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DESCRIPCION
Métodos para detectar la inactivacion de la ruta de recombinacion homoéloga (BRCA1/2) en tumores humanos
Sector de la técnica

La invencién se refiere a métodos para detectar una predisposicion a desarrollar cancer y métodos para tratar el
cancer.

Estado de la técnica

El cancer es una clase de enfermedades en las que un grupo de células presentan los rasgos de crecimiento
descontrolado (crecimiento y division mas alla de los limites normales), invasion (intrusion en y destruccién de
tejidos adyacentes), y en ocasiones metastasis (propagacién a otras localizaciones en el cuerpo mediante la linfa o
la sangre). Los canceres pueden clasificarse segun el érgano, tejido y tipo celular del que se originan las células
cancerosas: pulmon, colon, higado, piel, etc.

El cancer representa una de las causas principales de muerte en el mundo. El tratamiento exitoso se basa en el
diagnostico de la enfermedad en estadios muy tempranos y en la eleccién de terapias adaptadas. Se ha identificado
una pluralidad de factores de riesgos (relacionados con el estilo de vida, genéticos, etc.) para ciertos tipos de
canceres.

El cancer de mama (neoplasia de mama maligna) es un tipo de cancer que se origina de tejido de mama, mas
habitualmente del revestimiento interno de los conductos lacteos o los I6bulos que aportan leche a los conductos.
Los canceres que se cree que se originan de los conductos se conocen como carcinomas ductales; los que se cree
que se originan de los l6bulos se conocen como carcinomas lobulares.

Los carcinomas de mama de tipo basal (BLC) se describen en general como carcinomas ductales de alto grado, que
tienen el denominado fenotipo triple negativo (TNBC) (ausencia de receptor de estrogenos [RE], receptor de
progesterona [RP] y sobreexpresion de HER2/ERBB2) y caracterizados por los marcadores expresados por las
células basales/mioepiteliales normales de la glandula mamaria (tales como citoqueratinas 5/6, 14, 17 y EGFR (para
revision,?2)).

El gen de susceptibilidad a cancer de mama BRCA1 tiene una conexion particular con el fenotipo de tipo basal: en
primer lugar, los BLC representan la mayoria de carcinomas de mama que se desarrollan en portadores de mutacion
de BRCA1, mientras que son menos del 20 % en un contexto esporadico®, en segundo lugar, el alto nivel de
inestabilidad genémica observado en BLC*® esta en linea con la implicacién de BRCA1 en sefializacion de rotura de
doble cadena (DSB) y reparacion por recombinacién homéloga (RH) (para revision,”®). Sin embargo, ya que la
deficiencia en RH (denominada BRCAdad) se ha propuesto como un elemento general de BLC?, se ha descubierto
que distintivos tales como inactivaciéon de BRCAA1, alto nivel de inestabilidad gendmica y respuesta potencialmente
terapéutica al tratamiento que aprovechan la deficiencia en RH, son relevantes para solamente la mitad de BLC (o
TNBC).10'15

Considerando su importancia en el diagndstico y estratificacion terapéutica, numerosos estudiosos han intentado
definir marcadores afines clinicamente relevantes de BRCAdad (para revision,'®). Se buscaron principalmente
marcadores gendmicos de BRCAdad comparando perfiles de matriz-CGH de BRCA1 mutado frente a tumores de
mama hereditarios o esporadicos no seleccionados.'’-2" Estudios que comparaban BLC con o sin inactivacion de
BRCA1 no encontraron ninguna diferencia’"?223 o identificaron ganancia de 3q como asociada con inactivacion de
BRCA1'2, El clasificador de matriz-CGH entrenado con tumores con BRCA7 mutado dentro del grupo no
seleccionado de tumores? mostré aproximadamente 80 % de sensibilidad en los subgrupos de TNBC en dos
estudios independientes.2526

Por lo tanto, existe una necesidad no satisfecha en la técnica de métodos para marcadores genémicas que predigan
la inactivacion de BRCA1 real dentro del grupo de carcinomas de mama de tipo basal y otros canceres.

Recientemente, Birkbak et al. han descrito un método para predecir la reparacion de ADN defectuosa y respuesta a
agentes perjudiciales para el ADN®, Este método, denominado desequilibrio alélico telomérico (DAT) se basa en el
numero de desequilibrios alélicos que se extienden al extremo telomérico del cromosoma. El principal problema de
este enfoque es que tiene en cuenta solamente roturas cromosémicas que conducen a desequilibrio alélico
telomérico. Por lo tanto, muchas roturas cromosémicas no contribuiran a la puntuacién, alterando su robustez. Otra
salvedad es que el desequilibrio alélico o la pérdida de heterocigosidad de cromosomas evita la detecciéon de
desequilibrio alélico telomérico.

Otra tecnologia reciente, publicada como el documento US2012/0015050 (Abkevich), se centra en la pérdida de
heterocigosidad como un posible marcador predictivo de defectos de reparacién homologos en cancer ovarico
epitelial. Estos autores proponen calcular la puntuacion de Deficiencia de Recombinacion Homadloga (o “puntuacion
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de DRH”), que tiene en cuenta el numero de regiones en las que hay una pérdida de heterocigosidad (es decir,
solamente esta presente uno de los alelos). Esta puntuacion no tiene en cuenta los puntos de rotura cromosémicos
o reordenaciones que dan como resultado desequilibrio alélico.

Objeto de la invencidn

Los inventores han descubierto que las roturas de cromosomas a gran escala son fuertemente predictivas de
deficiencia de Recombinaciéon Homadloga (RH), sea cual sea el mecanismo de inactivacion.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencién se refiere a un método para predecir deficiencia en la ruta de recombinacion
homologa (RH) de ADN en un paciente que padece cancer, que comprende la etapa de cuantificar el numero de
reordenaciones en el ADN gendmico de una muestra tumoral obtenida de dicho paciente, en el que el nimero de
reordenaciones corresponde al numero, por genoma, de puntos de rotura que dan como resultado segmentos de al
menos 3 megabases, preferentemente al menos 4 megabases, aun mas preferentemente al menos 5, 6, 7, 8 9, 10,
1112, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 megabases.

La invencién también se refiere a un método para predecir la eficacia de un tratamiento en un paciente que padece
cancer, en el que dicho tratamiento comprende un inhibidor de PARP y/o un agente alquilante, y en el que dicho
método comprende la etapa que consiste en predecir la deficiencia en la ruta de RH como se ha descrito
anteriormente.

La invencion también se refiere a un inhibidor de PARP y/o un agente alquilante para su uso en un método para
tratar cancer en un paciente en el que dicho cancer esta ligado a deficiencia en la ruta de RH.

La invencién también se refiere a un método para tratar cancer en un paciente, que comprende administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de PARP y/o un agente alquilante, en el que dicho paciente se ha
clasificado como poseedor de una deficiencia en la ruta de RH como se ha descrito anteriormente.

Descripcion detallada de la invenciéon

Métodos para predecir la deficiencia en la ruta de recombinacién homéloga de ADN

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para predecir la deficiencia en la ruta de recombinacion
homodloga (RH) de ADN en un paciente que padece cancer, que comprende la etapa de cuantificar el niumero de
reordenaciones en el ADN gendmico de una muestra tumoral obtenida de dicho paciente, en el que el numero de
reordenaciones corresponde al numero, por genoma, de puntos de rotura que dan como resultado segmentos de al
menos 3 megabases, preferentemente al menos 4 megabases, aun mas preferentemente al menos 5, 6, 7, 8 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 megabases.

Tipicamente, el método de la invencion comprende la etapa de comparar el nimero de reordenaciones por genoma
con un umbral, en el que un nimero de reordenaciones por genoma superior a dicho umbral es indicativo de
deficiencia en RH.

Como se usa en el presente documento, el término “paciente” indica un mamifero, tal como un roedor, un felino, un
canino, un bovino, un equino, una oveja, un porcino y un primate. Preferentemente, un paciente de acuerdo con la
invencién es un ser humano.

Los inventores han observado que tumores de pacientes que padecen mutaciones del BRCA1 u otras deficiencias
en la ruta de Recombinacion Homologa de ADN se caracterizan por un genoma que contiene mayor niumero de
puntos de rotura que muestras de control o tumores de pacientes que padecen canceres que no implican la ruta de
RH.

Mas especificamente, los inventores han demostrado que los puntos de rotura relevantes son los que dan como
resultado segmentos de ADN gendmico de al menos 10 megabases. De acuerdo con la invencion, los puntos de
rotura que dan como resultado segmentos mas pequefios no se tienen en cuenta.

Sin desear quedado ligado a la teoria, los inventores creen que, eliminando los puntos de rotura que dan como
resultado segmentos de menos de 3 megabases, preferentemente de menos de 4 megabases, aun mas
preferentemente de menos de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 megabases el niumero
resultante de puntos de rotura (o transiciones a gran escala) es una medicién mas precisa de la inestabilidad
genomica relacionada con deficiencia de recombinacién homdloga. Otros puntos de rotura con concentracion local
no estan correlacionados con el estado de recombinacion homéloga.

Como se usa en el presente documento, la expresion “ruta de recombinacion homéloga (RH) del ADN” tiene su
significado general en la técnica. Se refiere a la ruta a través de la que se separan roturas de ADN de Doble Cadena
(DSB) por un mecanismo denominado Recombinacién Homologa.
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Dentro de células de mamifero, el ADN se expone continuamente al dafio que surge de fuentes exdgenas tales
como radiacién ionizante o fuentes enddgenas tales como productos secundarios de la replicacion celular. Todos los
organismos han desarrollado diferentes estrategias para tratar estas lesiones. Una de las formas mas deletéreas del
dafio de ADN es DBS. En células de mamifero, hay dos rutas principales para reparar DSB: recombinacion
homdloga (RH) y Unién de Extremos No Homaélogos (UENH). La RH es el mecanismo mas preciso para reparar DSB
debido a que usa una copia intacta del ADN de la cromatida hermana o el cromosoma homdélogo como una matriz
para reparar la rotura.

Los BRCA1, BRCA2, PALB2/FANCN, BRIP1/FANCJ, BARD1, RAD51 y paralogos de RAD51 (RAD51B, RAD51C,
RAD51D, XRCC2, XRCC3) son proteinas que son importantes para la reparacién de roturas de ADN bicatenarias
mediante esta ruta de RH sin errores. Cuando el gen para una de las proteinas se mute, o cuando uno de los genes
es infra-expresado, el cambio puede conducir a errores en la reparacion de ADN que pueden con el tiempo provocar
cancer. Aunque aun no se han encontrado mutados de forma recurrente en tumores humanos, otros participantes en
la ruta de la RH pueden estar potencialmente desregulados en canceres, tales como FANCA, FANCB, FANCC,
FANCD2, FANCE, FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, FAN1, SLX4/FANCP o ERCCA1.

Por lo tanto, la expresion “deficiencia en la ruta de RH”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
condicién en la que una o varias de las proteinas implicadas en la ruta de la RH para reparar ADN son deficientes o
estan inactivadas.

Abarca, pero sin limitacién, la inactivacion de al menos de uno de los siguientes genes: BRCA1, BRCA2,
PALP2/FANCN, BRIP1/FANCJ, BARD1, RAD51, paralogos de RAD51 (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2,
XRCC3), FANCA, FANCB, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, FAN1, SLX4/FANCP y
ERCCH1.

Como se usa en el presente documento las expresiones “deficiencia en la ruta de RH” o “deficiencia tumoral en la
ruta de RH” se usan indistintamente. De hecho, se refiere al estado genético de las células tumorales. Sin embargo,
en el caso de mutaciones de linea germinal, dichas mutaciones pueden encontrarse por todo el genoma completo
del paciente.

Como se usa en el presente documento, el término “inactivacion”, cuando hace referencia a un gen, puede significar
cualquier tipo de deficiencia de dicho gen. Abarca mutaciones de linea germinal en la secuencia codificante,
mutaciones somaticas en la secuencia codificante, mutaciones en el promotor y metilaciéon del promotor.

En una realizacién de la invencién, la deficiencia en la ruta de RH es una mutaciéon de BRCA1. Se han descrito ya
varias mutaciones de BRCA1 en la técnica y se sabe que estan asociadas con ciertos tipos de cancer, tales como
canceres de mama y de ovario®.

En otra realizacion de la invencion, la deficiencia en la ruta de RH es una mutacion de BRCA2%.

En otra realizacion mas de la invencion, la deficiencia en la ruta de RH es hipermetilacion del promotor de BRCA1%.
Como se usa en el presente documento, el término “cancer” tiene su significado general en la técnica. Se refiere a la
condicion patolégica en mamiferos que se caracteriza por crecimiento celular desregulado.

Los ejemplos de cancer incluyen, pero sin limitacion, tumores sélidos o un carcinoma. Preferentemente, el tumor
sélido se selecciona de cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmoén, cancer de prostata, cancer renal,
melanoma maligno metastasico o invasivo, tumor cerebral, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello y cancer de
higado. El carcinoma incluye carcinoma de vejiga, de mama, de colon, de rifidn, de higado, de pulmén, de ovario, de
pancreas, de estomago, del cuello uterino, del tiroides o de la piel, incluyendo carcinoma de células escamosas. Sin
embargo, la presente invencion también contempla tumores hematopoyéticos tales como leucemia, leucemia
linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Hodgkin,
linfoma no de Hodgkin, linfoma por tricoleucitos, linfoma de Burkitt, leucemias mielégenas aguda y crénica y
leucemia promielocitica.

En una realizacion, dicho cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama, cancer de ovario, cancer
de pancreas, cancer de cabeza y cuello y melanoma.

En una realizacién preferida, dicho cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de cuello uterino, cancer de pancreas y cancer de pulmon.

En una realizacién mas preferida, dicho cancer es un cancer de mama.

La muestra tumoral adecuada para llevar a cabo el método de la invencién es tipicamente una biopsia obtenida del
tejido u 6rgano enfermo del paciente que padece cancer.

Cuantificacién del nimero de reordenaciones
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La etapa de cuantificar el nimero de reordenaciones por genoma en el ADN gendmico de la muestra tumoral puede
realizarse por cualquier método adecuado en la técnica.

Como se ha mencionado anteriormente, los inventores han demostrado que los puntos de rotura relevantes son los
que dan como resultado segmentos de ADN gendmico de al menos 3 megabases. De hecho, se han descrito en los
ejemplos posteriores puntos de corte preferidos comprendidos entre 9 y 11, ain mas preferentemente
aproximadamente 10 megabases, pero se obtuvieron resultados similares con valor de punto de corte entre 3
megabases y 20 megabases. De acuerdo con la invencion, los puntos de rotura que dan como resultado segmentos
de menos de estos puntos de corte no se tienen en cuenta.

El experto en la materia puede seleccionar facilmente cualquier método para cuantificar reordenaciones genémicas y
filtrar los puntos de corte que den como resultado segmentos de ADN gendmico de menos de 3, preferentemente
menos de 4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 megabases.

En una realizacion, la etapa de cuantificacion de reordenaciones se llevo a cabo por técnicas de secuenciacion, tales
como secuenciacion de siguiente generacion usando bibliotecas emparejadas, o lecturas mas largas.5®

En otra realizacion, la etapa de cuantificar reordenaciones se realiza cuantificando el nimero de variaciones del
numero de copias por genoma. Tipicamente, esto puede realizarse mediante técnicas de hibridacion tales como
matriz de hibridacion genémica comparativa (CGH) y matriz de Polimorfismo de un Unico Nucleétido (SNP).

Los métodos adecuados para cuantificar reordenaciones incluyen, pero sin limitacion, los descritos en Scouarnec y
Gribble, Heredity, 2012, 108, 75-85.

Evaluacién de la ploidia

En una realizacion, el método de la invencién comprende ademas una etapa en la que se evalua la ploidia de la
muestra tumoral.

Como se usa en el presente documento, el término “ploidia” tiene su significado general en la técnica. Se refiere al
numero medio de copias de cada locus en el genoma.

Tipicamente, una célula sana (y por lo tanto una muestra tisular sana) es disploide, es decir, contiene dos copias/dos
alelos de cada locus.

Sin desear quedado ligado a la teoria, se cree que ciertos tipos de cancer se caracterizan por duplicacion de
genoma completo durante la progresion del cancer, dando como resultado células tumorales sobre-diploides
(tetraploides o mas) (Ref 40).

Las muestras tumorales pueden dividirse en tumores diploides o tumores casi diploides por un lado y tumores sobre-
diploides por otro.

Los inventores han observado que los genomas de tumores casi diploides se asociaron en mas del 75 % de los
casos con inactivacion de BRCA1 (por mutacién o por metilacion del promotor).

Sin desear quedar ligado a la teoria, se cree que los tumores diploides o casi diploides son altamente predictivos de
tumores deficientes en RH, al menos en carcinoma de mama de alto grado.

Tipicamente, se considera que un tumor es “diploide o casi diploide” si el genoma de dicho tumor porta en promedio
menos de 50 cromosomas y/o si tiene un indice de ADN cercano a 1.

Tipicamente, un tumor se considera “sobre-diploide” si su genoma aporta mas de o igual a 50 cromosomas y/o tiene
un indice de ADN mayor de 1,2.

Como se usa en el presente documento, la expresion “indice de ADN” representa la relacion de contenido de ADN
de la célula tumoral y contenido de ADN de una célula normal.

El experto en la materia puede evaluar la ploidia de una muestra tumoral de acuerdo con cualquier técnica
convencional en este campo. Las técnicas adecuadas para evaluar la ploidia incluyen, pero sin limitacion:

- Medir la cantidad de ADN por célula, por ejemplo mediante Clasificacion de Células Activadas por Fluorescencia.
En esta técnica, el ADN se marca por incorporacién de un agente intercalante tal como bromuro de etidio o DAPI.

Las células se clasifican después segun la intensidad de fluorescencia, que es proporcional a la cantidad de ADN en
cada célula.
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- cariotipado,

Pueden obtenerse cariotipos convencionales tifiendo los cromosomas (con tinciones tales como Giemsa) y contando
el numero de cromosomas de cada tipo en una célula.

- cariotipado virtual usando matrices tales como matriz-CGH o matriz de Polimorfismos de un Unico Nucleétido
(matriz SNP).

Las matrices en si mismas pueden ser de todo el genoma (sondas distribuidas sobre el genoma completa) o
dirigidas (sondas para regiones genémicas que se sabe que estan implicadas en una enfermedad especifica) o una
combinacién de ambas. Ademas, las matrices usadas para cariotipado pueden usar sondas no polimoérficas, sondas
polimérficas (es decir, que contienen SNP) o una combinacion de ambas. Las sondas no polimérficas pueden
proporcionar solamente informacion del numero de copias, mientras que las matrices de SNP pueden proporcionar
tanto el nimero de copias como el estado de pérdida de heterocigosidad (LOH) en un ensayo. Las matrices de SNP
de oligonucledtidos disponibles en el mercado pueden ser de fase sélida (Affymetrix, Santa Clara, CA, Estados
Unidos) o basadas en perlas (lllumina, San Diego, CA, Estados Unidos). A pesar de la diversidad de plataformas, en
ultima instancia todas usan ADN gendmico de células alteradas para recrear un cariotipo de alta resoluciéon por
ordenador. El producto final no tiene aun un nombre uniforme, y se ha denominado cariotipado virtual, cariotipado
digital, alelocariotipado molecular y cariotipado molecular. Otros términos usados para describir las matrices usadas
para cariotipado incluyen SOMA (micromatrices de oligonucleétidos de SNP) y CMA (micromatriz de cromosomas).

- Secuenciacién de siguiente generacion

Estan disponibles métodos de alto rendimiento para la secuencia del genoma o la region codificante completa. Los
enfoques de secuenciacion profunda de exoma o genoma completo pueden generar perfiles de numero de copias y
desequilibrio  alélico similares a o incluso mas precisos que las matrices de  SNP.
http://en.wikipedia.org/wiki/Virtual Karyotype - cite note-14#cite note-14

Segun una realizacion de la invencion, la etapa de evaluar la ploidia de la muestra tumoral se lleva a cabo por una
técnica seleccionada del grupo que consiste en FACS, cariotipado y matriz de SNP.

En una realizacion, tanto la etapa de evaluar la ploidia como la etapa de cuantificar el nimero de reordenaciones a
gran escala se realizan por matriz de SNP.

En una realizacion preferida, tanto la etapa de evaluar la ploidia como la etapa de cuantificar el nimero de
reordenacion a gran escala se realizan por matrices de SNP, seguido de andlisis de GAP.

La Impresién de Alteracion Gendmica (GAP) es una herramienta bioinformatica que se ha desarrollado por Popova
et al. (Genome Biology, 2009, 10:R128) para detecciéon automatica de nimeros de copias segmentales absolutos y
estado de genotipo en perfiles de genoma de cancer complejos medidos con matriz de SNP. Este método rinde bien
incluso para datos de poca calidad, bajo contenido tumoral y genomas tumorales altamente reordenados.

Método de dos etapas

En una realizacion de la invencion, el método comprende la etapa de comparar el nimero de reordenaciones por
genoma con un umbral, en el que un nimero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al menos 3
megabases (preferentemente al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20) superiores a dicho
umbral es indicativo de deficiencia en RH.

Tipicamente, el umbral puede tener diferentes valores, dependiendo de la ploidia del tumor.

Por lo tanto, en una realizacion preferida, el método comprende la etapa de comparar el nimero de reordenaciones
en el ADN gendémico con un umbral,

en el que dicho umbral tiene un primer valor (umbral1) si el tumor es diploide o casi diploide

y en el que dicho umbral tiene un segundo valor (umbral2) si el tumor es sobre-diploide.

Tipicamente, el umbral1 (como se determina usando segmentos de mas de 10 megabases, siendo el valor umbral
dependiente del tamafio de segmento elegido) puede ser de 15 Transiciones a Gran Escala (LST) por genoma,
preferentemente 16, ain mas preferentemente 17, 18, 19 0 20 LST por genoma.

Tipicamente, el valor del umbral1 puede variar, dependiendo de cémo se define el nimero de reordenaciones o LST.
Por lo tanto, en una realizacion de la invencion, el umbral 1 para tumores diploides o casi diploides se define de la
siguiente manera:

- si el numero de LST se define como el niumero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 6 megabases, el umbral1 puede ser 17, 18 0 19;
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- si el numero de LST se define como el niumero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 7 megabases, el umbral1 puede ser 15, 16 0 17;

- si el nimero de LST se define como el nimero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 8 megabases, el umbral1 puede ser 14;

- si el nimero de LST se define como el nimero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 9 megabases, el umbral1 puede ser 11, 12, 13 o 14;

- si el numero de LST se define como el nimero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 10 megabases, el umbral1 puede ser 11.

Tipicamente, el umbral2 (como se determina usando segmentos de mas de 10 megabases, siendo el valor umbral
dependiente del tamafio de segmento elegido) puede ser de 20 Transiciones a Gran Escala (LST) por genoma,
preferentemente 21, ain mas preferentemente 22, 23, 24 o 25 LST por genoma.

Tipicamente, el valor del umbral2 puede variar, dependiendo de cémo se define el nimero de reordenaciones o LST.
Por lo tanto, en una realizacién de la invencion, el umbral 2 para tumores sobre-diploides se define de la siguiente
manera:

- si el numero de LST se define como el nimero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 6 megabases, el umbral1 puede ser 32;

- si el nimero de LST se define como el nimero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 7 megabases, el umbral1 puede ser 27, 28 o 29;

- si el nimero de LST se define como el nimero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 8 megabases, el umbral1 puede ser 26;

- si el numero de LST se define como el nimero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 9 megabases, el umbral1 puede ser 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25;

- si el numero de LST se define como el niumero de reordenaciones que da como resultado segmentos de al
menos 10 megabases, el umbral1 puede ser 18, 19, 20, 21, 22.

Queda dentro de la capacidad del experto en la materia determinar los umbrales 6ptimos, dependiendo del tamafio
de las LST, para alcanzar una especificidad y sensibilidad optimas segun el tipo tumoral. Por ejemplo, los umbrales
Optimos para carcinoma de mama son 7/17/29, 8/14/26, 9/14/29 o 10/11/22, mientras que el umbral 6ptimo en
carcinoma ovarico es 6/19/32 o 7/17/29 (nimero de LST/umbral1/umbral2).

De hecho, los inventores han descubierto que una norma de decisiéon de 2 etapas, en la que los pacientes se
clasifican segun la ploidia del tumor, y seguin el nimero de transiciones a gran escala en el genoma tumoral, fue
capaz de predecir correctamente tumores deficientes en RH.

La invencion se refiere por lo tanto a un método que comprende las etapas de:

- determinar la ploidia del tumor;

- comparar el numero de reordenaciones por genoma con un umbral, en el que un niumero de reordenaciones que
dan como resultado segmentos de al menos 3 megabases superior a dicho umbral es indicativo de deficiencia en
RH.

Provechosamente, el método de acuerdo con la invencion es capaz de predecir la deficiencia en la ruta de RH con
buena especificidad (pocos falsos positivos) y buena sensibilidad (pocos falsos negativos).

Métodos para predecir la eficacia de un tratamiento y métodos de tratamiento

El método descrito anteriormente tiene varias aplicaciones clinicas importantes y directas.

En primer lugar, el perfil genémico tumoral puede usarse ahora como criterio para ensayos y consejo genético. Esto
es especialmente importante en ausencia de contexto familiar de predisposicion tumoral, una situacién hallada en
hasta la mitad de pacientes portadores de mutacion3,

En segundo lugar, con la perspectiva terapéutica emergente que aprovecha los defectos en RH dirigiéndose a las
rutas complementarias (por ejemplo, inhibidores de PARP (PARPI)'3, y agentes alquilantes, que provocan dafio de
ADN), la cuestion de marcadores predictivos eficaces de BRCAdad o deficiencia en RH se hace importante’®. La
decepcionante eficacia de PARPi en BLC/TNBC no selecionado® apoya la necesidad de estratificar mejor a los
pacientes, lo que podria implementarse facilmente usando este marcador basado en matriz de SNP.

Ya que es posible predecir si un paciente dado padece un cancer que esta asociado con deficiencia en la ruta de
recombinacion homadloga del ADN, también es posible seleccionar la terapia apropiada para dicho paciente.

De hecho, se cree que un tratamiento que provoque roturas de doble cadena en el ADN (tales como agentes
alquilantes) o un tratamiento que inhiba la ruta de reparacion de ADN alternativa (tal como PARPI) sera mas eficaz si
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el tumor es deficiente para la ruta de RH.

Ademas, los inventores han mostrado que el nimero de LST es un buen predictor de respuesta al tratamiento con
un agente alquilante tal como cisplatino (véase Ejemplo 3).

Por lo tanto, otro aspecto de la invencién se refiere a un método para predecir la eficacia de un tratamiento en un
paciente que padece cancer, en el que dicho tratamiento comprende un PARPI y/o un agente alquilante, y en el que
dicho método comprende la etapa que consiste en predecir la deficiencia en la ruta de RH como se ha descrito
anteriormente.

La invencion también se refiere a un PARPI y/o un agente alquilante para su uso en un método para tratar cancer en
un paciente en el que dicho cancer esta ligado a deficiencia en la ruta de la RH.

Como se usa en el presente documento la expresiéon “inhibidor de PARP” tiene su significado en general de la
técnica. Se refiere a un compuesto que es capaz de inhibir la actividad de la enzima poliADP ribosa polimerasa
(PARP), una proteina que es importante para reparar roturas monocatenarias (“muescas” en el ADN). Si dichas
muescas persisten sin reparacion hasta que se replique el ADN (lo que debe preceder a la divisidn celular), entonces
la replicacion en si misma provocaria la formacion de roturas de doble cadena. Los farmacos que inhiben PARP
provocan la formaciéon de multiples roturas bicatenarias de esta manera, y en tumores con mutaciones de BRCA1,
BRCA2 o PALB2 estas roturas de doble cadena no pueden repararse eficazmente, lo que conduce a la muerte de
las células.

Tipicamente, el inhibidor de PARP de acuerdo con la invencidon puede seleccionarse del grupo que consiste en
iniparib, olaparib, rucaparib, CEP 9722, MK 4827, BMN-673 y 3-aminobenzamida.

Como se usa en el presente documento, la expresion “agente alquilante” o “agente antineoplasico alquilante” tiene
su significado general en la técnica. Se refiere a compuestos que unen un grupo alquilo con ADN.

Tipicamente, el agente alquilante de acuerdo con la invencién puede seleccionarse de complejos de platino tales
como cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, clormetina, clorambucilo, melfalan, ciclofosfamida, ifosfamida,
estramustina, carmustina, lomustina, fotemustina, estreptozocina, busulfan, pipobroman, procarbazina, dacarbazina,
tiotepa y temozolomida.

La invencion también se refiere a un método para tratar el cancer en un paciente, que comprende administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de PARP y/o un agente alquilante, en el que dicho paciente se ha
clasificado como poseedor de una deficiencia en la ruta de la RH como se ha descrito anteriormente.

En un aspecto, la invencién se refiere a un método para tratar el cancer en un paciente, que comprende las etapas
de:

- cuantificar el numero de reordenaciones en el ADN gendmico de una muestra tumoral obtenida de dicha
paciente, en el que el numero de reordenaciones corresponde al nimero, por genoma, de puntos de rotura que
dan como resultado segmentos de al menos 3 megabases, preferentemente al menos 4 megabases, aun mas
preferentemente al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 megabases.

- comparar dicho numero de reordenaciones con un umbral predeterminado;

- administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de PARP y/o un agente alquilante, si dicho
paciente tiene varias reordenaciones superiores a dicho umbral.

Como se ha explicado anteriormente, dicho umbral puede diferir, dependiendo de si el tumor es un tumor diploide o
casi diploide, 0 mas bien un tumor sobre-ploide.

Dicho umbral también puede diferir, dependiendo del tamafio minimo de los segmentos que se tienen en cuenta
para determinar el nimero de reordenaciones (o “LST”).

Por una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un agente que aumenta el nivel de desoxiuridina se entiende una
cantidad suficiente para tratar el cancer, a una relacion de beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier
tratamiento médico. Se entendera, sin embargo, que el uso diario total de un agente que aumente el nivel de
desoxiuridina sera decidido por el médico a cargo dentro del alcance del criterio médico razonable. La dosis
terapéuticamente eficaz especifica para cualquier sujeto particular que lo necesite dependera de diversos factores
incluyendo otros marcadores de predisposicion al cancer, factores de riesgo relacionados con el estilo de vida y la
actividad del agente especifico que aumenta el nivel de desoxiuridina para usar, la edad, el peso corporal, la salud
general, el sexo y la dieta del sujeto, el momento de administracion, la via de administracién, la duracién del
tratamiento; farmacos usados en combinacién o coincidentes y factores similares bien conocidos en la técnica
médica.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un inhibidor de PARP y/o un agente
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alquilante para usar en un método del tratamiento del cancer en un paciente, en el que dicho cancer esta ligado a
deficiencia en la ruta de RH.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para administracion oral, sublingual, subcutanea,
intramuscular, intravenosa, transdérmica, local o mucosa, el principio activo, solo o en combinacién con otro principio
activo, puede administrarse en una forma de administraciéon unitaria, como una mezcla con soportes farmacéuticos
convencionales, a animales y seres humanos. Las formas de administracion unitarias adecuadas comprenden
formas de via oral tales como comprimidos, capsulas de gel, polvos, granulos y suspensiones o soluciones orales,
formas de administracion sublinguales y orales, aerosoles, implantes, formas de administracion subcutaneas,
transdérmicas, topicas, intraperitoneales, intramusculares, intravenosas, subdérmicas, transdérmicas, intratecales e
intranasales y formas de administracion rectal.

Preferentemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacién que puede inyectarse. Estos pueden ser en particular soluciones isotonicas, estériles, salinas
(fosfato monosédico o disddico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares o mezclas de dichas sales),
0 composiciones secas, especialmente liofilizadas, que tras la adicion, dependiendo del caso, de agua esterilizada o
solucion salina fisiolégica, permiten la constitucion de soluciones inyectables.

Ademas de los compuestos de la invencion formulados para administracién parental, tales como inyeccién
intravenosa o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo comprimidos u otros
sélidos para administracién oral; formulaciones liposémicas; capsulas de liberacion temporalizada; y cualquier otra
forma usada en la actualidad.

En una realizacién, el inhibidor de PARP y/o agente alquilante se administra en combinacion con otro agente activo.

Tipicamente, el inhibidor de PARP y el otro agente activo pueden formularse por separado. Como alternativa,
pueden formularse juntos en una composicion farmacéutica.

En una realizacién, el inhibidor de PARP y/o agente alquilante se administra a un paciente que se somete a
radioterapia y/o cirugia para retirar el tumor.

La invencion se describira ademas por los siguientes ejemplos y figuras, que no se pretende que limiten el alcance
de la proteccién definida por las reivindicaciones.

Descripcién de las figuras

Figura 1. Contenido de cromosoma y estado de BRCA1 en BLC. A. La distribucion del contenido de cromosoma
en el conjunto de BLC presenté dos modos, lo que demuestra 2 poblaciones de tumores con diferente estado de
ploidia. B. Los tumores casi diploides (<50 cromosomas) y tumores sobre-diploides (>= 50 cromosomas)
mostraron diferentes proporciones de tumores con BRCA1 inactivado demostrados.

WT corresponde a no BRCA1.

Figura 2. Inestabilidad genémica en BLC sobre-diploides como se estima por el numero total de roturas y por
LST. El nimero de LST diferencié claramente BLC no BRCA1 de BLC con inactivacién de BRCA1 demostrada
(p-valor<0,001, ensayo de Wilcoxon). EI numero total de roturas fue menos significativamente diferente entre
comparacion de no BRCA1 frente a BRCA1 y meBRCA1 (p-valor<0,03, ensayo de Wilcoxon) y no fue
diferenciador. BRCA1: mutacion de BRCA1 de linea germinal; meBRCA1: metilacion de promotor de BRCAT1;
esporadico = sin BRCA1: ausencia de pruebas de inactivacion de BRCA1.

Figura 3. La ploidia tumoral y el nimero de transiciones a gran escala (LST) son diferenciadores de la
inactivacion de BRCA1 en los conjuntos experimental (izquierda) y de validacion (derecha). Panel superior: el
numero de LST por tumor esta indicado en relaciéon con categorias de ploidia. Los puntos de corte casi diploides
y casi tetraploides estan indicados por una barra. Los estados de BRCA1 y BRCAZ2 conocidos se indican para
mutaciones de linea germinal (“BRCA1” y “BRCAZ2”), metilacién del promotor de BRCA1 (“meBRCA1”) y
mutaciones en los tumores (“tumBRCA1”). Los tumores sin pruebas de inactivacion de BRCA1/2 se indican como
“no BRCA1”. Los ensayos exactos de Fisher se indican debajo de las tablas de contingencia; BRCA1 se refiere a
todos los BLC con BRCAT inactivado demostrados, no BRCA1 se refiere a BLC sin pruebas de inactivacion de
BRCAT1.

Figura 4. Evaluaciones genémicas y funcionales de la BRCAdad en lineas celulares de tipo basal. A. Las
lineas celulares con fenotipo de tipo basal presentan caracteristicas diferenciadoras de BRCAdad similares a
BLC primarios. El estado conocido para BRCA1 y BRCA2 se indica para mutaciones de linea germinal (“BRCA1”
y “BRCAZ2”) y metilacion del promotor de BRCA1 (“meBRCA1”). Las lineas celulares sin pruebas de inactivacion
de BRCA1/2 se describen como “no BRCA1/2”. B. La formacién de focos de RAD51 8 horas después de
irradiacion de 10 Gy ilustra la recombinacion homoéloga (RH) activa en lineas celulares no BRCA1, y por el
contrario RH deficiente en lineas celulares mutadas para BRCA1 o BRCA2. Los focos de 53BP1 en el mismo
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experimento se muestran como un control para respuesta a dafio de ADN. Barras de escala, 20 um). Se indica el
numero de LST asi como el estado de BRCA1/2; mut, mutado; me, metilacién del promotor; wt, tipo silvestre.

Figura 5. Curvas de supervivencia para tumores ovaricos con LST_alta y LST_baja. Se estimo el p-valor
mediante estadistico de ensayo de rangos logaritmicos.

Figura 6. Curvas de supervivencia sin acontecimientos para tumores ovaricos con LST_alta y LST_baja.
El p-valor se estimé por el estadistico de ensayo de rangos logaritmicos.

Figura 7. LST_10Mb en lineas celulares tumorales.
La ploidia calculada se indica (2N pseudo-diploide, 4N pseudo-tetraploide). Triangulo: estado de BRCA1/2 de
tipo silvestre o desconocido; cuadrado: lineas celulares mutadas para BRCAZ2.

Ejemplos
EJEMPLO 1

Materiales y métodos

Pacientes y tumores

Se ensamblé una serie de 3 BLC de grado indiferenciado de pacientes que se habian sometido a cirugia en el
Institut Curie. Segun las normas francesas se informo a los pacientes de la investigacién y no expresaron oposicion.
Estuvo disponible material biolégico de alta calidad en el banco biolégico del Institut Curie para 85 muestras
tumorales (algunas muestras se han descrito previamente)?8-30, Esta serie se enriquecio con respecto a tumores que
surgian en pacientes que portaban mutaciones de BRCA1 deletéreas (35 tumores).

Inmunohistoquimica

Se realizé inmunotincion en secciones tisulares de 4 um como se ha descrito previamente:?62° ER, PR y ERBB2
(Novocastra), EGFR y KRT8/18 (Zymed, Invitrogen), KRT5/6 (Dako) y KRT14 (Biogenex). La positividad para cada
marcador se determin6 segun directrices normalizadas.?' La negatividad se defini6 como ausencia total de tincion
para expresion de RE y RP, y como menos de 2+ de tincion para ERBB2.

El fenotipo de tipo basal se definié segun criterios morfolégicos, fenotipicos y/o moleculares incluyendo i) alto grado
(clasificacion de Elston-Ellis) y margenes cercanos, ii) fenotipo triple negativo y expresion de KRT5/6/14/17 o EGFR
evaluada por imunohistoquimica.3?

Estado de metilacion del promotor de BRCA1

La metilacién del promotor de BRCA1 se evalué mediante PCR especifica de metilo (PEM) después de conversion
por bisulfito como se ha descrito previamente,3 con modificaciones menores (secuencias de cebadores y protocolos
estan disponibles a peticion).

Estado de mutacion de BRCA1

Se realizé pre-exploracion para mutaciones del gen BRCA1 usando Analisis de Mutacion de Desapareamiento
Potenciada (EMMA, Fluigent3; software EMMALYS P/N: 5331254102). Para perfiles de EMMA anémalos, los
exones de BRCA1 en cuestiéon se secuenciaron con didesoxinucleétidos (BigDye Terminator V1.1, Applied
Biosystems, Foster City, CA), segun protocolos convencionales (las secuencias de cebadores y protocolos estan
disponibles a peticion). Las secuencias se examinaron con el Seqscape V2.5 (Applied Biosystems).

Anadlisis de datos transcriptémicos

Se obtuvieron datos transcriptomicos en la plataforma Affymetrix U133plus2 en el Institut Curie segun el protocolo
convencional. Se realizd normalizacion con el algoritmo BrainArray3. Se realizd agrupamiento no supervisado
basandose en la identificacion intrinseca®.

Procesamiento de los perfiles genémicos

Se realizé el perfil gendmico de 85 BLC usando dos plataformas: lllumina (lllumina SNP HapMap 300K Duo, 33
casos) y Affymetrix (Affymetrix SNP Chip 6.0, 52 casos).

Plataforma lllumina: Se realizé perfil gendmico de las muestras tumorales por un proveedor de servicios (Integragen,

Evry, Francia) en matrices de SNP lllumina 300K (Hap300-Duo humano). Los archivos de datos en bruto se
procesaron por BeadStudio 3.3 en ajustes convencionales usando datos de apoyo proporcionados por lllumina
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(HumanHap300v2_A). Se procesaron sefiales especificas de alelo (X e Y en notacién de BeadStudio) en relacion de
Log R y frecuencia de alelos B mediante el algoritmo tQN.%7

Plataforma de Affymetrix: Se realizé hibridacion en el Institut Curie en matriz de Affymetrix SNPChip6.0. Se
procesaron los archivos de células mediante Genotyping Console 3.0.2. Los perfiles de relaciéon Log2 y Diferencia de
Alelos resulté del analisis del Numero de Copias y LOH realizados con el archivo modelo de referencia HapMap270
(GenomeWideSNP_6.hapmap270.na29) proporcionado por Affymetrix.

Control de calidad: Se descartaron 20 matrices de SNP debido a: baja calidad de hibridacién (3 matrices); bajo
contenido tumoral y/o interpretacién de perfil ambigua (17 matrices). Numero de copias segmental y deteccién de
genotipo: Se extrajeron datos de matrices de SNP tanto de lllumina como de Affymetrix usando el método de GAP
descrito y validado previamente: se detectaron niumeros de copias segmentales, contenidos alélicos (recuentos de
alelos importantes) y contaminacién de células normales; las segmentaciones se optimizaron con respecto al estado
genomico detectado.?’

El reconocimiento del nimero de copias absoluto varié de 0 a 8 copias aplicandose a todos los segmentos que
superaban el nivel de 8 copias el estado de 8 copias. Por lo tanto, se diferenciaron 22 posibles genotipos
segmentales (numero de copias / recuento de alelos principales): 1 copia A (o 1/1); 2 copias AA (2/2) y AB (2/1); 3
copias AAA (3/3), AAB (3/2); 4 copias AAAA (4/4), AAAB (4/3), AABB (4/2), etc.

Numero de cromosomas: El numero de cromosomas se estimé por la suma de los numeros de copias detectados en
las regiones pericéntricas. El estado de la region pericéntrica de cada rama de cromosoma se definié por el
segmento yuxtacentromérico correspondiente cuando este ultimo contenia 500 SNP o mas. Cuando no fueron
medible, los valores ausentes se sustituyeron por el nimero de copias modal de la rama de cromosoma considerada
(3,41£2,2 de 41 ramas de cromosoma por genoma se sustituyeron en la serie). Se validé el procedimiento de
recuento de cromosomas comparando los nimeros de cromosomas estimados frente a los nimeros disponibles de
cariotipo de datos de SKY para 25 lineas celulares de cancer de mama {http://www.lgcstandardsatcc.org/}. La tasa
de error fue de menos de 2 cromosomas por muestra (1,58+2,3).

Recuentos de puntos de rotura: El nimero de puntos de rotura en cada perfil gendmico se estimé basandose en el
perfil de nimero de copias interpretable resultante y después de filtrar variacion de menos de 50 SNP. Las
alteraciones intersticiales pequefias se definieron como alteraciones <3 Mb rodeadas por los segmentos con estado
idéntico para el genotipo y el nimero de copias. Se retiraron cuando se estimé el niumero total de puntos de rotura.
Se calcularon las Transiciones de Estado a Gran escala (LST) después de suavizar y filtrar la variaciéon de menos de
3 Mb de tamario.

Compilacion de conjuntos de validacion

La serie de validacion comprende 55 muestras que incluyen TNBC de una cohorte de mujeres jévenes con cancer
de mama (17 casos); BLC con elementos medulares (8 casos) y un BLC que surgi6é en un portador de mutacién de
BRCA2; BLC BRCA1 de GEO GSE19177 (12 casos)®; tumores de tipo basal de GEO GSE32530 (4 casos)®®; BLC
BRCA1 de Institut Bergonié (5 casos).

Las lineas celulares de tipo basal con perfil de matrices de SNP disponible comprendian 17 casos (15 casos
hibridados en el Institute Curie y se obtuvieron 2 casos del sitio web del Wellcome Trust Sanger Institute Cancer
Genome Project.

Resultados
Estado de BRCA1 de carcinomas de tipo basal (BLC)

Una serie de 65 carcinomas de mama de tipo basal bien caracterizados incluian 23 tumores que aparecieron en
pacientes que portaban mutaciones de BRCA1 deletéreas (denominados en el presente documento “BLC BRCA1") y
42 BLC que aparecieron en pacientes sin pruebas de predisposicion familiar de cancer de mama/ovarico o que
tuvieron resultados negativos para mutaciones de BRCA1/2 (denominados en el presente documento “BLC
esporadicos”). Los BLC esporadicos se ensayaron con respecto a la metilacién del promotor de BRCA1 y se
descubrié que casi el 25 % eran positivos (11 de 41 ensayados, denominado en el presente documento “BLC
meBRCA1”). No se descubrié ninguna prueba de metilacion en los 31 casos restantes. Se confirmé el estado de
BRCAT1 por la expresiéon génica en 35 de 36 casos ensayados con datos transcriptomicos disponibles. Los BLC
BRCA1y meBRCA1 comprenden el grupo de tumores con inactivacién de BRCA1 demostrada (34 casos), que se
compararon adicionalmente con el grupo de BLC supuestamente no BRCA7 (31 casos).

La casi diploidia en BLC tiene 75 % de valor predictivo positivo de inactivacion de BRCA1

Para obtener informacion sobre las alteraciones gendmicas especificas de BLC, se realizé un perfil gendmico
usando matrices de SNP, que proporcionan dos mediciones complementarias: variacién del nimero de copias y
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desequilibrio alélico. La metodologia de Impresion de Alteracidon Gendmica (GAP) para extraer datos de matrices de
SNP?7 permitio a los inventores obtener los perfiles genotipicos segmentarios (es decir, nimeros de copias exactos y
contenidos alélicos: A, AB, AA, AAB, AAA,...) para cada muestra. Se infirieron caracteristicas genémicas generales
tales como numero de cromosomas, indice de ADN, nimero de roturas de cromosomas y proporciones de genoma
en cada estado gendmico a partir de los perfiles genotipicos segmentarios.

Los recuentos de cromosomas estimados por genoma mostraron una distribucion bimodal (Figura 1, panel superior)
similar a los demostrados para los genomas en diversos tipos de canceres*®. Se consideré que los genomas
tumorales que portaban menos de 50 cromosomas y con el indice de ADN cercano a 1 tenian ploidia de dos y se
denominaron en lo sucesivo “genomas casi diploides” (23 casos). Siguiendo la hipétesis de la duplicaciéon de
genoma completo durante la progresion del cancer que explica el segundo modo en la distribucion de cromosomas*®
se consideré que los genomas tumorales que portaban mas de 50 cromosomas e indice de ADN mayor de 1,2
tenian una ploidia de cuatro y se denominaron en lo sucesivo “genomas sobre-diploides” (42 casos).

Resulta interesante que los 23 tumores casi diploides portaban de forma casi uniforme mutacion de linea germinal o
inactivacion epigenético de BRCA1 (20/23) a diferencia de los tumores sobre-diploides, que tenian un ligero
enriquecimiento de BLC no BRCA1 (28/42) (Figura 1, panel inferior). Teniendo en cuenta el hecho de que la
mutacion de linea germinal de BRCA1 es responsable de casi el 10 % de los carcinomas de tipo basal*' se estimo
que el valor predictivo positivo de estado casi diploide gendmico era del 75 %.

Las reordenaciones cromosémicas a gran escala diferencian carcinomas de tipo basal BRCA71y no BRCA1

El numero total de puntos de rotura detectados en el genoma de cancer caracteriza el nivel de inestabilidad
genomica. Sin embargo, la comparacién general de tumores BRCAT frente a no BRCA71 no mostré ninguna
diferencia significativa (p valor = 0,28). En el subgrupo de 42 BLC sobre-diploides, 14 tumores con BRCA1
inactivado presentaron un nuamero total de puntos de rotura elevado (intervalo [57 - 224], 140,6+45,7), mientras que
28 tumores no BRCA1 mostraron heterogeneidad significativa (intervalo [8 - 213], 101,2+50,6) y se enriquecieron en
los valores bajos en comparacion con tumores BRCA1 (p<0,017, ensayo de rangos de Wilcoxon). Sin embargo, el
gran solapamiento en los nimeros de puntos de rotura evitd la demarcacién precisa.

Para obtener una estimacion robusta y diferenciadora de la inestabilidad genémica se evalué el numero de
Transiciones de Estado a gran Escala (LST) calculando roturas cromosémicas entre regiones adyacentes de al
menos 10 Mb (que comprenden ~3000 SNP en Affymetrix SNP6.0).

El nimero de LST en el subgrupo de tumores sobre-diploides tuvo una distribucion bimodal con una clara distancia
entre dos modos (12,5+4,9 y 35,546,7) que separa 18 BLC no BRCA1 de la mezcla que contiene 14 tumores con
BRCA1 inactivado y 10 tumores sin mutacion de linea germinal BRCA1 ni metilacion del promotor de BRCA1 (Figura
2). En el subgrupo de 23 BLC casi diploides, que contenian principalmente tumores BRCA1, las LST tuvieron
distribucién unimodal (28,0+6,5) con dos tumores no BRCA1 dentro de una desviacion tipica (24 y 28 LST) y un BLC
no BRCA1 por debajo de dos desviaciones tipicas del promedio (12 LST). Resulta interesante que todos los tumores
con LST bajas no tuvieron ninguna prueba de inactivacion de BRCA1 y presentaron pocas roturas cromosomicas y
un alto nivel de aneuploidia (3 muestras) o alteraciones de tipo incendio (16 muestras).

Para concluir, las LST reflejaron bien los patrones gendmicos generales de los tumores, a diferencia del numero total
de los puntos de rotura y proporcionaron los valores diferenciadores para prediccion de estado de BRCAT1.

Una norma de decision de dos etapas detecta de forma uniforme inactivacion de BRCA7 en BLC.

Basandose en las distribuciones de LST descritas anteriormente, se aplicaron dos umbrales para predicciéon de
BRCAdad, mas de 15 LST por genoma en los casos de casi diploidia y mas de 20 LST en los casos de sobre-
diploidia, que predicen BRCAdad con 100 % de sensibilidad (p valor= 4*10-5, ensayo de Fisher).

Ademas, todos los casos de “Falsos Positivos” (denominados en lo sucesivo BLC “de aspecto BRCA1”) tuvieron un
numero alto similar de LST a los casos de “Verdaderos Positivos” (con estado de BRCA1 inactivado demostrado),
que de hecho cuestionaba su estado de falto positivo y podria demostrar otros mecanismos de defecto de
recombinacién homologa incluyendo mutaciones de BRCA1 o BRCA2. Dichas mutaciones se buscaron en 28 BLC
esporadicos con material disponible incluyendo 13 casos con el patrén de aspecto BRCA1. Se descubrieron
mutaciones de BRCA1 deletéreas en seis casos que pertenecian todos a tumores de aspecto BRCA17 (p valor=
0,02). Se descubrieron mutaciones de BRCAZ2 deletéreas en tres casos que pertenecian todos a tumores de aspecto
de BRCA1. Con estos hallazgos la especificidad alcanzo el 89 % (p valor= 1,4*10-'", ensayo de Fisher) en el
conjunto experimental considerado de BLC (Figura 3A).

Se ensamblé una serie de validacion de 55 BLC/TNBC, incluyendo 15 casos con mutaciones de linea germinal de

BRCAT1, 15 casos con metilacion del promotor de BRCA1, 1 caso con una mutacion de linea germinal de BRCA2 y
24 casos esporadicos. Los datos de matrices de SNP se procesaron usando el mismo flujo de trabajo. La prediccion
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de la inactivacion de BRCA1 presentd sensibilidad de 100 % (se predijo que los 30 casos de BRCA1 inactivado eran
de aspecto BRCA1) y especificidad del 80 % (se predijo que 11 casos eran de aspecto BRCA1 sin ninguna prueba
aun de inactivacion de BRCA1) (Figura 3B; p valor= 1,7*10%, ensayo de Fisher). Es notable que el tumor con BRCA2
mutado era casi diploide con un alto numero de LST, siguiendo claramente de este modo un patréon de aspecto
BRCAT1.

Los sistemas modelo apoyaron los elementos diferenciadores observados en los tumores primarios

Se analiz6 una serie de 17 lineas celulares de tipo basal, incluyendo MDA-MB-436 y HCC1937 que portaba
mutaciones de BRCA142 y HCC38 con metilacion del promotor de BRCA143. Los resultados obtenidos siguieron la
tendencia hallada en tumores primarios: en primer lugar la Unica celular casi diploide hallada fue la MDA-MB-436
con BRCA1 mutado; en segundo lugar entre las lineas celulares sobre-diploides, HCC1937 y HCC38 portaban el
mayor numero de roturas cromosémicas a gran escala, lo que de nuevo es coherente con su estado de BRCA1
inactivado. No obstante, y como se esperaba teniendo en cuenta el establecimiento de linea celular y el
mantenimiento a largo plazo en cultivo, se descubrié que el punto de corte que separa las lineas celulares no
BRCAT1 se desplazé a 23 LST (Figura 4). Una linea celular HCC1599 tenia un numero de LST muy cercano a lineas
celulares con BRCA1 inactivado, mientras que no estaba asociada con mutacion de BRCA1/2**. Para clarificar la
funcién de BRCA1 y con mas precision la ruta de recombinacién homdloga, se midieron focos de RAD51 8 horas
después de radiaciones ionizantes en linea celulares de BLC. Todas las lineas celulares sin patrén de aspecto
BRCA1 tuvieron la acumulacion de focos de RAD51 esperada, mientras que no se observo ningun foco en las lineas
celulares con patron de aspecto BRCA1, incluyendo HCC1599 (datos no mostrados).

En conclusion, los inventores han mostrado que es posible predecir la deficiencia tumoral en la ruta de
recombinacion homodloga (RH) del ADN en un paciente que padece cancer, cuantificando el numero de
reordenaciones en el ADN genémico de una muestra tumoral obtenida de dicho paciente, en el que el nimero de
reordenaciones corresponde al numero, por genoma, de puntos de rotura que dan como resultado segmentos de al
menos 10 megabases.

Se obtuvieron resultados similares usando un valor de punto de corte entre 3 megabases y 20 megabases para la
definiciéon de Transiciones a Gran Escala.

EJEMPLO 2 - Rendimiento del numero de LST que predice BRCAdad en todos los tipos de carcinomas de
mama.

Se consideré La serie de 426 tumores de mama (carcinomas ductales invasivos incluyendo tumores HER2 positivos,
luminales (por ejemplo que expresan receptores para estrogeno o progesterona), carcinoma de mama triple
negativo/de tipo basal (por ejemplo, que no expresa receptores de hormonas y que no sobreexpresa HER1) asi
como subtipos poco habituales tales como carcinomas medulares o carcinomas micro-papilares del Institut Curie. La
serie se enriquecié con tumores con BRCA1 y BRCA2 mutado. Los puntos de corte en el nimero de LST que
predice BRCAdad se infirieron basandose en esta serie (Tabla 1). Las Tasas de Falso Positivo y Verdadero Positivo
(FPR y TPR) muestran la calidad de predictor basado en LST de BRCAdad.

Tabla 1. Puntos de corte para prediccion de BRCAdad de cancer de mama basandose en el nimero de LST

LST_S Ploidia 2: (P=68, N=182) Ploidia 4: (P=53, N=123)

Mb, S Punto de corte* [FPR | TPR Punto de corte [FPR | TPR

6 19(17) 0,04 0,99 32 (32) 0,10 1

7 17(15) 0,05 0,99 29 (27) 0,07 0,98

8 14(14) 0,06 1 26 (26) 0,08 1

9 14(11) 0,04 0,99 25(19) 0,07 0,98

10 11.(11) 0,07 1 22(18) 0,06 0,98
*Los puntos de corte corresponden a max(TPR-FRP); los puntos de corte entre paréntesis corresponden a
sensibilidad 100. P: Numero de positivos, es decir tumores con BRCA1/2 mutado; N: Numero de negativos, es
decir niumero de tumores con BRCA1/2 de tipo silvestre o estado no disponible; TPR: Tasa de verdadero
positivo; FPR: Tasa de falso positivo.

EJEMPLO 3 - El nimero de LST es un buen predictor de la respuesta al tratamiento

Se procesaron dos conjuntos de datos publicamente disponibles de ensayo clinico de tratamiento con Cisplatino de
pacientes con tumores de mama triple negativos [base de datos de GEO GSE28330] [59] y se calculd el nUmero de
LST_10Mb para cada tumor con buena calidad de perfil medido. Los perfiles genédmicos se midieron por dos tipos de
microplaca: Affymetrix Oncoscan 70K (Conjunto de datos 2) y Oncoscan 300K (Conjunto de datos 1). Estuvo
disponible informacion acerca del estado mutacional de BRCA1/2 para algunos tumores. La respuesta al tratamiento
se midi6 mediante puntuacion de Miller-Payne, en la que 4 y 5 se consideran “respuesta positiva”, mientras que las
puntuaciones <4 se consideraron “sin respuesta” [59]. Se presentan resultados caso a caso y de sumario en la Tabla

13



ES 2 658 867 T3

2 y las Tablas 3-5 (se realizaron comparaciones estadisticas mediante el ensayo exacto de Fisher). En conclusién,
(i) casi todos los casos de BRCA1/2 inactivado (17/18) conocidos y 15 tumores con estado de BRCA1/2 de tipo
silvestre o desconocido se clasificaron como LST_alta (Tabla 3); (ii) la inactivacion de BRCA1/2 no significa siempre
respuesta a Cisplatino (Tabla 4); (iii) LST_10Mb es un mejor predictor de respuesta a cisplatino que el estado de
BRCA1/2 (Tabla 4-5).

Tabla 2. Resultados individuales

Conjunto | ID Calidad de BRCA1/2 | Respuesta de LST | Respuesta
de datos reconocimiento Miller-Payne

1 DFHCC_06.202_45R | buena 5 Alta | Si
1 DFHCC_06.202_15 buena mut 5 Alta | Si
1 DFHCC_06.202_41 buena 5 Alta | Si
1 DFHCC_06.202_7 buena mut 5 Alta | Si
1 DFHCC 06.202 17 buena 5 Alta | Si
2 DFHCC 04.183 9T buena no 5 Alta | Si
2 DFHCC _04.183_18T | buena mut 5 Alta | Si
2 DFHCC_04.183 3T buena no 5 Alta | Si
2 DFHCC_04.183_29T | buena no 5 Alta | Si
2 DFHCC 04.183 5T buena mut 5 Alta | Si
2 DFHCC 04.183 17T | buena met 5 Alta | Si
1 DFHCC_06.202_6 buena met 4 Alta | Si
1 DFHCC_06.202_48 buena met 4 Alta | Si
2 DFHCC _04.183 7T buena met 4 Alta | Si
2 DFHCC 04.183 8T buena met 4 Alta | Si
1 DFHCC_06.202_40 buena 4 Alta | Si
2 DFHCC _04.183_10T | buena no 4 Alta | Si
1 DFHCC_06.202 3 buena 4 Alta | Si
1 DFHCC 06.202 27 buena 4 Baja | Si
1 DFHCC 06.202 13 buena met 3 Alta | No
1 DFHCC_06.202_5 buena 3 Baja | No
1 DFHCC _06.202_4 buena met 3 Alta | No
2 DFHCC_04.183_23T | buena met 3 Alta | No
2 DFHCC 04.183 11T | buena no 3 Alta | No
2 DFHCC 04.183 25T | buena met 3 Alta | No
2 DFHCC _04.183 1T buena met 3 Alta | No
1 DFHCC_06.202_37 buena 3 Baja | No
1 DFHCC_06.202_20 buena mut 2 Alta | No
1 DFHCC 06.202 42 buena mut 2 Alta | No
1 DFHCC_06.202_21 buena 2 Alta | No
2 DFHCC _04.183 14T | buena no 2 Alta | No
2 DFHCC _04.183 24T | buena no 2 Baja | No
2 DFHCC 04.183 22T | buena no 2 Baja | No
2 DFHCC 04.183 28T | buena no 2 Baja | No
1 DFHCC 06.202 24 buena 2 Baja | No
1 DFHCC_06.202_10 buena 1 Baja | No
1 DFHCC_06.202_32 buena 1 Baja | No
1 DFHCC_06.202 35 buena 1 Baja | No
1 DFHCC 06.202 46 buena 1 Baja | No
2 DFHCC 04.183 13T | buena no 1 Baja | No
1 DFHCC_06.202_34 buena 1 Alta | No
1 DFHCC_06.202 29 buena 1 Alta | No
1 DFHCC_06.202_45L | buena 1 Alta | No
2 DFHCC 04.183 4T buena no 1 Alta | No
2 DFHCC 04.183 12T | buena no 1 Baja | No
1 DFHCC_06.202_18 buena 1 Baja | No
1 DFHCC _06.202_9 buena 1 Baja | No
2 DFHCC 04.183 16T | buena no 1 Baja | No
1 DFHCC 06.202 14 buena 1 Baja | No
2 DFHCC 04.183 6T buena 1 Baja | No
1 DFHCC_06.202_28 buena 0 Baja | No
2 DFHCC _04.183 21T | buena no 0 Alta | No
2 DFHCC 04.183 27T | buena no 0 Baja | No
2 DFHCC 04.183 26T | buena met 0 Baja | No
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Conjunto | ID Calidad de BRCA1/2 | Respuesta de LST | Respuesta
de datos reconocimiento Miller-Payne

2 DFHCC _04.183 15T | mala met 0 No

2 DFHCC 04.183 20T | mala no 2 No

2 DFHCC_06.202_33 buena NA

2 DFHCC_06.202_43 buena NA

2 DFHCC_06.202_50 buena NA

2 DFHCC_06.202_39 mala 2 No

2 DFHCC_06.202_39 mala 2 No

Tabla 3. Sumario de LST frente a BRCA1/2

TODOS LST alta | LST_baja
BRCA1/2 18 1 p<0,0001
NO BRCA1/20NA | 15 20

Tabla 4. Sumario de BRCA1/2 frente a respuesta

TODOS Sensibles | No sensibles
BRCA1/2 9 8 p<0,06
NO BRCA1/20NA | 10 27

Tabla 5. Sumario de LST frente a respuesta
TODOS LST alta | LST baja

No sensibles | 15 20 p<0,0001

Sensibles 18 1

EJEMPLO 4 - LST en carcinoma ovarico

Se realiz6 el perfil de una serie de carcinomas ovaricos de alto grado del Institut Curie mediante matrices de SNP
(Affymetrix CytoScanHD). Todos los pacientes se trataron por quimioterapias que incluian sales de platino. Los
genomas tumorales se anotaron como LST_alta (50 casos) y LST_baja (20 casos) basandose en la LST_6 Mb con
los puntos de corte de 19 y 32 LST para tumores casi diploides y casi tetraploides respectivamente. La comparacion
de Supervivencia General y Supervivencia sin Acontecimientos mostré mejor resultado para pacientes con tumores
LST_alta, lo que indica mejor respuesta a tratamiento (Figuras 5-6).

EJEMPLO 5 - LST en lineas celulares tumorales

Se analizaron una serie de lineas celulares tumorales con estado de BRCA conocido y con datos de matrices de
SNP disponibles. Se calcularon LST_10Mb y se ligaron las muestras con alta LST a inactivacion de BRCA2 en
lineas celulares de carcinoma del cuello uterino y pancreatico. Dos lineas celulares pulmonares sin mutaciones de
BRCA1/2 conocidas tienen un alto nivel de LST, supuestamente debido a la metilacion de BRCA1 descrita en esta
enfermedad [60] (Figura 7). Esta validacion del método en lineas celulares tumorales de diversos origenes y estado
de diferenciacion indica que la medicion de LST y prediccion de la BRCAdad puede aplicarse en todos los tipos de
tumores.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir la deficiencia en la ruta de recombinacion homoéloga (RH) de ADN en un paciente que
padece céancer,

que comprende la etapa de cuantificar el nUmero de reordenaciones en el ADN gendmico de una muestra tumoral
obtenida de dicho paciente, en el que el nimero de reordenaciones corresponde al numero, por genoma, de puntos
de rotura que da como resultado segmentos de al menos 3 megabases, que comprende ademas la etapa de
comparar el numero de reordenaciones por genoma con un umbral, en el que un numero de reordenaciones por
genoma superior a dicho umbral es indicativo de deficiencia en RH.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la deficiencia en la ruta de Recombinacion Homoéloga de
ADN es una inactivacion de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en BRCA1, BRCA2,
PALP2/FANCN, BRIP1/FANCJ, BARD1, RAD51 y paralogos de RAD51 (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2,
XRCC3).

3. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la deficiencia se debe a
mutacion de linea germinal o mutacién somatica de BRCA 1, mutacién de linea germinal con mutacién somatica de
BRCAZ2 o metilacion de promotor de BRCAT.

4. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el cancer se selecciona de
cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pancreas, carcinoma de cabeza y cuello y melanoma.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el cancer es cancer de mama, preferentemente
carcinoma de mama de tipo basal.

6. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el niumero de puntos de rotura
que da como resultado segmentos de al menos 3 megabases por genoma se cuantifica cuantificando el nimero de
variaciones del numero de copias por genoma.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que la cuantificacién del numero de variaciones del numero
de copias por genoma se lleva a cabo por matriz de hibridacion gendémica comparativa (CGH) o matriz de
Polimorfismo de un Unico Nucleétido (SNP).

8. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas la etapa de
evaluar la ploidia de la muestra tumoral.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la ploidia de la muestra tumoral se evalta por un método
seleccionado del grupo que consiste en clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), hibridacion in
situ fluorescente (FISH) y matriz de Polimorfismo de un Unico Nucleétido (matriz de SNP).

10. Un método para predecir la deficiencia en la ruta de recombinacién homéloga (RH) de ADN en un paciente que
padece cancer, que comprende las etapas que consisten en:

- determinar la ploidia de la muestra tumoral;

- cuantificar el numero de reordenaciones en el ADN gendmico de una muestra tumoral obtenida de dicho
paciente;

- comparar el numero de reordenaciones por genoma con un umbral, en el que un numero de reordenaciones
que da como resultado segmentos de al menos 3 megabases superior a dicho umbral es indicativo de deficiencia
en RH

11. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la etapa de cuantificar el
numero de reordenaciones en el ADN gendmico de una muestra tumoral obtenida de dicho paciente y/o la etapa de
evaluar la ploidia de la muestra tumoral se realiza por matriz de SNP.

12. Un método para predecir la eficacia de un tratamiento en un paciente que padece céncer, en el que dicho
tratamiento comprende un inhibidor de PARP y/o un agente alquilante,

y en el que dicho método comprende la etapa que consiste en predecir la deficiencia en la ruta de recombinacion
homodloga (RH) de ADN en dicho paciente de acuerdo con el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
11.

13. Un inhibidor de PARP y/o un agente alquilante para su uso en un método para tratar el cancer en un paciente en
el que se ha predicho que dicho paciente tiene una deficiencia en la ruta de recombinacién homéloga (RH) de ADN
de acuerdo con el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

14. Un inhibidor de PARP y/o un agente alquilante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho
inhibidor de PARP y/o agente alquilante se selecciona del grupo que consiste en iniparib, olaparib, rucaparib, CEP
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9722, MK 4827, BMN-673, 3-aminobenzamida, complejos de platino tales como cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino, clormetina, clorambucilo, melfalan, ciclofosfamida, ifosfamida, estramustina, carmustina, lomustina,
fotemustina, estreptozocina, busulfan, pipobroman, procarbazina, dacarbazina, tiotepa y temozolomida.
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