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DESCRIPCION
Método para predecir el riesgo de hipertension asociado a la terapia antiangiogénesis

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos para predecir el riesgo de hipertension en pacientes sometidos a terapia
antiangiogénesis, incluyendo una terapia con bevacizumab.

Antecedentes de la invencion

La angiogénesis contribuye a las enfermedades benignas y malignas, tales como el desarrollo del cancer vy,
especialmente en el cancer, resulta necesaria para el crecimiento, invasividad y metastasis tumorales. Para crecer, un
tumor debe experimentar un cambio angiogénico. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) resulta
necesario para inducir dicho cambio angiogénico. VEGF y los genes en la ruta de VEGF se consideran importantes
mediadores en la progresion del cancer. La familia génica de VEGF incluye el gen VEGF, también denominado
VEGFA, los homdlogos de VEGF, entre ellos el factor de crecimiento placentario (P1GF), VEGFB, VEGFC, VEGFD,
los receptores de VEGF, entre ellos VEGFR-1 y VEGFR-2 (también denominados FLT1 y FLK1/KDR,
respectivamente), los inductores de VEGF, entre ellos los factores HIF1a, HIF2a inducibles por hipoxia, y los sensores
de oxigeno PHD1, PHD2 y PHD3.

La importancia de esta ruta en el crecimiento de las células cancerosas y la metastasis ha conducido al desarrollo de
agentes antiangiogénesis para la utilizacion en la terapia del cancer. Entre estas terapias se incluyen, entre otros,
bevacizumab, pegaptanib, sunitinib, sorafenib y vatalanib. A pesar de la supervivencia significativamente prolongada
que se obtiene con los inhibidores de la angiogénesis, tales como bevacizumab, los pacientes siguen sucumbiendo al
cancer. Ademas, no todos los pacientes responden a la terapia de inhibidores de la angiogénesis. El mecanismo
subyacente a la falta de respuesta sigue siendo desconocido. Ademas, la terapia de inhibidores de la angiogénesis se
asocia a efectos secundarios, tales como la perforacion gastrointestinal, trombosis, sangrado, hipertension y
proteinuria.

Jain L. et al., Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 29:95, 2010, desc ribe que el polimorfismo
rs1870377 en VEGFR2 se correlaciona con el riesgo de desarrollar hipertension inducida por las terapias de
bevacizumab y sorafenib.

Gerger A. et al., Clinical Cancer Research 17(17):5783-92, 2011, describe que el alelo menor de EGF rs444903 A>G
se asocia a una supervivencia global incrementada en pacientes con cancer colorrectal metastasico tratado con
bevacizumab de primera linea y quimioterapia basada en oxaliplatino.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, existe una necesidad de métodos para determinar qué pacientes
responden particularmente bien a la terapia de inhibidores de la angiogénesis y/o qué pacientes son susceptibles a
efectos secundarios asociados a los tratamientos antiangiogénesis.

Descripcion resumida de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para determinar la susceptibilidad de un paciente a desarrollar
hipertension asociada a la terapia con un inhibidor de la angiogénesis, tal como el bevacizumab, mediante la
determinacion del genotipo en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 4) en EGF, que se asocia a un riesgo reducido de
hipertensién. La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de
la angiogénesis, tal como el bevacizumab, para el tratamiento de un paciente que sufre de cancer y que presenta el
genotipo en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) asociado a un riesgo reducido de hipertension. La exposicion se
refiere ademas a un método para reducir el riesgo de hipertension asociado a una terapia antiangiogénesis, tal como el
bevacizumab, en un paciente que sufre de cancer mediante la deteccién del genotipo en rs2305949 (SEC ID n° 3) y/o
rs4444903 (SEC ID n° 4) que se asocia a un riesgo reducido de hipertension.

Una realizacién de la exposicion proporciona métodos para determinar la susceptibilidad de un paciente al desarrollo
de hipertension asociada a una terapia que comprende un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o
un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab. Los métodos comprenden:
(a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer, el genotipo en el polimorfismo rs42305949
(SEC ID n° 3), (b) identificar un paciente como menos susceptible a desarrollar hipertension asociada a una terapia con
un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo
epitopo de VEGF que el bevacizumab, en el que la presencia del genotipo CC en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID
n® 3) indica que dicho paciente es mas susceptible a desarrollar hipertensidon que un paciente que presenta un
genotipo de CT o TT en el polimorfismo rs42305949 (SEC ID n° 3), o la presencia del genotipo CT o TT en el
polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3) indica que dicho paciente es menos susceptible a desarrollar hipertension que
un paciente que presenta un genotipo de CC en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3). En algunas realizaciones,
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los métodos son métodos in vitro. En algunas realizaciones, la terapia comprende ademas un agente
quimioterapéutico o un régimen de quimioterapia. En algunas realizaciones, el inhibidor de angiogénesis se administra
con uno o mas agentes seleccionados de entre el grupo que consiste de taxanos, interferon a, 5-fluorouracilo,
leucovorina, irinotecan, gemcitabina-erlotinib y agentes quimioterapéuticos basados en el platino. En algunas
realizaciones, el cancer es cancer pancreatico, cancer de células renales, cancer colorrectal, cancer mamario o cancer
pulmonar. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de sangre. En algunas realizaciones, el genotipo se
determina mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. En algunas realizaciones, los métodos comprenden
ademas la administracién de la terapia en el paciente.

Otra realizacién de la exposicidon proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un inhibidor de la
angiogénesis tal como se define en la presente memoria, destinadas al tratamiento de un paciente que necesita del
mismo, en el que dicho paciente se ha determinado que es menos susceptible a desarrollar hipertension asociada a
una terapia que comprende el inhibidor de la angiogénesis segun el método descrito en la presente memoria.

Una realizacion adicional de la exposicién proporciona kits para llevar a cabo los métodos descritos en la presente
memoria. Los kits comprenden oligonucledtidos capaces de determinar el genotipo en el polimorfismo rs2305949
(SEC ID n° 3).

Todavia otra realizacion de la exposicion proporciona métodos para reducir el riesgo de desarrollar hipertension
asociada a una terapia que comprende un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo
que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab. Los métodos comprenden: (a) determinar
en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer, el genotipo en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 3),
(b) identificar un paciente como menos susceptible a desarrollar hipertensién asociada a una terapia con un inhibidor
de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de
VEGF que el bevacizumab, en el que la presencia del genotipo CT o TT en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3)
indica que dicho paciente es menos susceptible a desarrollar hipertension que un paciente que presenta un genotipo
de CC en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3), y (c) administrar dicho inhibidor de la angiogénesis en un paciente
con el genotipo CT o TT en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3), identificado como menos susceptible a
desarrollar hipertension segun (b). En algunas realizaciones, la terapia comprende ademas un agente
quimioterapéutico o un régimen de quimioterapia. En algunas realizaciones, el inhibidor de angiogénesis se administra
con uno o mas agentes seleccionados de entre el grupo que consiste de taxanos, interferon a, 5-fluorouracilo,
leucovorina, irinotecan, gemcitabina-erlotinib y agentes quimioterapéuticos basados en el platino. En algunas
realizaciones, el cancer es cancer pancreatico, cancer de células renales, cancer colorrectal, cancer mamario o cancer
pulmonar. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de sangre. En algunas realizaciones, el genotipo se
determina mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.

Todavia otra realizacion de la exposicidon proporciona métodos de tratamiento de un paciente. Los métodos
comprenden administrar en el paciente una terapia que comprende un inhibidor de la angiogénesis que comprende
bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, en el que el
genotipo del paciente en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3) se ha determinado que es CT o TT.

Una realizacion adicional de la invencion proporciona métodos para determinar la susceptibilidad de un paciente a
desarrollar hipertension asociada a una terapia que comprende un inhibidor de la angiogénesis que comprende
bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab. Los métodos
comprenden: (a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer el genotipo en el
polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4), y (b) identificar un paciente como mas o menos susceptible a desarrollar
hipertension asociada a una terapia con un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo
que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, basandose en dicho genotipo, en el que la
presencia del genotipo GA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es mas susceptible a
desarrollar hipertension que un paciente que presenta un genotipo de GG o AA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID
n° 4), o la presencia del genotipo GG o AA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es
menos susceptible a desarrollar hipertension que un paciente que presenta un genotipo de GA en el polimorfismo
rs4444903 (SEC ID n° 4). En algunas realizaciones, los métodos son métodos in vitro. En algunas realizaciones, la
terapia comprende ademas un agente quimioterapéutico o un régimen de quimioterapia. En algunas realizaciones, el
inhibidor de angiogénesis se administra con uno o mas agentes seleccionados de entre el grupo que consiste de
taxanos, interferon a, 5-fluorouracilo, leucovorina, irinotecan, gemcitabina-erlotinib y agentes quimioterapéuticos
basados en el platino. En algunas realizaciones, el cancer es cancer pancreatico, cancer de células renales, cancer
colorrectal, cancer mamario o cancer pulmonar. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de sangre. En
algunas realizaciones, el genotipo se determina mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. En algunas
realizaciones, los métodos comprenden ademas la administracién de la terapia en el paciente.

Una realizacién adicional de la invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un inhibidor de la
angiogénesis tal como se define en la presente memoria, destinadas al tratamiento de un paciente que necesita del
mismo, en el que dicho paciente se ha determinado que es menos susceptible a desarrollar hipertension asociada a
una terapia con el inhibidor de la angiogénesis segun el método descrito en la presente memoria.
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En la presente memoria se describen ademas kits para llevar a cabo los métodos indicados en la presente memoria.
Los kits comprenden oligonucledtidos capaces de determinar el genotipo en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4).

Se describen ademas en la presente memoria métodos para reducir el riesgo de desarrollar hipertension asociada a
una terapia que comprende un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une
esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab. Los métodos comprenden: (a) determinar en una
muestra derivada de un paciente que sufre de cancer, el genotipo en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4), (b)
identificar un paciente como menos susceptible a desarrollar hipertensiéon asociada a una terapia con un inhibidor de la
angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que
el bevacizumab, en el que la presencia del genotipo GG o AA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que
dicho paciente es menos susceptible a desarrollar hipertension que un paciente que presenta un genotipo de GA en el
polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4), y (c) administrar dicho inhibidor de la angiogénesis en un paciente con el
genotipo GG o AA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4), identificado como menos susceptible a desarrollar
hipertension segun (b). En algunas realizaciones, la terapia comprende ademas un agente quimioterapéutico o un
régimen de quimioterapia. En algunas realizaciones, el inhibidor de angiogénesis se administra con uno o mas agentes
seleccionados de entre el grupo que consiste de taxanos, interferon a, 5-fluorouracilo, leucovorina, irinotecan,
gemcitabina-erlotinib y agentes quimioterapéuticos basados en el platino. En algunas realizaciones, el cancer es
cancer pancreatico, cancer de células renales, cancer colorrectal, cancer mamario o cancer pulmonar. En algunas
realizaciones, la muestra es una muestra de sangre. En algunas realizaciones, el genotipo se determina mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF.

En la presente memoria se describen ademas métodos de tratamiento de pacientes. Los métodos comprenden
administrar en el paciente una terapia que comprende un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o
un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, en el que el genotipo del
paciente en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) se ha determinado que es GG o AA.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1:  Distribuciones de variables de datos clinicos. Grafico de Kaplan-Meier de la supervivencia sin progresion
(PFS)

Figura 2:  Distribuciones de variables de datos clinicos. Grafico de Kaplan-Meier de supervivencia global (OS).

Figura 3:  Distribuciones de variables de datos clinicos. Grafico de columnas de mejor respuesta global (BOR). Las
tasas de BOR fueron de 49% en los sujetos tratados con BEV y de 46% en los sujetos tratados con PBO.

Figura 4: Distribuciones de variables de datos clinicos. Grafico de columnas de la hipertensién no relacionada con
el farmaco de estudio. Las tasas de hipertension fueron de 18% en los sujetos tratados con BEV y de 7%
en los sujetos tratados con PBO.

Figura 5:  Resultados del analisis de asociacion para VEGFA y PFS en el analisis de panel de eficacia de Leuven.

Figura 6: Diagrama de Forest para rs699946 (SEC ID n°1) en VEGFA sometido a ensayo para la asociacion con
PFS.

Figura 7:  Diagrama de Forest para la asociacion de rs12505758 (SEC ID n° 2) con OS en sujetos blancos tratados
con BEV.

Figura 8:  Graficos de Kaplan-Meier para la asociacion entre rs12505758 (SEC ID n° 2) y OS.

Figura 9:  Frecuencias de hipertension en correlacion a rs2305949 (SEC ID n° 3) (KDR).

Figura 10: Diagrama de Forest para rs2305949 (SEC ID n° 3) en KDR, para la hipertension en sujetos blancos
tratados con BEV.

Figura 11: Frecuencias de hipertension en correlacion a rs4444903 (SEC ID n° 4) (EGF).

Figura 12: Diagrama de Forest para rs4444903 (SEC ID n° 4) en EGF e hipertension en PGx-SP-BEV-White.

Figura 13: Diagrama de Forest para la asociacion de rs11133360 (SEC ID n® 5) con PFS en sujetos blancos tratados
con BEV.

Figura 14: Secuencias de los SNP genotipados en el metaanalisis y asociados al resultado con bevacizumab. SEC ID
n° 1 corresponde a rs699946, en el que la posicion 51 es A o G. SEC ID n° 2 corresponde a rs12505758,
en el que la posicion 51 es C o T. SEC ID n° 3 corresponde a rs2305949, en el que la posicion 51 es Co T.
SEC ID n° 4 corresponde a rs4444903, en el que la posicién 51 es A o G. SEC ID n° 5 corresponde a
rs11133360, en el que la posicion 51 es Co T.

Descripcion detallada de las realizaciones

1. Definiciones

El término "administrar" se refiere a la administracién de una composicion farmacéutica, tal como un inhibidor de la
angiogénesis, en el paciente. Por ejemplo, pueden administrarse 2,5 mg/kg de peso corporal a 15 mg/kg de peso
corporal de bevacizumab (Avastin®) cada semana, cada 2 semanas o cada 3 semanas, dependiendo del tipo de
cancer que se somete a tratamiento. Entre las dosis particulares se incluyen 5 mg/kg, 7,5 mg/kg, 10 mg/kg y 15 mg/kg.
Son dosis todavia mas particulares 5 mg/kg cada 2 semanas, 10 mg/kg cada 2 semanas y 15 mg/kg cada 3 semanas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 589455 T3

La expresion "inhibidor de la angiogénesis" en el contexto de la presente invencion se refiere a la totalidad de los
agentes que alteran la angiogénesis (es decir, el proceso de formacién de vasos sanguineos) e incluye agentes que
inhiben la angiogénesis, incluyendo, aunque sin limitacién, la angiogénesis tumoral. En este contexto, la inhibicion
puede referirse al bloqueo de la formacién de vasos sanguineos y a la detencién o enlentecimiento del crecimiento de
vasos sanguineos. Entre los ejemplos de inhibidores de la angiogénesis se incluyen el bevacizumab (también
conocido como Avastin®), el pegaptanib, el sunitinib, el sorafenib y el vatalanib. El bevacizumab es un anticuerpo
monoclonal IgG1 humanizado recombinante que se une e inhibe la actividad biolégica del VEGFA humano en un
sistema de ensayo in vitro e in vivo. El término "bevacizumab" comprende la totalidad de los anticuerpos anti-VEGF
correspondientes que satisfacen los requisitos necesarios para obtener una autorizacién comercial como producto
idéntico o biosimilar en un pais o territorio seleccionado de entre el grupo de paises que consiste de USA, Europa y
Japon. En el contexto de la presente invencion, un inhibidor de la angiogénesis incluye un anticuerpo que se une
esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, mas especificamente un anticuerpo que se une al
mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab. Un anticuerpo se une "esencialmente al mismo epitopo" que un
anticuerpo de referencia en el caso de que los dos anticuerpos reconozcan epitopos idénticos o estéricamente
solapantes. Los métodos mas ampliamente utilizados y rapidos para determinar si dos epitopos se unen a epitopos
idénticos o estéricamente solapantes son los ensayos de competicion, que pueden configurarse en varios formatos
diferentes, utilizando un antigeno marcado o un anticuerpo marcado. Habitualmente, el antigeno se inmoviliza en una
placa de 96 pocillos, y se mide la capacidad de los anticuerpos no marcados para bloguear la unién de anticuerpos
marcados utilizando marcajes radioactivos o enzimaticos.

El término "cancer" se refiere ala condicion fisiolégica en mamiferos que se caracteriza tipicamente como proliferacion
celular no regulada. Entre los ejemplos de cancer se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, carcinoma, linfoma,
blastoma, sarcoma y leucemia. Entre los ejemplos mas particulares de dichos canceres se incluyen el cancer de
células escamosas, el cancer pulmonar (incluyendo el cancer pulmonar de células pequefias, el cancer pulmonar de
células no pequenas, el adenocarcinoma pulmonar y el carcinoma pulmonar escamoso), el cancer de peritoneo, €l
cancer hepatocelular, el cancer gastrico o de estdmago (incluyendo el cancer gastrointestinal), el cancer pancreatico
(incluyendo el cancer pancreatico metastasico), el glioblastoma, el cancer cervical, el cancer ovarico, el cancer
hepatico, el cancer de vejiga, el hepatoma, el cancer mamario (incluyendo el cancer mamario negativo para HER-2
localmente avanzado, recurrente o metastasico), el cancer de colon, el cancer colorrectal, el carcinoma endometrial o
uterino, el carcinoma de las glandulas salivares, el cancer de rifién o renal, el cancer hepatico, el cancer hepatico, el
cancer de vulva, el cancer de tiroides, el carcinoma hepatico y diversos tipos de cancer de cabeza y cuello, asi como el
linfoma de células B (incluyendo el linfoma no de Hodgkin de grado bajo/folicular (NHL), el NHL linfocitico pequefio
(SL), el NHL de grado intermedio/folicular, el NHL difuso de grado intermedio, el NHL inmunoblastico de grado
elevado, el NHL linfoblastico de grado elevado, el NHL de células pequeiias no hendidas de grado elevado, el NHL de
afectacion masiva, el linfoma de células del manto, el linfoma relacionado con el SIDA y la macroglobulinemia de
Waldenstrém), la leucemia linfocitica crénica (CLL), la leucemia linfoblastica aguda (ALL), la leucemia de células
pilosas, la leucemia mieloblastica crénica y el trastorno linfoproliferativo post-trasplante (PTLD), asi como la
proliferacion vascular anormal asociada a las facomatosis, edema (tal como el asociado a los tumores cerebrales) y el
sindrome de Meigs.

La expresion "agente quimioterapéutico” o "régimen de quimioterapia" incluye cualquier agente activo que puede
proporcionar un efecto terapéutico anticancer y que puede ser un agente quimico o un agente biolégico, en particular,
que sea capaz de interferir con las células de cancer o tumorales. Son agentes activos particulares aquellos que
actian como agentes antineoplasicos (quimotoxicos o quimostaticos) que inhiben o previenen el desarrollo,
maduracioén o proliferacion de las células malignas. Entre los ejemplos de agentes quimioterapéuticos se incluyen
agentes alquilantes, tales como mostazas nitrogenadas (por ejemplo mecloretamina, ciclofosfamida, ifosfamida,
melfalan y clorambucilo), nitrosoureas (por ejemplo, carmustina (BCNU), lomustina (CCNU) y semustina
(metil-CCNU)), etileniminas/metilmelaminas (por ejemplo trietiienmelamina (TEM), trietileno, tiofosforamida (tiotepa),
hexametilmelamina (HMM, altretamina)), alquilsulfonatos (por ejemplo el busulfan) y triazinas (por ejemplo
dacarbazina (DTIC)); antimetabolitos, tales como analogos del acido folico (por ejemplo metotrecato y trimetrexato),
analogos de pirimidina (por ejemplo, 5-fluorouracilo, capecitabina, fluorodesoxiuridina, gemcitabina, citosina
arabindsido (AraC, citarabina), 5-azacitidina, 2,2-difluorodesoxicitidina) y analogos de purina (por ejemplo,
6-mercaptopurina, 6-tioguanina, azatioprina, 2-desoxicoformicina (pentostatina), eritrohidroxinoniladenina (EHNA),
fosfato de fludarabina y 2-clorodesoxiadenosina (cladribina, 2-CdA)); farmacos antimitéticos desarrollados a partir de
productos naturales (por ejemplo, paclitaxel, alcaloides vinca (por ejemplo, vinblastina (VLB), vincristina y vinorelbina),
docetaxel, estramustina y fosfato de estramustina), epipodofilotoxinas (por ejemplo etopdsido y tenipdsido),
antibidticos (por ejemplo actinomicina D, daunomicina (rubidomicina), daunorubicén, doxorrubicina, epirrubicina,
mitoxantrona, idarrubicina, bleomicinas, plicamicina (mitramicina), mitomicina C, actinomicina, enzimas (por ejemplo
L-asparaginasa) y modificadores de la respuesta bioldgica (por ejemplo interferon-a, IL-2, G-CSF, GM-CSF); agentes
miscelaneos, incluyendo complejos de coordinacién con el platino (por ejemplo cisplatino, carboplatino y oxaliplatino),
antracenodionas (por ejemplo mitoxantrona), urea sustituida (es decir, hidroxiurea), derivados de metilhidrazina (por
ejemplo N-metilhidrazina (MIH), procarbazina), supresores adrenocorticales (por ejemplo mitotano (o,p’-DDD),
aminoglutetimida); hormonas y antagonistas, incluyendo antagonistas adrenocorticoesteroides (por ejemplo
prednisona y equivalentes, dexametasona y aminoglutetimida), progestinas (por ejemplo caproato de
hidroxiprogesterona, acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol), estrégenos (por ejemplo
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dietilestilbestrol, etinil-estradiol y equivalentes de los mismos); antiestrégenos (por ejemplo tamoxifeno), andrégenos
(por ejemplo propionato de testosterona, fluoximesterona y equivalentes de los mismos), antiandrogenos (por ejemplo
flutamida, analogos de hormonas liberadoras de gonadotropinas, leuprdlido), antiandrégenos no esteroideos (por
ejemplo flutamida), inhibidores del factor de crecimiento epidérmico (por ejemplo, erlotinib, lapatinib y gefitinib)
anticuerpos (por ejemplo, trastuzumab), irinotecan y otros agentes, tales como leucovorina. Para el tratamiento del
cancer pancreatico metastasico, entre los agentes quimioterapéuticos para la administracion bevacizumab se incluyen
la gemcitabina y el erlotinib y combinaciones de los mismos (ver también los ejemplos proporcionados en la presente
memoria). Para el tratamiento del cancer de células renales, entre los agentes quimioterapéuticos para la
administracion con bevacizumab se incluyen el interferén a (ver también los ejemplos proporcionados en la presente
memoria).

El término "alelo" se refiere a una variante de secuencia de nucleétidos de un gen de interés.

El término "genotipo” se refiere a una descripcion de los alelos de un gen contenido en un individuo o en una muestra.
En el contexto de la presente invencion, no se realiza ninguna distincion entre el genotipo de un individuo y el genotipo
de una muestra originada a partir del individuo. Aunque tipicamente un genotipo se determina a partir de muestras de
células diploides, puede determinarse un genotipo a partir de una muestra de células haploides, tal como un
espermatozoide.

Los términos "oligonucledtido” y "polinucleétido” se utilizan intercambiablemente y se refieren a una molécula que
comprende dos o mas desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, preferentemente mas de tres. Su tamafio exacto
dependera de muchos factores, que a su vez dependeran de la funcién o uso ultimo del oligonucleétido. Un
oligonucledtido puede derivarse sintéticamente o mediante clonacién. Las quimeras de desoxirribonucledtidos y
ribonucleétidos también pueden encontrarse comprendidos dentro del alcance de la presente invencion.

El término "polimorfismo" se refiere a la aparicion de dos 0 mas secuencias alternativas genéticamente determinadas
de un gen en una poblacion. Tipicamente, la primera forma alélica identificada se designa arbitrariamente la forma de
referencia y otras formas alélicas se designan alelos alternativos o variantes. La forma alélica que se observa mas
frecuentemente en una poblacién seleccionada en ocasiones se denomina forma de tipo salvaje.

La expresion "polimorfismo de un solo nucleétido” o "SNP" es un sitio de un nucleétido que varia entre alelos. Los
polimorfismos de un solo nucleétido pueden encontrarse en cualquier regién del gen. En algunos casos, el
polimorfismo puede resultar en un cambio de la secuencia de la proteina. El cambio de la secuencia de la proteina
peude afectar a la funcién de la misma o no.

El término "hipertension” se refiere a una presion sanguinea elevada. La expresion "hipertension asociada a una
terapia" puede medirse en diferentes grados segun los criterios terminolégicos comunes del National Cancer Institute
para los sucesos adversos (CTCAE v2-3). Tal como apreciara el experto en la materia, un paciente es mas susceptible
de desarrollar hipertension en el caso de que el paciente pertenezca a un subgrupo de pacientes que presenta una
probabilidad estadisticamente significativa de desarrollar hipertension en comparaciéon con otro subgrupo de
pacientes. De manera similar, un paciente es menos susceptible de desarrollar hipertension en el caso de que el
paciente pertenezca a un subgrupo de pacientes que presenta una probabilidad estadisticamente significativa de no
desarrollar hipertension en comparacion con otro subgrupo de pacientes.

El término "paciente" se refiere a cualquier animal individual, mas concretamente un mamifero (incluyendo animales
no humanos tales como, por ejemplo, perros, gatos, caballos, conejos, animales de zoolégico, vacas, cerdos, ovejas y
primates no humanos) para el que se desea un tratamiento. Todavia mas especificamente, el paciente en la presente
memoria es un ser humano. En el contexto de la presente invencion, el paciente puede ser un sujeto humano.

El término "sujeto" en la presente memoria es cualquier sujeto humano, incluyendo un paciente, elegible para el
tratamiento, que esta experimentando o ha experimentado uno o mas signos, sintomas u otros indicadores de un
trastorno angiogénico. Se pretende que se incluyan como sujeto cualesquier sujetos participantes en ensayos de
investigacion clinica que no muestren ningun signo clinico de enfermedad, o sujetos participantes en estudios
epidemioldgicos, o sujetos utilizados anteriormente como controles. El sujeto puede haber sido tratado anteriormente
con un agente anticancer, o no haber sido tratado de esta manera. El sujeto puede no haber estado expuesto a uno o
mas agentes adicionales utilizados al iniciar el tratamiento en la presente memoria, es decir, el sujeto puede no haber
sido tratado anteriormente con, por ejemplo, un agente antineoplasico, un agente quimioterapéutico, un agente
inhibidor del crecimiento, un agente citotoxico "en la linea base" (es decir, en un punto prefijado del tiempo que es
anterior a la administracion de una primera dosis de un anticancer en el método de tratamiento en la presente
memoria, tal como el dia de cribado del sujeto anterior al inicio del tratamiento). Dichos sujetos "no expuestos" se
consideran generalmente candidatos para el tratamiento con dicho agente o agentes adicionales.

La expresion "un paciente que sufre de" se refiere a un paciente que manifiesta signos clinicos con respecto a una
enfermedad maligna determinada, tal como cancer, una enfermedad que implica angiogénesis fisioldgica y patoldgica
y/o enfermedad tumoral.
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Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "terapia” o “tratamiento” se refiere a la intervencion clinica en un
intento de alterar el curso natural del individuo o célula bajo tratamiento, y puede llevarse a cabo para la profilaxis o
durante el curso de la patologia clinica. Entre los efectos deseables del tratamiento se incluyen, aunque sin limitarse a
ellos, prevenir la aparicion o recurrencia de una enfermedad, el alivio de sintomas, la reduccién de cualquier
consecuencia patoldgica directa o indirecta de la enfermedad, la prevencion de la metastasis, la reduccion de la tasa
de progresion de la enfermedad, la mejora o paliacion del estado de una enfermedad y la remisién o la mejora del
prondstico.

La expresion "supervivencia global" se refiere al periodo de tiempo durante y después del tratamiento, de
supervivencia del paciente.

La expresion "supervivencia sin progresion” se refiere al periodo de tiempo durante y después del tratamiento durante
el que, segun la evaluacion del médico responsable del tratamiento o del investigador, la enfermedad del paciente no
empeora, es decir, no progresa.

La expresion “formulacion farmacéutica” se refiere a una preparacion estéril que se encuentra en una forma tal que
permite que la actividad bioldgica del medicamento resulte efectiva, y que no contiene componentes adicionales que
resulten inaceptablemente toxicos para un sujeto en el que se administre la formulacion.

2. Realizaciones detalladas

En la presente invencion, las variaciones de los genes KDR y EGF se identificaron inesperadamente como
marcadores/predictores de la susceptibilidad a desarrollar hipertensién asociada al tratamiento con un inhibidor de la
angiogénesis. Los términos "marcador” y "predictor" pueden utilizarse intercambiablemente y se refieren a alelos
variantes especificos de los genes. La variacion o marcador también puede denominarse polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP).

Siguiendo los métodos de la presente invencion, se llevd a cabo un metaanalisis de los SNP utilizando las muestras
derivadas de cinco ensayos de Fase Il y Fase Ill con bevacizumab, es decir, NO16966 (cancer colorrectal primario
avanzado, ver Saltz et al., J. Clin. Oncol. 26:2013-2019, 2008, y Hurwitz et al., N. Engl. J. Med. 350:2335-2342, 2004),
AVITA (cancer pancreatico, ver Van Cutsem, J. Clin. Oncol. 27:2231-2237, 2009), AVAIL (cancer pulmonar de células
no pequefias, ver Reck et al., J. Clin. Oncol. 27:1227, 2009), AVORER (cancer renal, ver Escudier et al., J. Clin. Oncol.
28:2144, 2010) y AVADO (cancer de mama, ver Miles, J. Clin. Oncol. 28:3239, 2010).

Tal como se muestra en los ejemplos, se asociaron diez SNP con hipertensién inducida por bevacizumab (p<0,05),
pero ninguno de ellos sobrepasé el umbral para los ensayos multiples (p<0,0003). Los dos SNP que mostraban la
asociacion mas fuerte (p<0,01) fueron: rs2305949 (SEC ID n°® 3) en KDR (proporcion de probabilidades alélicas=0,93,
IC al 95% 0,88-0,98, p=0,0067) y rs4444903 (SEC ID n® 4) en EGF (proporcién de probabilidades alélicas=1,06, IC al
95% 1,02-1,11, p=0,0052). Para rs2305949 (SEC ID n° 3) (KDR), los portadores de CC (de tipo salvaje) mostraban una
frecuencia mas alta de desarrollo de hipertension al ser tratados con BEV, mientras que los pacientes tratados con
placebo mostraron un resultado mas bien opuesto, con una frecuencia de hipertension mas alta en los pacientes
portadores de TT. Para rs4444903 (SEC ID n° 4) (EGF), los portadores del heterocigoto GA mostraron la frecuencia de
hipertension mas alta, un efecto que no se observé en los pacientes tratados con placebo, ya que no se observaron
diferencias entre los diferentes genotipos. Resulta interesante que rs2305949 (SEC ID n 3) y rs4444903 (SEC ID n° 4)
se encontraban estrechamente asociados a cambios de aminoacidos en las posiciones 273 y 708 de KDR y EGF,
sugiriendo que estos cambios podrian afectar funcionalmente a ambos genes y contribuir de esta manera a la
hipertension.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente exposicidon proporciona un método in vitro para determinar la
susceptibilidad de un paciente al desarrollo de hipertensién asociada a una terapia que comprende un inhibidor de la
angiogénesis, que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF
que el bevacizumab, comprendiendo dicho método:

1. (a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer el genotipo en el polimorfismo
rs2305949 (SEC ID n° 3), e

2. (b) identificar un paciente como mas o menos susceptible al desarrollo de hipertension asociada a una terapia
con un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente
al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, basandose en dicho genotipo, en el que la presencia del
genotipo CC en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3) indica que dicho paciente es mas susceptible a
desarrollar hipertensidon que un paciente que presenta un genotipo de CT o TT en el polimorfismo rs2305949
(SEC ID n° 3) o en el que la presencia de genotipo CT o TT en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3) indica
que dicho paciente es menos susceptible a desarrollar hipertensién que un paciente que presenta un
genotipo de CC en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3). En una realizacion, el cancer se selecciona de
entre el grupo que consiste de cancer colorrectal, glioblastoma, cancer renal, cancer ovarico, cancer
mamario, cancer pancreatico, cancer gastrico y cancer pulmonar, mas especificamente cancer colorrectal,
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cancer renal, cancer mamario, cancer pancreatico y cancer pulmonar, todavia mas especificamente cancer
colorrectal, cancer renal y cancer pulmonar.

La presente exposicion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de la
angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que
bevacizumab, para el tratamiento de un paciente que lo necesita, en el que dicho paciente se ha determinado que es
menos susceptible al desarrollo de hipertensiéon asociada a una terapia con el inhibidor de la angiogénesis mediante un
método in vitro que comprende:
1. (a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer el genotipo en el polimorfismo
rs2305949 (SEC ID n° 3), e
2. (b) identificar un paciente como mas o menos susceptible al desarrollo de hipertension asociada a una terapia
con un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente
al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, basandose en dicho genotipo, en el que la presencia del
genotipo CC en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3) indica que dicho paciente es mas susceptible a
desarrollar hipertension que un paciente que presenta un genotipo de CT o TT en el polimorfismo rs2305949
(SEC ID n° 3) o en el que la presencia de genotipo CT o TT en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3) indica
que dicho paciente es menos susceptible a desarrollar hipertensién que un paciente que presenta un
genotipo de CC en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3). En una realizacion, el cancer se selecciona de
entre el grupo que consiste de cancer colorrectal, glioblastoma, cancer renal, cancer ovarico, cancer
mamario, cancer pancreatico, cancer gastrico y cancer pulmonar, mas especificamente cancer colorrectal,
cancer renal, cancer mamario, cancer pancreatico y cancer pulmonar, todavia mas especificamente cancer
colorrectal, cancer renal y cancer pulmonar.

La presente exposicion proporciona ademas un método para reducir el riesgo de desarrollar hipertension asociada a
una terapia con un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une
esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, comprendiendo dicho método:

1. (a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer el genotipo en el polimorfismo
rs2305949 (SEC ID n° 3),

2. (b) identificar un paciente como menos susceptible a desarrollar hipertensién asociada a una terapia con un
inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al
mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, en el que la presente del genotipo CT o TT en el polimorfismo
rs2305949 (SEC ID n° 3) indica que dicho paciente es menos susceptible al desarrollo de hipertension que un
paciente que presenta un genotipo de CC en el polimorfismo rs2305949 (SEC ID n° 3), y

3. (c) administrar dicho inhibidor de la angiogénesis en un paciente con el genotipo CT o TT en el polimorfismo
rs2305949 (SEC ID n° 3) identificado como menos susceptible al desarrollo de hipertension segun (b). En una
realizacion, el cancer se selecciona de entre el grupo que consiste de cancer colorrectal, glioblastoma, cancer
renal, cancer ovarico, cancer mamario, cancer pancreatico, cancer gastrico y cancer pulmonar, mas
especificamente cancer colorrectal, cancer renal, cancer mamario, cancer pancreatico y cancer pulmonar,
todavia mas especificamente cancer colorrectal, cancer renal y cancer pulmonar.

La presente invencién proporciona ademas un método in vitro para determinar la susceptibilidad de un paciente al
desarrollo de hipertension asociada a una terapia que comprende un inhibidor de la angiogénesis que comprende
bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab,
comprendiendo dicho método:

1. (a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer el genotipo en el polimorfismo
rs4444903 (SEC IDn°4), e

2. (b) identificar un paciente como mas o menos susceptible al desarrollo de hipertension asociada a una terapia
con un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o con un anticuerpo que se une
esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, basandose en dicho genotipo, en el que la
presencia del genotipo AA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es mas
susceptible a desarrollar hipertension que un paciente que presenta un genotipo de GG o AA en el
polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) o en el que la presencia de genotipo GG o AA en el polimorfismo
rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es menos susceptible a desarrollar hipertensién que un
paciente que presenta un genotipo de GA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4). En una realizacion, el
cancer se selecciona de entre el grupo que consiste de cancer colorrectal, glioblastoma, cancer renal, cancer
ovarico, cancer mamario, cancer pancreatico, cancer gastrico y cancer pulmonar, mas especificamente
cancer colorrectal, cancer renal, cancer mamario, cancer pancreatico y cancer pulmonar, todavia mas
especificamente cancer colorrectal, cancer renal y cancer mamario.

La presente invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de la
angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo epitopo de VEGF que
bevacizumab, para el tratamiento de un paciente que lo necesita, en el que dicho paciente se ha determinado que es
menos susceptible al desarrollo de hipertensiéon asociada a una terapia con el inhibidor de la angiogénesis mediante un
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método in vitro que comprende:

1. (a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer el genotipo en el polimorfismo
rs4444903 (SEC IDn°4), e

2. (b) identificar un paciente como mas o menos susceptible al desarrollo de hipertension asociada a una terapia
con un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o con un anticuerpo que se une
esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, basandose en dicho genotipo, en el que la
presencia del genotipo AA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es mas
susceptible a desarrollar hipertension que un paciente que presenta un genotipo de GG o AA en el
polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) o en el que la presencia de genotipo GG o AA en el polimorfismo
rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es menos susceptible a desarrollar hipertensioén que un
paciente que presenta un genotipo de GA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4). En una realizacion, el
cancer se selecciona de entre el grupo que consiste de cancer colorrectal, glioblastoma, cancer renal, cancer
ovarico, cancer mamario, cancer pancreatico, cancer gastrico y cancer pulmonar, mas especificamente
cancer colorrectal, cancer renal, cancer mamario, cancer pancreatico y cancer pulmonar, todavia mas
especificamente cancer colorrectal, cancer renal y cancer mamario.

En la presente memoria se describe ademas un método para reducir el riesgo de desarrollar hipertension asociada a
una terapia con un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une
esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, comprendiendo dicho método:

1. (a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer el genotipo en el polimorfismo
rs4444903 (SEC ID n° 4),

2. (b) identificar un paciente como menos susceptible a desarrollar hipertension asociada a una terapia con un
inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al
mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, en el que la presente del genotipo GG o AA en el polimorfismo
rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es menos susceptible al desarrollo de hipertension que un
paciente que presenta un genotipo de GA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n°4), y

3. (c) administrar dicho inhibidor de la angiogénesis en un paciente con el genotipo GG o AA en el polimorfismo
rs4444903 (SEC ID n° 4) identificado como menos susceptible al desarrollo de hipertension segun (b). En una
realizacion, el cancer se selecciona de entre el grupo que consiste de cancer colorrectal, glioblastoma, cancer
renal, cancer ovarico, cancer mamario, cancer pancreatico, cancer gastrico y cancer pulmonar, mas
especificamente cancer colorrectal, cancer renal, cancer mamario, cancer pancreatico y cancer pulmonar,
todavia mas especificamente cancer colorrectal, cancer renal y cancer pulmonar.

En una realizacion, el inhibidor de la angiogénesis se administra como cotratamiento con un agente quimioterapéutico
o régimen de quimioterapia. En una realizacion adicional, el inhibidor de la angiogénesis se administra con uno o mas
agentes seleccionados de entre el grupo que consiste de taxanos, tales como docetaxel y paclitaxel, interferén-a,
5-fluorouracilo, leucovorina, irinotecan, gemcitabina-erlotinib y agentes quimioterapéuticos basados en el platino, tales
como carboplatino, cisplatino y oxaliplatino. Ademas, el inhibidor de la angiogénesis puede administrarse como
cotratamiento con radioterapia.

En el contexto de la presente invencion, la muestra es una muestra biolégica y puede ser una muestra de sangre y/o de
tejido. En una realizacion, la muestra es una muestra de sangre, mas especificamente una muestra de sangre
periférica. En el contexto de la presente invencion, la muestra es una muestra de ADN. La muestra de ADN puede ser
de ADN de la linea germinal o ADN somatico, mas especificamente ADN de la linea germinal.

En una realizacién, el genotipo se determina mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Ademas de la
descripcion detallada de la deteccion de SNP, posteriormente, la referencia siguiente proporciona recomendaciones
para el genotipado de SNP basado en la espectrometria de masas MALDI-TOF, por ejemplo Storm et al., Methods Mol.
Biol. 212:241-62, 2003.

3. Deteccion de polimorfismos de acidos nucleicos

Las técnicas de deteccion para evaluar acidos nucleicos para la presencia de un SNP implican procedimientos bien
conocidos en el campo de la genética molecular. Muchos, aunque no todos, los métodos implican la amplificacion de
acidos nucleicos. Se proporcionan en la técnica recomendaciones extensas sobre la realizaciéon de la amplificacion.
Entre las referencias ejemplares se incluyen manuales tales como PCR Technology: Principles and Applications for
DNA Amplification (editor H. A. Erlich, Freeman Press, NY, N.Y., 1992); PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications (editores Innis, et al., Academic Press, San Diego, Calif., 1990); Current Protocols in Molecular Biology,
Ausubel, 1994-1999, incluyendo los suplementos de actualizacion hasta abril de 2004; Sambrook & Russell, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual (3a edicion, 2001). Se dan a conocer métodos generales para la deteccion de
polimorfismos de un solo nucleétido en Single Nucleotide Polymorphisms: Methods and Protocols, Pui-Yan Kwok,
editor, 2003, Humana Press.
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Aunque los métodos tipicamente utilizan etapas de PCR, también pueden utilizarse otros protocolos de amplificacion.
Entre los métodos de amplificaciéon adecuados se incluyen la reaccion en cadena de la ligasa (ver, por ejemplo, Wu y
Wallace, Genomics 4:560-569, 1988); el ensayo de desplazamiento de cadena (ver, por ejemplo, Walker et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89:392-396, 1992; patente US n° 5.455.166), y varios sistemas de amplificacién basados en la
transcripcion, incluyendo los métodos descritos en las patentes US n°® 5.437.990, n® 5.409.818 y n° 5.399.491; el
sistema de amplificacién basado en la transcripcion (TAS) (Kwoh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177,
1989); y la replicacion de secuencias autosostenida (3SR) (Guatelli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878,
1990; documento n° WO 92/08800). Alternativamente pueden utilizarse métodos que amplifican la sonda hasta niveles
detectables, tales como la amplificacion de QB-replicasa (Kramer y Lizardi, Nature 339:401-402, 1989; Lomeli et al.,
Clin. Chem. 35:1826-1831, 1989). Se proporciona una revision de los métodos de amplificacién conocidos en, por
ejemplo, Abramson y Myers, Current Opinion in Biotechnology 4:41-47, 1993.

La deteccion del genotipo, haplotipo, SNP, microsatélites u otros polimorfismos de un individuo puede llevarse a cabo
utilizando cebadores y/o sondas oligonucledtidas. Pueden prepararse oligonucleétidos mediante cualquier método
adecuado, habitualmente mediante sintesis quimica. Pueden sintetizarse oligonucleétidos utilizando reactivos e
instrumentos comercialmente disponibles. Alternativamente, pueden obtenerse de fuentes comerciales. Los métodos
de sintesis de oligonucledtidos son bien conocidos de la técnica (ver, por ejemplo, Narang et al., Meth. Enzymol.
68:90-99, 1979; Brown et al., Meth. Enzymol. 68:109-151, 1979; Beaucage et al., Tetrahedron Lett. 22:1859-1862,
1981, y el método en soporte solido de la patente US n° 4.458.066). Ademas, pueden utilizarse modificaciones de los
métodos de sintesis anteriormente indicados para impactar deseablemente el comportamiento del enzima con
respecto a los oligonucleétidos sintetizados. Por ejemplo, puede utilizarse la incorporacion de enlaces fosfodiéster
modificados (por ejemplo fosforotioato, metilfosfonatos, fosfoamidato o boranofosfato) o enlaces que no son de un
derivado de acido fosforoso, en un oligonucleétido, con el fin de evitar el corte en un sitio seleccionado. Ademas, la
utilizacion de los azucares 2'-amino modificados tiende a favorecer el desplazamiento respecto a la digestion del
oligonucledtido al hibridarlo con un acido nucleico que también es el molde para la sintesis de una cadena nueva de
acidos nucleicos.

El genotipo de un individuo puede determinarse utilizando muchos métodos de deteccion que son bien conocidos de la
técnica. La mayoria de ensayos implica uno de entre varios protocolos generales: hibridacion utilizando
oligonucleotidos especificos de alelos, extension de cebador, ligacion especifica de un alelo, secuenciacion o técnicas
de separacion electroforética, por ejemplo el analisis de polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP) y
de heteroduplex. Entre los ensayos ejemplares se incluyen los ensayos de 5'-nucleasa, la incorporacién de pigmento
terminador dirigida por un molde, los ensayos de oligonucledtidos especificos de alelos de baliza molecular, ensayos
de extension de una sola base y la puntuacion de los SNP por secuenciacion en tiempo real con pirofosfatos. El
analisis de las secuencias amplificadas puede llevarse a cabo utilizando diversas tecnologias, tales como los
microchips, los ensayos de polarizacion de fluorescencia y la espectrometria de masas MALDI-TOF (de tiempo de
vuelo con desorcién/ionizacion mediante laser asistida por matriz). Dos métodos que también pueden utilizarse son los
ensayos basados en el corte invasivo con nucleasas Flap y metodologias que utilizan sondas-candado.

La determinacion de la presencia o ausencia de un alelo particular generalmente se lleva a cabo mediante analisis de
una muestra de acidos nucleicos que se obtiene del individuo que debe analizarse. Con frecuencia, la muestra de
acidos nucleicos comprende ADN gendmico. El ADN gendmico tipicamente se obtiene de muestras de sangre, pero
también puede obtenerse de otras células o tejidos.

También resulta posible analizar muestras de ARN para la presencia de alelos polimoérficos. Por ejemplo, puede
utilizarse ARNm para determinar el genotipo de un individuo en uno o mas sitios polimérficos. En este caso, la muestra
de acidos nucleicos se obtiene de células en las que se expresa el acido nucleico diana, por ejemplo adipocitos. Dicho
analisis puede llevarse a cabo mediante en primer lugar la transcripcién inversa del ARN diana utilizando, por ejemplo,
una transcriptasa inversa virica y después amplificando el ADNc resultante, o utilizando una reacciéon combinada a alta
temperatura de transcripcion inversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), tal como se describe en las
patentes US n° 5.310.652, n° 5.322.770, n°® 5.561.058, n° 5.641.865 y n°® 5.693.517.

Se describen brevemente las metodologias utilizadas frecuentemente para el analisis de muestras de acidos nucleicos
para detectar los SNP. Sin embargo, puede utilizarse en la invencion cualquier método conocido de la técnica para
detectar la presencia de sustituciones de nucleétidos individuales.

a. Hibridacién especifica de alelos

Esta técnica, también denominada comunmente hibridacion de oligonucleotidos especifica de alelos (ASO) (por
ejemplo Stoneking et al., Am. J. Hum. Genet. 48:70-382, 1991; Saiki et al., Nature 324:163-166, 1986; patente EP n°
235.726 y documento n° WO 89/11548), se basa en distinguir entre dos moléculas de ADN que difieren en una base
mediante la hibridacién de una sonda oligonucleétida que es especifica para una de las variantes con un producto
amplificado obtenido a partir de la amplificacion de la muestra de acidos nucleicos. Este método tipicamente utiliza
oligonucledtidos cortos, por ejemplo de 15 a 20 bases de longitud. Las sondas se disefian para hibridarse
diferencialmente con una variante u otra. Los principios y recomendaciones para el disefio de dicha sonda se
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encuentran disponibles en la técnica, por ejemplo en las referencias citadas en la presente memoria. Las condiciones
de hibridacion deberian ser suficientemente restrictivas para que se produzca una diferencia significativa de la
intensidad de hibridacion en diferentes alelos, y producir una respuesta esencialmente binaria, en la que una sonda se
hibrida Unicamente a uno de los alelos. Algunas sondas se disefian para hibridarse con un segmento de ADN diana de
manera que el sitio polimérfico se alinee con una posicion central (por ejemplo en un oligonucleétido de 15 bases en la
posiciéon 7; en un oligonucleétido de 16 bases en la posicion 8 6 9) de la sonda, aunque este disefio no resulta
necesario.

La cantidad y/o presencia de un alelo se determina mediante la medicién de la cantidad de oligonucleétido especifico
de alelos que se hibrida con la muestra. Tipicamente, el oligonucledtido se marca con un marcaje, tal como un marcaje
fluorescente. Por ejemplo, se aplica un oligonucleétido especifico de alelos en los oligonucleétidos inmovilizados que
representan las secuencias de SNP. Tras una hibridacion restrictiva y condiciones de lavado, se mide la intensidad de
la fluorescencia para cada oligonucleétido SNP.

En una realizacion, el nucledtido presente en el sitio polimorfico se identifica mediante hibridacion bajo condiciones de
hibridacion especificas de una secuencia, con una sonda oligonucledtida o cebador exactamente complementario a
uno de los alelos polimérficos en una region que comprende el sitio polimérfico. La secuencia hibridante de la sonda o
cebador y las condiciones de hibridacion especificas de una secuencia se seleccionan de manera que un Unico
desapareamiento en el sitio polimérfico desestabiliza el duplex de hibridacién de manera suficiente para que
efectivamente no se forme. De esta manera, bajo condiciones de hibridacion especificas de una secuencia, se
formaran duplex estables Gnicamente entre la sonda o cebador y la secuencia alélica exactamente complementaria.
De esta manera, los oligonucleétidos de una longitud de entre aproximadamente 10 y aproximadamente 35
nucledtidos, habitualmente de entre aproximadamente 15 y aproximadamente 35 nucleétidos, que son exactamente
complementarios a una secuencia alélica en una regidon que comprende el sitio polimorfico se encuentran
comprendidos dentro del alcance de la invencion.

En una realizacion alternativa, el nucledtido presente en el sitio polimérfico se identifica mediante hibridacion bajo
condiciones de hibridacién suficientemente restrictivas con un oligonucleétido sustancialmente complementario a uno
de los alelos de SNP en una region que comprende el sitio polimérfico, y exactamente complementario al alelo en el
sitio polimdrfico. Debido a que los desapareamientos que se producen en sitios no polimérficos son desapareamientos
con ambas secuencias alélicas, la diferencia en el nUmero de desapareamientos en un duplex formado con la
secuencia alélica diana y en un duplex formado con la secuencia alélica no diana correspondiente es igual al existente
al utilizar un oligonucleétido exactamente complementario a la secuencia alélica diana. En la presente realizacion, las
condiciones de hibridacion se relajan suficientemente para permitir la formacion de duplex estables con la secuencia
diana, manteniendo simultdneamente suficiente astringencia para evitar la formacion de duplex estables con las
secuencias no diana. Bajo condiciones de hibridacion suficientemente restrictivas, sélo se formaran duplex estables
entre la sonda o cebador y el alelo diana. De esta manera, los oligonucledtidos de una longitud de entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 35 nucledtidos, habitualmente de entre aproximadamente 15 y
aproximadamente 35 nucleétidos, que sean exactamente complementarios a una secuencia alélica en una region que
comprende el sitio polimérfico y que sean exactamente complementarios a la secuencia alélica en el sitio polimorfico,
se encuentran comprendidos dentro del alcance de la invencion.

La utilizacion de oligonucledtidos sustancialmente, no exactamente, complementarios puede resultar deseable en
formatos de ensayos en los que la optimizaciéon de las condiciones de hibridacién es limitada. Por ejemplo, en un
formato de ensayo multidiana de oligonucleétido inmovilizado tipico, se inmovilizan sondas o cebadores para cada
diana en un unico soporte sélido. Las hibridaciones se llevan a cabo simultdneamente poniendo en contacto el soporte
soélido con una solucion que contiene el ADN diana. Debido a que todas las hibridaciones se llevan a cabo bajo
condiciones idénticas, las condiciones de hibridacién no pueden optimizarse separadamente para cada sonda o
cebador. La incorporacion de desapareamientos en una sonda o cebador puede utilizarse para ajustar la estabilidad
del duplex en el caso de que el formato de ensayo impida ajustar las condiciones de hibridacion. El efecto de un
desapareamiento introducido particular sobre la estabilidad de un diplex es bien conocido, y la estabilidad del duplex
puede tanto estimarse como determinarse empiricamente de modo rutinario, tal como se ha indicado anteriormente.
Las condiciones de hibridacion adecuadas, que dependen del tamafio y secuencia exactos de la sonda o cebador,
pueden seleccionarse empiricamente siguiendo las recomendaciones proporcionadas en la presente memoria y bien
conocidas de la técnica. La utilizacién de sondas o cebadores oligonucleétidos para detectar diferencias de un solo par
de bases en la secuencia se describe en, por ejemplo, Conner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:278-282, 1983, y en
las patentes US n° 5.468.613 y n° 5.604.099.

El cambio proporcional de estabilidad entre un duplex de hibridacion perfectamente apareado y con un
desapareamiento de una sola base depende de la longitud de los oligonucledétidos hibridados. Los duplex formados
con secuencias de sonda mas cortas se desestabilizan proporcionalmente mas con la presencia de un
desapareamiento. Los oligonucleétidos de longitud comprendida entre aproximadamente 15 y aproximadamente 35
nucleétidos con frecuencia se utilizan para la deteccién especifica de secuencia. Ademas, debido a que los extremos
de un oligonucledétido hibridado experimentan una disociacion y reapareamiento aleatorios continuamente debido a la
energia térmica, un desapareamiento en cualquiera de los extremos desestabiliza el duplex de hibridacién menos que
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un desapareamiento que se produzca internamente. Para discriminar el cambio de un solo par de bases en la
secuencia diana, se selecciona una secuencia de la sonda que se hibride con la secuencia diana de manera que el
sitio polimorfico se encuentre en la region interior de la sonda.

Los criterios anteriormente indicados para seleccionar una secuencia de sonda que se hibrida con un alelo especifico
se aplican a la region hibridante de la sonda, es decir, aquella parte de la sonda que participa en la hibridacién con la
secuencia diana. Puede unirse una sonda a una secuencia adicional de acidos nucleicos, tal como una cola poli-T
utilizada para inmovilizar la sonda, sin alterar significativamente las caracteristicas de hibridacion de la sonda. El
experto en la materia reconocera que, para la utilizacién en los presentes métodos, una sonda unida a una secuencia
adicional de acidos nucleicos que no es complementaria a la secuencia diana y que, de esta manera, no participa en la
hibridacion, es esencialmente equivalente a la sonda no unida.

Los formatos de ensayo adecuados para detectar hibridos formados entre secuencias de sonda y de acidos nucleicos
diana en una muestra son conocidos de la técnica y entre ellos se incluyen los formatos de ensayo de diana
inmovilizada (hibridacién por puntos) y de sonda inmovilizada (hibridacién por puntos inversa o hibridacién en linea).
Los formatos de ensayo de hibridacion por puntos e inversa por puntos se describen en las patentes US n°® 5.310.893,
n® 5.451.512, n® 5.468.613 y n°® 5.604.099.

En un formato de hibridacién por puntos, se inmoviliza sobre un soporte sélido, tal como una membrana de nilén, el
ADN diana amplificado. El complejo de membrana-diana se incuba con sonda marcada bajo condiciones de
hibridacion adecuadas, se elimina la sonda no hibridada mediante lavado bajo condiciones convenientemente
astringentes y se analiza la membrana para la presencia de sonda unida.

En el formato de hibridacion inversa por puntos (o hibridacion en linea), las sondas se inmovilizan sobre un soporte
sélido, tal como una membrana de nilén o una placa de microtitulacién. EI ADN diana se marca, tipicamente durante la
amplificacion mediante incorporacion de cebadores marcados. Puede marcarse uno o ambos cebadores. El complejo
de membrana-sonda se incuba con el ADN diana amplificado y marcado, bajo condiciones de hibridacion adecuadas,
se elimina el ADN diana no hibridado mediante lavado bajo condiciones convenientemente astringentes y se analiza la
membrana para la presencia de ADN diana unido. Se describe un ensayo de deteccién de hibridacion inversa en linea
en el ejemplo.

Una sonda especifica de alelos que sea especifica para una de las variantes polimorficas se utiliza con frecuencia
conjuntamente con la sonda especifica de alelos para la otra variante polimorfica. En algunas realizaciones, las sondas
se inmovilizan sobre un soporte sélido y la secuencia diana en un individuo se analiza utilizando ambas sondas
simultaneamente. Se describen ejemplos de matrices de acidos nucleicos en la patente WO n°® 95/11995. Puede
utilizarse la misma matriz o una matriz diferente para el analisis de los polimorfismos caracterizados. La patente WO n°
95/11995 también describe submatrices que se optimizan para la detecciéon de formas variantes de un polimorfismo
previamente caracterizado. Dicha submatriz puede utilizarse para detectar la presencia de los polimorfismos indicados
en la presente memoria.

b. Cebadores especificos de alelos

Los polimorfismos también se detectan cominmente utilizando la amplificacién especifica de alelos o los métodos de
extension de cebadores. Las reaccion tipicamente implican la utilizacion de cebadores que se disefian para presentar
como diana especifica un polimorfismo a través de un desapareamiento en el extremo 3' de un cebador. La presencia
de un desapareamiento afecta a la capacidad de la polimerasa de extender el cebador en el caso de que la polimerasa
no presente actividad correctora de errores. Por ejemplo, para detectar una secuencia alélica utilizando un método
basado en la amplificacion especifica de alelos o en la extension, se disefia un cebador complementario a un alelo de
un polimorfismo de manera que el nucleétido 3'-terminal se hibrida en la posiciéon polimérfica. La presencia del alelo
particular puede determinarse a partir de la capacidad del cebador de iniciar la extension. En el caso de que el extremo
3'-terminal se encuentre desapareado, se bloquea la extension.

En algunas realizaciones, se utiliza el cebador conjuntamente con un segundo cebador en una reaccion de
amplificacion. El segundo cebador se hibrida en un sitio no relacionado con la posicion polimoérfica. La amplificacion
transcurre desde los dos cebadores, conduciendo a un producto detectable, lo que significa que la forma alélica
particular se encuentra presente. Los métodos basados en la amplificacién especifica de alelos o en la extension se
describen en, por ejemplo, la patente WO n° 93/22456, y en las patentes US n°® 5.137.806, n°® 5.595.890 y n® 5.639.611,
y en la patente US n° 4.851.331.

Mediante la utilizacién del genotipado basado en la amplificacion especifica de alelos, la identificacion de los alelos
sélo requiere la deteccion de la presencia o ausencia de las secuencias diana amplificadas. Los métodos para la
deteccion de las secuencias diana amplificadas son bien conocidos de la técnica. Por ejemplo, los ensayos de
electroforesis en gel y de hibridacion de sondas indicados se utilizan con frecuencia para detectar la presencia de
acidos nucleicos.
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En un método sin sondas alternativo, el acido nucleico amplificado se detecta analizando el incremento de la cantidad
total de ADN de doble cadena en la mezcla de reaccioén, que se describe en, por ejemplo, la patente US n° 5.994.056
y en las publicaciones de patente europea n® 487.218 y n® 512.334. La deteccion de ADN diana de doble cadena se
basa en la fluorescencia incrementada que diversos pigmentos ligantes de ADN, por ejemplo verde SYBR, muestran al
unirse a ADN de doble cadena.

Tal como apreciara el experto en la materia, los métodos de amplificacion especificos de alelos pueden llevars a cabo
en una reaccion que utiliza multiples cebadores especificos de alelos con diana en alelos particulares. Los cebadores
para dichas aplicaciones multiplex generalmente se marcan con marcajes distinguibles o se seleccionan de manera
que los productos de amplificacion producidos a partir de los alelos puedan distinguirse a partir del tamafio. De esta
manera, por ejemplo, ambos alelos en una sola muestra pueden identificarse utilizando una sola amplificacion
mediante analisis en gel del producto de amplificacion.

Tal como en el caso de las sondas especificas de alelos, un cebador oligonucleétido especifico de alelos puede ser
exactamente complementario a uno de los alelos polimorficos en la region hibridante o puede presentar algunos
desapareamientos en posiciones diferentes del extremo 3' del oligonucleétido, encontrandose los desapareamientos
en sitios no polimérficos de ambas secuencias alélicas.

c. Sondas detectables

i) Sondas de ensayo 5'-nucleasa

El genotipado también puede llevarse a cabo utilizando un "TaqMan®" o "ensayo de 5'-nucleasa", tal como se describe
en la patente US n° 5.210.015, n° 5.487.972 y n° 5.804.375, y en Holland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:7276-7280, 1988. En el ensayo TaqMan®, las sondas de deteccion marcadas que se hibridan dentro de la region
amplificada se afiaden durante la reaccién de amplificacién. Las sondas se modifican de manera que eviten que las
sondas actien como cebadores para la sintesis de ADN. La amplificacién se lleva a cabo utilizando una ADN
polimerasa que presenta actividad de exonucleasa 5' a 3'. Durante cada etapa sintética de la amplificacién, cualquier
sonda que se hibride con el acido nucleico diana cadena abajo del cebador que se esta extendiendo resulta degradada
por la actividad de exonucleasa 5' a 3' de la ADN polimerasa. De esta manera, la sintesis de una nueva cadena diana
también resulta en la degradacion de una sonda, y la acumulacién de productos de degradacién proporciona una
medida de la sintesis de secuencias diana.

La sonda de hibridacién puede ser una sonda especifica de alelos que discrimine entre los alelos de SNP.
Alternativamente, el método puede llevarse a cabo utilizando un cebador especificos de alelos y una sonda marcada
que se una al producto amplificado.

Puede utilizarse cualquier método adecuado para detectar productos de degradacién en un ensayo de 5'-nucleasa.
Con frecuencia, la sonda de deteccién se marca con dos pigmentos fluorescentes, uno de los cuales puede inhibir la
fluorescencia del otro pigmento. Los pigmentos se unen a la sonda, habitualmente uno se une al extremo 5'-terminal y
el otro se une a un sitio interno, de manera que la inhibiciéon se produce cuando la sonda se encuentra en un estado no
hibridado y de manera que el corte de la sonda por la actividad de exonucleasa 5' a 3' de la ADN polimerasa se
produce entre los dos pigmentos. La amplificacion resulta en el corte de la sonda entre los pigmentos con una
eliminacion concomitante de la inhibicién y un incremento de la fluorescencia observable del pigmento inicialmente
inhibido. La acumulacion de productos de degradacion se analiza mediante la medicién del incremento de la
fluorescencia de la reaccion. Las patentes US n® 5.491.063 y n°® 5.571.673 describen métodos alternativos para
detectar la degradacion de la sonda que se produce concomitantemente con la amplificacion.

ii) Sondas de estructura secundaria

Las sondas detectabas con un cambio de estructura secundaria también resultan adecuados para la deteccion de un
polimorfismo, incluyendo los SNP. Entre las sondas de estructura secundaria o de tallo-bucle ejemplificadas se
incluyen las balizas moleculares o las sondas/cebadores Scorpion®. Las sondas de baliza molecular son sondas de
acidos oligonucleicos de cadena sencilla que pueden formar una estructura de horquilla en la que un fluoréforo y un
inhibidor habitualmente se sitian en los extremos opuestos del oligonucledtido. En cualquiera de los extremos de la
sonda, secuencias complementarias cortas permiten la formacién de un tallo intramolecular, que permite que el
fluoréforo y el inhibidor se encuentren muy préximos. La porcion de bucle de la baliza molecular es complementaria a
un acido nucleico diana de interés. La union de dicha sonda a su acido nucleico diana de interés forma un hibrido que
fuerza la separacion del tallo. Esto provoca un cambio de conformacion que separa el fluoréforo del inhibidor y
conduce a una sefal fluorescente mas intensa. Sin embargo, las sondas de baliza molecular son altamente sensibles
a pequefias variacinoes de secuencia en la sonda diana (Tyagi S. and Kramer F. R., Nature Biotechnology, Vol. 14,
paginas 303 a 308, 1996; Tyagi et al., Nature Biotechnology, Vol. 16, paginas 49 a 53, 1998; Piatek et al., Nature
Biotechnology, Vol. 16, paginas 359 a 363, 1998; Marras S. et al., Genetic Analysis: Biomolecular Engineering, Vol. 14,
paginas 151 a 156, 1999; Tpp I. et al., BioTechniques, Vol 28, paginas 732 a 738, 2000). Un cebador/sonda S(:orpion®
comprende una sonda de estructura de tallo-bucle unida covalentemente a un cebador.
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d. Secuenciacién de ADN y extensiones de bases individuales

Los SNP también pueden detectarse mediante secuenciacion directa. Entre los métodos se incluyen, por ejemplo, los
métodos basados en la secuenciacion dideoxi y otros métodos, tales como la secuenciacion de Maxam y Gilbert (ver,
por ejemplo, Sambrook y Russell, supra).

Entre otros métodos de deteccion se incluyen PyrosequencingwI de productos de longitud oligonucleétida. Dichos
métodos con frecuencia utilizan técnicas de amplificacion, tales como la PCR. Por ejemplo, en la pirosecuenciacion, se
hibrida un cebador de secuenciacién con un molde de ADN de cadena sencilla amplificacion por PCR, y se incuba con
los enzimas ADN polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa, y los sustratos adenosin-5'-fosfosulfato (APS) y
luciferina. Se afiade a la reaccioén el primero de los cuatro desoxinucledtidos trifosfato (ANTP). La ADN polimerasa
cataliza la incorporaciéon de los desoxinucleétidos trifosfato en la cadena de ADN en el caso de que sea
complementario a la base en la cadena de molde. Cada suceso de incorporacién se ve acompanado de la liberacién de
pirofosfato (PPI) en una cantidad equimolar a la cantidad de nucledtido incorporado. La ATP sulfurilasa convierte
cuantitativamente PPi en ATP en presencia de adenosin-5'-fosfosulfato. Este ATP controla la conversion mediada por
luciferasa de la luciferina en oxiluciferina, que genera luz visible en cantidades que son proporcionales a la cantidad de
ATP. Laluz producida en la reaccion catalizada por luciferasa se detecta mediante una camara de dispositivo de carga
acoplada (CCD) y se observa como un pico en un Pyrogram™. Cada sefial de luz es proporcional al nimero de
nucledtidos incorporados. La apirasa, un enzima degradador de nucleétidos, degrada continuamente los dNTP no
incorporados y el exceso de ATP. Al completarse la degradacion, se afiade otro dNTP.

Otro método similar para caracterizar las SNP no requiere la utilizacion de una PCR completa, sino que tipicamente
utiliza inicamente la extension de un cebador por una Unica molécula de acido dideoxirribonucleico (ddNTP) marcada
con fluorescencia, que es complementaria al nucleétido que se investiga. El nucleétido en el sitio polimérfico puede
identificarse mediante la deteccion de un cebador que ha sido extendido en una base y que se encuentra marcado
fluorescentemente (por ejemplo Kobayashi et al., Mol. Cell. Probes 9:175-182, 1995).

e. Electroforesis

Los productos de amplificacion generados utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa pueden analizarse
mediante la utilizacion de una electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante. Los diferentes alelos pueden
identificarse basandose en las propiedades de fusién dependientes de las diferentes secuencias y en la migracion
electroforética del ADN en solucion (ver, por ejemplo, Erlich, editor, PCR Technology, Principles and Applications for
DNA Amplification, W.H. Freeman and Co., New York, 1992, capitulo 7).

La distincién entre los polimorfismos de los microsatélites puede llevarse a cabo utilizando una electroforesis capilar.
La electroforesis capilar permite convenientemente la identificacion del niUmero de repeticiones en un alelo particular
de un microsatélite. La aplicaciéon de la electroforesis capilar al analisis de los polimorfismos de ADN es bien conocida
por el experto en la materia (ver, por ejemplo, Szantai, et al., J Chromatogr A. 1079(1-2):41-9, 2005; Bjorheim y
Ekstrom, Electrophoresis 26(13):2520-30, 2005, y Mitchelson, Mol. Biotechnol. 24(1):41-68, 2003).

f. Andlisis de polimorfismos a partir de la conformacién de cadenas sencillas

Los alelos de las secuencias diana pueden diferenciarse utilizando el analisis de polimorfismos a partir de la
conformacién de cadenas sencillas, que identifica diferencias de bases a partir de la alteracion de la migracion
electroforética de productos de PCR de cadena sencilla, tal como se describe en, por ejemplo, Orita et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 86:2766-2770, 1989. Pueden generarse productos amplificados por PCR tal como se ha indicado
anteriormente, y calentarse o de otro desnaturalizarse, para formar productos de amplificacion de cadena sencilla. Los
acidos nucleicos de cadena sencilla pueden plegarse nuevamente o formar estructuras secundarias que son
parcialmente dependientes de la secuencia de bases. Las diferentes movilidades electroforéticas de los productos de
amplificacion de cadena sencilla puede relacionarse con las diferencias en las secuencias de bases entre los alelos de
la diana.

Los métodos de deteccion de SNP con frecuencia utilizan oligonucleétidos marcados. Los oligonucleétidos pueden
marcarse mediante la incorporacion de un marcaje detectable, por medios espectroscéicos, fotoquimicos,
bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Entre los marcajes utiles se incluyen los pigmentos fluorescentes, los
marcajes radioactivos, por ejemplo 32P, los reactivos electrodensos, enzimas, tales como la peroxidasa o la fosfatasa
alcalina, la biotina, o haptenos y proteinas para los que se dispone de antisueros o anticuerpos monoclonales. Las
técnicas de marcaje son bien conocidas de la técnica (ver, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, supra;
Sambrook y Russell, supra).

4. Métodos de tratamiento

La dosis de bevacizumab (Avastin®) para los tratamientos de canceres especificos segiin EMEA, son las siguientes.
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Para el carcinoma metastasico de colon o recto (CRCm) las dosis recomendadas son de 5 mg/kg 6 10 mg/kg de peso
corporal administrados una vez cada 2 semanas, 6 7,5 mg/kg 6 15 mg/kg de peso corporal administrados una vez cada
3 semanas; para el cancer mamario metastasico (BCm) las dosis recomendadas son de 10 mg/kg de peso corporal
administrados una vez cada 2 semanas 6 15 mg/kg de peso corporal administrados una vez cada 3 semanas en forma
de una infusion intravenosa, y para el cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC) las dosis recomendadas son
de 7,5 mg/kg 6 15 mg/kg de peso corporal administrados una vez cada 3 semanas en forma de una infusion
intravenosa. El beneficio clinico en los pacientes de NSCLC se ha demostrado con dosis de tanto 7,5 mg/kg como 15
mg/kg. Para mas detalles ver la seccion 5.1 Pharmacodynamic Properties, Non-small cell lung cancer (NSCLC). Para
el cancer de células renales avanzado y/o metastasico (RCCm), la dosis preferentes son de 10 mg/kg de peso corporal
administrados una vez cada 2 semanas en forma de una infusion intravenosa (ademas de la quimioterapia basada en
el platino durante hasta 6 ciclos de tratamiento, seguido de bevacizumab (Avastln ) como agente uUnico hasta la
progresion de la enfermedad). Para el glioblastoma una dosis particular fue de 10 mg/kg cada 2 semanas.

En contexto de la presente invencion, el inhibidor de la angiogénesis puede administrarse adicionalmente o como
coterapia o cotratamiento con uno o mas agentes quimioterapéuticos administrados como parte del régimen de
quimioterapia estandar conocido de la técnica. Entre los ejemplos de agentes incluidos en dichos regimenes de
quimioterapia estandares se incluyen 5-fluorouracilo, leucovorina, irinotecan, gemcitabina, erlotinib, capecitabina,
taxanos, tales como el docetaxel y el paclitaxel, interferén-a, vinorelbina y agentes quimioterapéuticos basados en el
platino, tales como paclitaxel, carboplatino, cisplatino y oxaliplatino. Entre los ejemplos de cotratamientos para el
cancer pancreatico metastasico se incluyen gemcitabina-erlotinib mas bevacizumab a una dosis de 5 6 10 mg/kg de
peso corporal administrados una vez cada dos semanas 6 7,5 mg/kg 6 15 mg/kg de peso corporal administrados una
vez cada tres semanas. Entre los ejemplos de cotratamientos para el cancer de células renales se incluyen el
interferon-a mas bevacizumab a una dosis de 10 mg/kg de peso corporal una vez cada dos semanas. Ademas, un
paciente puede cotratarse con una combinacién de irinotecan, 5-fluorouracilo, leucovorina, también denominada IFL,
tal como, por ejemplo, un bolo de IFL, con una combinacién de oxaliplatino, leucovorina y 5-fluorouracilo, también
denominado régimen de FOLFOX4, o con una combinacion de capecitabina y oxaliplatino, también denominada
XELOX. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en una realizacién adicional de la invencion, el paciente que sufre
de una enfermedad maligna o de una enfermedad que implica la angiogénesis fisioldgica y patoldgica se trata con uno
0 mas agentes quimioterapéuticos, tales como 5-fluorouracilo, leucovorina, irinotecan, gemcitabina-erlotinib,
capecitabina y/o agentes quimioterapéuticos basados en el platino, tales como paclitaxel, carbo é)latlno y oxaliplatino.
Entre los ejemplos de coterapia o cotratamiento se inclugen 5 mg/kg de bevacizumab (Avastin~) cada dos semanas
con un bolo de IFL 6 10 mg/kg de bevacizumab (Avastln ) cada 2 semanas con FOLFOX4 para el cancer colorrectal
metastasico, 15 mg/kg de bevacizumab (Avastin®) cada 3 semanas con carboplatlno/paclitaxel para el cancer
pulmonar de células no pequefias no escamosas y 10 mg/kg de bevacizumab (Avastln ) cada 2 semanas con
paclitaxel para el cancer mamario metastasico. Ademas, el inhibidor de angiogénesis que debe administrarse puede
administrarse como coterapia o como cotratamiento con radioterapia.

5. Kit

La presente exposicion se refiere ademas a una composicion diagnostica o kit que comprende cualesquiera de los
oligonucledtidos indicados y opcionalmente medios adecuados de deteccion.

El kit de la invencion ventajosamente puede utilizarse para llevar a cabo un método de la invencion y podria utilizarse,
inter alia, en una diversidad de aplicaciones, por ejemplo en el campo diagnostico o como una herramienta de
investigacion. Las partes del kit de la exposicion pueden empaquetarse individualmente en viales o en combinacion en
recipientes o unidades multirrecipiente. La fabricacion del kit sigue preferentemente procedimientos estandares que
son conocidos por el experto en la materia. El kit o composiciones diagnoésticas puede utilizarse para la deteccién de
uno o mas alelos variantes segin los métodos de la invencién indicados en la presente memoria, utilizando, por
ejemplo, técnicas de amplificacion tales como las indicadas en la presente memoria.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en una realizacion adicional de la presente exposicidn se proporciona un
kit util para poner en practica los métodos indicados en la presente memoria, que comprenden oligonucledtidos o
polinucleétidos capaces de determinar el genotipo de uno o mas SNP. Los oligonucleétidos o polinucleétidos pueden
comprender cebadores y/o sondas.

La presente invencion se describe en mayor detalle en referencia a las figuras y ejemplos no limitativos siguientes.
Ejemplos

Ejemplo 1:

La determinacién genética puede influir sobre la sensibilidad del endotelio al VEGF. De acuerdo con lo anterior y en el
contexto de la presente invencion, los presentes inventores exploraron la variabilidad en las rutas de sefalizacion

subyacentes con el fin de identificar patrones predictivos para el tratamiento antiangiogénico y del desarrollo de
hipertension bajo este régimen terapéutico. En este analisis, se evalué en 5 ensayos diferentes la correlacion entre la
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variabilidad genética en la ruta de sefalizacion de VEGF-A con el resultado clinico de pacientes con diferentes
canceres primarios avanzados. Los cinco ensayos eran ensayos paralelos y aleatorizados que pretendian investigar la
eficacia y seguridad de BEV (bevacizumab) en sujetos con cancer colorrectal metastasico (NO16966), cancer
pancreatico metastasico (AVITA), cancer pulmonar de células no pequefias no escamosas avanzado o recurrente
(AVAIL), cancer renal metastasico (AVOREN) y cancer mamario metastasico negativo para HER2 (AVADO).

En la totalidad de los cinco ensayos, se incluy6 el muestreo opcional de biomarcadores de ADN para el analisis de los
SNP. En total, se dispuso de ADN de linea germinal de 1.346 pacientes. Los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) comunes situados en los factores 1a y 2a inducibles por hipoxia, VEGF-A, sus receptores (VEGFR-1 y
VEGFR-2) y otros genes relevantes, se seleccionaron basandose en la literatura y utilizando un enfoque de etiquetado
de los SNP (f20,1 y r’<0,8). Se genotiparon con éxito 157 SNP utilizando espectrometria de masas MALDI-TOF. Se
calcularon estimaciones de riesgo y supervivencia utilizando analisis de regresion de Cox.

Se llevaron a cabo dos tipos de analisis.

1. 1. Correlacién de los marcadores genéticos con PFS y OS.
2. 2. Correlaciéon de los marcadores genéticos con hipertension, no clasificada como "no relacionada con el
farmaco de estudio”

El SNP rs699946 (SEC ID n° 1), situado en el promotor de VEGF-A, se encontraba asociado a una PFS mejorada en
sujetos tratados con bev con un HR alélico de 1,26 (IC al 95% 1,07-1,48, p=0,005). No se observo ningun efecto en
los sujetos tratados con placebo, sugiriendo que rs699946 (SEC ID n° 1) podria ser un marcador predictivo de
resultado favorable del tratamiento con bevacizumab. Ademas, el SNP rs11133360 (SEC ID n° 5), situado en el
promotor de VEGFR2, se encontraba asociado a una PFS mejorada en sujetos tratados con bevacizumab con un HR
alélico de 1,15 (IC al 95% 1,02-1,30, p=0,02). En términos de OS, el SNP rs12505758 (SEC ID n° 2) en VEGFR2 era
el mas significativamente asociado a una OS mejorada en pacientes tratados con bev (HR alélico=1,50, IC al 95%
1,21-1,86, p=0,0002). No se observaron efectos para rs12505758 (SEC ID n° 2) en pacientes tratados con placebo.

Diez SNP se encontraban asociados a hipertension inducida por bevacizumab (p<0,05), pero ninguno de ellos
sobrepasoé el umbral para los ensayos multiples (p<0,0003). Los dos SNP que mostraban la asociacion mas fuerte
(p<0,01) fueron: rs2305949 (SEC ID n° 3) en KDR (OR alélico=0,93, IC al 95% 0,88-0,98, p=0,0067) y rs4444903 (SEC
ID n° 4) en EGF (OR alélico=1,06, IC al 95% 1,02-1,11, p=0,0052). Resulta interesante que rs2305949 (SECIDn 3) y
rs4444903 (SEC ID n° 4) se encontraban estrechamente asociados a cambios de aminoacidos en las posiciones 273y
708 de KDR y EGF, sugiriendo que estos cambios podrian afectar funcionalmente a ambos genes y contribuir de esta
manera a la hipertension. Cabe destacar que rs11064560 en WNK1 también se encontraba asociado a hipertension
inducida por bevacizumab (OR alélico=1,06, IC al 95% 1,01-1,10, p=0,02), corroborando de esta manera
observaciones previas en un numero limitado de pacientes [Frey et al., J. Clin. Oncol. 26: (supl. de 20 de mayo,
resumen 11003), 2008].

PACIENTES Y METODOS

Muestras

Los protocolos de la totalidad de los 5 ensayos fueron aprobadas por un comité de revision institucional en cada sitio y
pusieron en practica de acuerdo con la Declaracion de Helsinki, buenas practicas clinicas vigentes de la US Food and
Drug Administration y los requisitos éticos y legales exigidos localmente. En total se genotiparon 1.346 sujetos. De
entre estos sujetos, 1.225 eran de raza blanca y 121 no eran de raza blanca. Debido a que los pacientes no de raza
blanca son genéticamente diferentes de los pacientes de raza blanca y las frecuencias de SNP podrian ser diferentes
entre ambos grupos étnicos, los pacientes no de raza blanca fueron omitidos de los analisis posteriores. Todos los
pacientes proporcionaron su consentimiento informado para los ensayos de biomarcadores genéticos.

Evaluaciones

Los pacientes se evaluaron segun el protocolo de estudio descrito en las referencias siguientes:

e AVITA: Van Cutsem et al., J. Clinc. Oncol. 27, 2231-7 (2009)

e AVAIL: Reck M, von Pawel J, Zatloukal P, et al. Phase Ill trial of cisplatin plus gemcitabine with either placebo
or bevacizumab as first-line therapy for nonsquamous non-small-cell lung cancer: AVAIL. J Clin Oncol
2009;27(8):1227-34

e AVOREN: Escudier B, Pluzanska A, Koralewski P, Ravaud A, Bracarda S, Szczylik C, et al. Bevacizumab plus
interferon alfa-2a for treatment of metastatic renal cell carcinoma: a randomised, double-blind phase llI trial.
Lancet. 2007;370(9605):2103-2111

e AVADO: Miles DW, et al., J Clin Oncol 2010a;28(20):3239-47
e NO16966: Saltz LB, Clarke S, Diaz-Rubio E, et al. Bevacizumab in combination with oxaliplatin-based
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chemotherapy as first-line therapy in metastatic colorectal cancer: a randomized phase Il study. J Clin Oncol
2008;26(12):2013-2019

Seleccién de polimorfismos de un solo nucledtido

Se consideraron dos paneles de marcadores para el analisis: el panel de Roche y el panel de Leuven. El panel de
Roche consiste de 35 polimorfismos genéticos seleccionados mediante revision de la literatura para su relevancia
potencial al tratamiento con BEV. El panel esta formado de SNP y polimorfismos de repeticién localizados en los genes
siguientes: VEGFA, NOS3, FLT1 (VEGFR1), KDR (VEGFR2), WNK1, IL8, IL8R y IFNAR2. El panel de Leuven
consiste de 186 SNP-etiqueta de la cascada de sefializaciéon de VEGF o de genes candidatos para efectos
secundarios conocidos, hipertension o trombosis, e incluye los genes siguientes: el ligando de VEGF, los homdlogos
de VEGF (factor de crecimiento placentario o PIGF, VEGF-B y VEGF-C, asi como VEGF-D o FIGF), el receptor 2 de
VEGF (KDR o VEGFR-2) y el receptor 1 de VEGF (FLT1 o VEGFR-1). Las secuencias genomicas situadas 5 kb
cadena arriba del sitio de inicio de traduccion hasta el sitio poliA de poli-adenilaciéon 3' de cada gen, se utilizaron para
seleccionar los SNP de la base de datos HapMap (HapMap compilacién de datos 24/fase 1l Nov08, en un ensamblaje
B36 del NCBI, dbSNP b126). Se seleccionaron los SNP-etiqueta utilizando el Tagger (Pe'er I. et al., Nat. Genet.
38:663-7, 2006) proporcionado en el paquete informatico HAPLOVIEW (Barrett J.C. et al., Bioinformatics 21, 263-5
(2005)). Solo se consideraron los SNP comunes, es decir, con una frecuencia alélica menor 20,1 y un umbral de r®
minimo =0,8. En total se seleccionaron 167 SNP-etiqueta siguiendo dichos criterios. Ademas, se seleccionaron 11
SNP situados en secuencias exdnicas y que inducian cambios de aminoacidos no sinénimos a una frecuencia f=0,1 de
la base de datos dbSNP, asi como 4 SNP en VEGF (rs699947, rs833061, rs2010963 y rs3025039), 1 SNP en
VEGFR-1 (rsTP53_R-1) y 1 SNP en VEGFR-2 (rs2071559), que se ha informado previamente que afectan a la funcion
o expresion de dichos genes.

Existe cierto solapamiento entre marcadores en los dos paneles, y el tamafio de los paneles se ha incrementado
ligeramente a lo largo de los seis ensayos, de manera que se dispone de menos marcadores para ensayos anteriores.
El metaanalisis actual se restringe alos marcadores para los que se ha realizado el genotipado en por lo menos dos de
los ensayo en el estudio.

Se definieron cuatro juegos de marcadores, del modo siguiente:

e ‘Todos los marcadores’ consiste de todos los marcadores analizados para los que se ha obtenido por lo
menos un genotipo.

e ‘Marcadores de Roche’ consiste de los marcadores del panel de Roche, que habian pasado las
comprobaciones de calidad (ver posteriormente) y presentan una frecuencia superior al 1% en sujetos
blancos.

e ‘Marcadores de eficacia de Leuven’ consiste de aquellos marcadores del panel de Leuven que se encuentran
en loci implicados en la ruta de VEGF, que han pasado las comprobaciones de calidad (ver posteriormente) y
que presentan una frecuencia superior a 1% en sujetos blancos.

e ‘Marcadores de seguridad de Leuven' consiste de aquellos marcadores del panel de Leuven que se
encuentran en genes candidatos para la implicacién en hipertension o trombosis, que han pasado las
comprobaciones de calidad (ver posteriormente) y que presentan una frecuencia superior a 1% en sujetos
blancos.

Genotipado

Se muestred sangre periférica en tubos Vacutainer de plastico con K2EDTA. Tras la centrifugacion, se extrajo el ADN
de la linea germinal de la fraccion celular de leucocitos precipitada, siguiendo procedimientos estandares.

Para los SNP del panel de Roche, el genotipado se llevd a cabo con enmascaramiento en los Roche Translational
Research Sciences Genetics laboratories (Basel, Suiza) utilizando la amplificacion PCR especifica para alelos, la
secuenciacion de Sanger y las plataformas de analisis de fragmentos (AVAIL, AVITA, AVOREN, AVADO, NO16966).

Para los SNP del panel de Leuven, el genotipado se llevd a cabo con enmascaramiento en el Vesalius Research
Center (Leuven, Bélgica) utilizando la plataforma Sequenom iPLEX (Sequenom Inc., San Diego, CA, USA). Cualquier
SNP que no proporcionase un genotipo robusto en la primera ronda de genotipado se redisefi¢ utilizando un juego
diferente de cebadores de reaccion en cadena de la polimerasa y se sometid nuevamente a ensayo. Globalmente, 157
(85,3%) fueron genotipados con éxito, con una tasa de éxito global de 98,5%. Los 27 SNP que no pudieron genotiparse
con el segundo disefio se excluyeron del estudio.

Se disefaron los cebadores de amplificacion siguientes para los SNP rs699946 (SEC ID n° 1), rs12505758 (SEC ID n°
2), rs2305949 (SEC ID n° 3), rs4444903 (SEC ID n° 4) y rs11133360 (SEC ID n°® 5). Para rs699946 (SEC ID n° 1), se
utilizaron ACGTTGGATGCTACCACTAGTGTTGGCTTG (SEC ID n° 6) y
ACGTTGGATGTGAGCTCCACACTGCCTTC (SEC ID n° 7). Para SNP rs12505758 (SEC ID n° 2), se utilizaron
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ACGTTGGATGCTTTACTCTGCCAAATCTATG (SEQ ID n°8) y ACGTTGGATGGCTAATAAGCTTATACATTTG (SEQ
ID n°9). Para rs2305949 (SEC ID n° 3), se utilizaron ACGTTGGATGATCCTATACCCTAGAGCAAG (SECIDn°10)y
ACGTTGGATGATCTGTGCAAAGTTATAGGC (SEC ID n° 11). Para rs4444903 (SEC ID n° 4), se utilizaron
ACGTTGGATGTCTTCTTTCAGCCCCAATCC (SEC ID n° 12) y ACGTTGGATGAAGAAAGGAAGAACTGATGG (SEC
ID n° 13). Para rs11133360 (SEC ID n° 5), se utilizaron ACGTTGGATGTTTCACATTGCTATGCCCAA (SEC ID n°® 14)
y ACGTTGGATGCTCTTTCTTCACTTTGACTG (SEC ID n° 15).

Se disefaron los cebadores de amplificacion no extendidos (sondas) siguientes para los SNP rs699946 (SEC ID n° 1),
rs12505758 (SEC ID n° 2), rs2305949 (SEC ID n° 3), rs4444903 (SEC ID n° 4) y rs11133360 (SEC ID n° 5). Para
rs699946 (SEC ID n° 1), se utilizd6 ATTAGTCAATTCTCTGACAGAGACA (SEC ID n° 16). Para rs12505758 (SEC ID n°
2), se utilizo TTACTCTGCCAAATCTATGATGCCA (SEC ID n°® 17). Para rs2305949 (SEC ID n° 3), se utilizé
CTAGAGCAAGTAAATTGAAAAAA (SEC ID n° 18). Para rs4444903 (SEC ID n° 4), se utilizd
GCATCTCCAATCCAAGGGTTGT (SEC ID n° 19). For rs11133360 (SEC ID n° 5), se utilizd
CACATTGCTATGCCCAACACATC (SEC ID n°. 20).

Comprobacion de la calidad

Se comprobd la calidad de los datos del modo siguiente:

Se comprobd la uniformidad de la cadena de ensayo

Se resumieron los niveles de datos faltantes

Se excluyeron los marcadores con frecuencia alélica menor (MAP<1%)

Se excluyeron los marcadores que no cumplian un ensayo de homogeneidad de las frecuencias alélicas
Se llevaron a cabo pruebas del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para ayudar a la interpretacion

Tras la comprobacion de calidad, 25 marcadores de Roche, 133 marcadores de eficacia de Leuven y 22 marcadores
de seguridad de Leuven se sometieron a analisis de asociacion de los datos agrupados.

Analisis estadistico

Se utilizé un analisis agrupado de datos de pacientes individuales, estratificados segun estudio, para todos los
marcadores con frecuencia homogénea. Los marcadores de eficacia candidatos se sometieron a ensayo para la
asociacion a PFS y OS utilizando la regresion de Cox de riesgos proporcionales. Los marcadores de seguridad
candidatos se sometieron a ensayo para la asociacion a hipertension utilizando la regresion logistica. El analisis
primario incluia sujetos blancos tratados con BEV por ITT (para las variables de eficacia) y de SP (hipertension), segun
el caso. Se realizaron ajustes en todas las pruebas de asociacion para las covariables siguientes: Region, estudio y
dosis y régimen de quimioterapia de fondo. También se ajustdé un subconjunto de las variables siguientes,
seleccionadas segun variable de valoracion mediante regresion paso a paso hacia atras: Estado funcional de ECOG (0
vs. 1), género (varén vs. mujer), edad, LDH, nivel de fosfatasa alcalina (dentro del intervalo normal vs. superior al
intervalo normal), albumina sérica (<2,9 g/dl vs. >=2,9 g/dl) y nimero de linea base de sitios metastasicos (>2 vs. <=2).
Con el fin de investigar si cualesquiera asociaciones detectadas reflejaban efectos temporales y no de tratamiento,
también se llevaron a cabo pruebas de asociacion en sujetos blancos tratados con placebo. Con el fin de caracterizar
adicionalmente cualesquiera asociaciones detectadas, se llevo a cabo en sujetos blancos un andlisis de la interaccion
Genotipo x Tratamiento.

Datos

26 marcadores de Roche, 136 marcadores de eficacia de Leuven y 22 marcadores de seguridad de Leuven pasaron
las comprobaciones de calidad y se sometieron a analisis de homogeneidad. La Tabla 1 muestra el numero de sujetos
que se incorporaran en el metaanalisis. Se indica que 3 sujetos en la poblacion de ITT no se encontraban en la de SP
y 3 sujetos presentaban valores faltantes para la dosis semanal aleatorizada (RNDWD).

Tabla 1: conjuntos y tamafos de sujetos para el analisis

Poblacion de analisis Recuento
PGx-ITT-Todos brazos-Todas las etnicidades 1346
PGx-ITT-Todos brazos-Blancos 1225
PGx-ITT-BEV-Todas las etnicidades 668
PGx-ITT-BEV-Blancos 629
PGx-ITT-P80-Blancos 593
PGx-SP-Todos brazos-Blancos 1223
PGx-SP-BEV-Todas las etnicidades 667
PGx-SP-BEV-Blancos 628
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Caracteristicas clinicas de la poblaciéon de pacientes genéticos

En la Tabla 2 se tabulan las caracteristicas demograficas y de variables segun ensayo clinico y globalmente para los
sujetos en PGx-ITT-BEV-Todas las etnicidades. Las distribuciones de las variables se ilustran graficamente en la

figura 1-4.

Tabla 2: resumen de los datos demograficos y de variables

AVAIL AVOREN AVITA AVADO Todos

BO17704 BO17705 BO17706 BO17708 NO16966
Tipo de NSCLC Renal Pancreatico Mama Colorrectal
cancer
N 119 108 161 350 610 1348
BEV 83 59 79 238 210 669
PBO 36 49 81 110 400 676
Hombre 0,71 0,72 0,64 0 0,61 0,47
Edad (afios 57,39 (9,85) 59,7 (10,57) 61,7 (9,59) 54,73 (10,84) | 59,56 (11,46) 58,38
(SD) (11,13)
Blanco 0,92 0,99 0,95 0,96 0,85 0,91
OS (Mediana) 424 1011 213 873,5 636 614
Cens. (OS) 0,36 0,47 0,09 0,37 0,19 0,26
PFS 197 413 150 256 267,5 250
(Mediana)
Cens. (PFS) 0,03 0,11 0,04 0,07 0,04 0,05
BOR (PR/CR) 0,42 0,37 0,14 0,49 0,51 0,44
Hipertension 0,21 0,2 0,14 0,15 0,08 0,13

Se disponia de datos clinicos para 1.348 sujetos de 5 ensayos, con un nimero aproximadamente igual en el grupo de
tratamiento y de placebo. En contraste con los demas ensayos, no participaron varones en BO17708 (AVADO), que
era un ensayo sobre el cancer mamario avanzado. Las distribuciones de edad y las proporciones de blancos eran
generalmente homogéneas, excepto por una proporcion ligeramente inferior de sujetos blancos en el ensayo de
mayores dimensiones, NO16966. Las medianas de longitud de OS y PFS variaban ampliamente, al igual que las
tasas de censura. Tal como se esperaba, la censura para OS fue mucho mayor que para PFS, y en términos
estadisticos, el efecto era de reducir la potencia para detectar la asociacién a OS en comparacién con a la PFS. Las
tasas de BOR fueron de 49% en los sujetos tratados con BEV y de 46% en los sujetos tratados con PBO. Las tasas de
hipertension fueron de 18% en los sujetos tratados con BEV y de 7% en los sujetos tratados con PBO.

Para la PFS se produjeron 592 sucesos, y para la OS, se produjeron 438 sucesos, de 629 sujetos blancos tratados con
BEV en el grupo PGx-ITT. Para la hipertension se produjeron 113 sucesos de un total de 628 sujetos blancos tratados
con BEV en el grupo PGx-SP. La Tabla 3 muestra el nimero de sujetos blancos que se incorporaran en el
metaanalisis.

Tabla 3: recuentos de sujetos para el metaanalisis farmacocinético de sujetos blancos
Poblaciéon Tratamiento Recuento
ITT BEV 629
ITT PBO 593
PS BEV 628
PS PBO 592
ITT: poblacion por intencién de tratar PS: poblaciéon de seguridad

Resultados Eficacia

Supervivencia libre de progresion

Analisis en el subgrupo de pacientes tratados con bevacizumab

La asociacion mas fuerte de VEGF-A con la PFS fue para rs699946 (SEC ID n° 1) (p=0,005). Aunque el resultado no
era significativo tras el ajuste para ensayos mdltiples, proporcioné una sefial consistente cadena arriba con el
marcador rs699947, segun Schneider et al., J. Clin. Oncol. 26:4672, 2008. En la figura 5 se proporciona un diagrama
de dispersion de la asociacion a lo largo del gen completo.

Marcador

Chr

BP

MAF

N

HR

IC al 95%

Valor de p

Gen

rs699946

Chr6

43732669

0,18

542

1,26

(1,07,1,48)

0,0047

VEGFA
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Respecto a los portadores de AA, la HR para los portadores de rs699946 (SEC ID n°® 1) AG era de 1,26 (IC al 95%
1,07-1,48, p=0,005). Esto significa que cada alelo G adicional se encontraba asociado a un incremento de 27% del
riesgo de progresion o muerte. No se observo ningun efecto en los sujetos tratados con placebo, sugiriendo que
rs699946 (SEC ID n° 1) podria ser un marcador predictivo de resultado favorable del tratamiento con bevacizumab.

Tal como se muestra en la figura 6, se observaron efectos consistentes para rs699946 (SEC ID n° 1) en todos los
estudios excepto en AVOREN/BO17705 (cancer renal), el estudio mas pequefio bajo consideracion.

Ademas, el rs11133360 (SEC ID n° 5) se encontraba débilmente asociado (p=0,02) a la PFS (figura 13).

Marcador Chr BP MAF N HR IC al 95% | Valor de p Gen
rs11133360 Chr4 55982752 0,45 579 1,15 (1,02,1,30) 0,02 KDR

Respecto a los portadores de TT, la HR para los portadores de rs11133360 (SEC ID n° 5) CT era de 1,15 (IC al 95%
1,02-1,30, p=0,02). Esto significa que cada alelo C adicional se encontraba asociado a un incremento de 15% del
riesgo de progresion o muerte.

Analisis de supervivencia global

Analisis en el subgrupo de pacientes tratados con bevacizumab

En el andlisis de asociaciones para la OS, 6/133 marcadores presentaba p<0,05 en los sujetos blancos tratados. Uno
de ellos, rs12505758 (SEC ID n° 2) era significativo tras el ajuste de Bonferroni para 158 ensayos. El marcador es un
SNP intrénico en KDR (receptor con dominio insertado de quinasa, VEGFR2, FLK1) y se encuentra en LD (r?=0,31)
con otro SNP intrénico, rs1531289 en el gen (fuente: HapMap compilacion 22; el marcador no se encuentra
disponible en HapMap v3 compilacion 2). El marcador no se encuentra asociado en sujetos blancos tratados con
placebo, por lo tanto puede decirse que presenta cualidades predictivas, pero no pronésticas. Una inspeccion del
grafico Forest (figura 7) muestra que el efecto se encuentra controlado principalmente por NO16966 (cancer
colorrectal) y BO17705 (AVOREN, cancer renal). El efecto es débil o nulo en los otros tres estudios.

Marcador Chr BP MAF N HR IC al 95% | Valorde p Gen
rs12505758 Chr4 55966898 0,12 581 1,50 (1,21, 2,00E-04 KDR
1,86)

Respecto a los portadores de TT, la HR para los portadores de rs12505758 (SEC ID n°® 2) TC era de HR alélica=1,50
(IC al 95% 1,21-1,86, p=0,0002). Esto significa que cada alelo C adicional se encontraba asociado a un incremento de
50% del riesgo de muerte. No se observaron efectos para rs12505758 (SEC ID n° 2) en pacientes tratados con
placebo.

Los graficos de Kaplan-Meier muestran una proporcion de riesgos estimada creciente a medida que crece el numero
de copias del alelo menor (figura 8).

Informacién adicional sobre los SNP

Debido a que el SNP rs699946 (SEC ID n°® 1) se encuentra localizado en el promotor de VEGF, los presentes
inventores examinaron su efecto sobre la expresion de VEGF-A en las muestras de plasma humano. Los presentes
inventores encontraron que los portadores de GG presentaban una mediana de expresién de VEGF incrementada en
27% en comparacion con los portadores de AG y AA (tipo salvaje). El alelo menor de rs699946 (SEC ID n° 1) se
encontraba ligado al alelo menor de rs699947 (D'=0,98, r2=0,23), que es otro SNP de promotor de VEGF que
previamente se ha demostrado que se asocia a la respuesta a la terapia con bevacizumab [Schneider et al., J. Clin.
Oncol. 26:4672, 2008]. Ademas, rs699946 (SEC ID n° 1) también se encuentra ligado a rs833058 (-6589 C>T), que
emergio como el segundo resultado en VEGF para la PFS en el metaanalisis (D'=0,95, r’=0,35).

Conclusion de la investigacion adicional: Los presentes inventores demostraron que el alelo G de rs699946 (SEC ID n°
1) en el promotor de VEGF-A se asocia a una expresion plasmatica incrementada de VEGF-A y que rs699946 (SEC ID
n° 1) se encuentra ligado a rs699947, otro SNP de promotor de VEGF-A que previamente se ha demostrado que se
encuentra asociado a la respuesta al bevacizumab (Schneider et al.).

El rs11133360 (SEC ID n° 5) en VEGFR-2 es un SNP intrénico situado entre los exones que codifica los dominios
extracelulares de la proteina VEGFR-2. Los presentes inventores encontraron que las HUVEC homocigoticas para el
alelo C menor presentaban una proliferacién incrementada al estimularlas con VEGF en comparacién con los
portadores de CT y TT. Resulta importante que rs11133360 también se encuentra fuertemente ligado a rs2305948
(D'=1), un SNP no sinénimo que induce la sustitucion Val297lle y que se ha informado que afecta a la unién de VEGF
a VEGFR-2.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 589455 T3

Resultados - hipertensiéon

Los dos SNP que mostraban la asociacion mas fuerte (p<0,01) fueron: rs2305949 (SEC ID n° 3) en KDR (OR
alélica=0,93, IC al 95% 0,88-0,98, p=0,0067) y rs4444903 (SEC ID n° 4) en EGF (OR alélica=1,06, IC al 95%
1,02-1,11, p=0,0052); ver la Tabla 4, pero ninguno de ellos sobrepasoé el umbral para los ensayos multiples (p<0,0003).
Resulta interesante que rs2305949 (SEC ID n 3) y rs4444903 (SEC ID n° 4) se encontraban estrechamente asociados
a cambios de aminoacidos en las posiciones 273 y 708 de KDR y EGF, sugiriendo que estos cambios podrian afectar
funcionalmente a ambos genes y contribuir de esta manera a la hipertension.

Tabla 4: resultados de asociaciones para marcadores SNP de hipertension

Marcador Chr BP MAF N OR IC al 95% | Valordep | Gen
rs2305949 4 55980456 0,22 578 0,93 (0,88,0,98) 0,0067 KDR
rs4444903 4 111053559 0,43 609 1,06 (1,02,1,11) 0,005 EGF
Chr = cromosoma; MAF: frecuencia alelo menor; OD = proporcién de probabilidades ("Odds ratio")

rs2305949 (SEC ID n° 3) (KDR)

Tal como se muestra en la figura 9, se observé una frecuencia mas elevada de hipertension para el portador de CC. La
figura 10 muestra que tres estudios (NO16966, AVAIL/BO17704 y AVOREN/BO17705), controlan la asociacion. El
grafico Forest para los sujetos blancos tratados con placebo (no mostrado) muestra que el efecto medio en los
estudios se produce débilmente en la direccién opuesta, de manera que se puede concluir que el marcador presenta
caracteristicas predictivas.

rs4444903 (SEC ID n° 4) (EGF)

Tal como se muestra en la figura 11, se observo una frecuencia mas alta de hipertension en el portador de GA, con una
frecuencia minima para los portadores de AA, mientras que la frecuencia del portador de GG era intermedia. Para el
marcador rs4444903 (SEC ID n° 4) en EGF, el examen del grafico Forest (figura 12) mostraba una consistencia
razonable entre estudios, observando el efecto mas débil en BO17708/AVADO (cancer de mama). El grafico Forest
para sujetos en el brazo de placebo (no mostrado) muestra que el marcador presenta caracteristicas predictivas y no
prondsticas.
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<212> ADN
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REIVINDICACIONES

1. Método para determinar la susceptibilidad de un paciente al desarrollo de hipertensién asociada a una terapia
que comprende un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une
esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, comprendiendo dicho método:

(a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer el genotipo en el polimorfismo
rs4444903 (SEC IDn°4), e

(b) identificar un paciente como mas o menos susceptible al desarrollo de hipertension asociada a una
terapia con un inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o con un anticuerpo que se une
esencialmente al mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, basandose en dicho genotipo, en el que la
presencia del genotipo AA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es mas
susceptible a desarrollar hipertensién que un paciente que presenta un genotipo de GG o AA en el
polimorfismo rs4444903 (SEC ID n°® 4) o en el que la presencia de genotipo GG o AA en el polimorfismo
rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es menos susceptible a desarrollar hipertension que un
paciente que presenta un genotipo de GA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4).

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que la terapia comprende ademas un agente quimioterapéutico o un
régimen de quimioterapia.

3. Método segun la reivindicacion 2, en el que el agente quimioterapéutico o régimen de quimioterapia
comprende uno o mas agentes seleccionados de entre el grupo que consiste de taxanos, interferon-a, 5-fluorouracilo,
leucovorina, irinotecan, gemcitabina-erlotinib y agentes quimioterapéuticos basados en el platino.

4, Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el cancer es cancer pancreatico, cancer de
células renales, cancer colorrectal, cancer de mama o cancer de pulmén.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra es una muestra de sangre.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 5, en el que el genotipo se determina mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF.

7. Composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de la angiogénesis segun las reivindicaciones 1 a 6
para la utilizacion en el tratamiento de un paciente que lo necesita, en el que dicho paciente se ha determinado de
acuerdo con el método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que es menos susceptible al desarrollo de
hipertensién asociada a una terapia que comprende el inhibidor de la angiogénesis.

8. Inhibidor de angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al mismo
epitopo en VEGF que el bevacizumab para la utilizacién en la reduccion del riesgo de desarrollar hipertension
asociada a la terapia que comprende un inhibidor de angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que
se une esencialmente al mismo epitopo en VEGF que el bevacizumab, comprendiendo dicho método:

(a) determinar en una muestra derivada de un paciente que sufre de cancer el genotipo en el polimorfismo
rs4444903 (SEC IDn°4), e

(b) identificar un paciente como menos susceptible a desarrollar hipertension asociada a una terapia con un
inhibidor de la angiogénesis que comprende bevacizumab o un anticuerpo que se une esencialmente al
mismo epitopo de VEGF que el bevacizumab, en el que la presencia del genotipo GG o AA en el
polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) indica que dicho paciente es menos susceptible a desarrollar
hipertension que un paciente que presenta un genotipo de GA en el polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4),
en el que dicho inhibidor de angiogénesis se administra en un paciente con el genotipo GG o AA en el
polimorfismo rs4444903 (SEC ID n° 4) identificado como menos susceptible a desarrollar hipertension
segun (b).

9. Inhibidor de angiogénesis para la utilizacion segun la reivindicacion 8, en el que la terapia comprende ademas
un agente quimioterapéutico o un régimen de quimioterapia.

10. Inhibidor de angiogénesis para la utilizacién segun la reivindicacion 9, en el que el agente quimioterapéutico o
régimen de quimioterapia comprende uno o mas agentes seleccionados de entre el grupo que consiste de taxanos,
interferon-a, 5-fluorouracilo, leucovorina, irinotecan, gemcitabina-erlotinib y agentes quimioterapéuticos basados en el
platino.

11. Inhibidor de angiogénesis para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que el
cancer es cancer pancreatico, cancer de células renales, cancer colorrectal, cancer de mama o cancer de pulmon.
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12. Inhibidor de angiogénesis para la utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que la
muestra es una muestra de sangre.

13. Inhibidor de angiogénesis para la utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que el
genotipo se determina mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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