratamiento es malo y/o la
respuesta al tratamiento es deficiente y/o la supervivencia general es mala; o

ii) determinar la longitud promedio de los teldmeros de ensayo de una muestra tomada de un paciente sospechoso
de tener o presentar dicha enfermedad o condicion y, cuando dicha longitud promedio de los teldmeros de ensayo
es mayor que una longitud promedio de los teldbmeros de prondstico de 2,69 kb, el valor de la cual se ha
determinado segun la reivindicacion 1, esto significa que el tiempo hasta el primer tratamiento es bueno y/o la
respuesta al tratamiento es buena y/o la supervivencia en general es buena.

17. El método segun la reivindicacion 16, en donde dicha enfermedad es un cancer hematoldgico tal como CLL
o MDS.

18. El método segun la reivindicacion 17, en donde dicha longitud promedio de los telémeros de prondstico es
de 2,26 kb.

19. El método segun las reivindicaciones 15 - 18, en donde dicha longitud promedio de los telémeros de
prondstico se determina para un nimero de diferentes cromosomas.

20. El método segun la reivindicacion 19, en donde los cromosomas son XpYp, 17p, 2p, 16p y 18q.

21. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 16 - 20, en donde en la parte i), adicionalmente o

alternativamente, dicha longitud promedio de los teldbmeros de prondstico de muestras de tejido de un numero de
individuos que presentan dicha enfermedad se determina tomando aquellas muestras que exhiben fusiéon de los
teldbmeros y promediando la longitud promedio de los telémeros de esas muestras.
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