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METODO DE PREDICCION DE LA RESPUESTA TUMORAL A INHIBIDORES DE LA METILACION DEL ADN

DESCRIPCION
Campo de la técnica

La invencién se refiere a un método para predecir la respuesta tumoral (es decir, sensible o resistente) hacia
inhibidores de la metilacion del ADN.

Técnica anterior

La resistencia al tratamiento quimioterapico es uno de los principales impedimentos que impiden la terapia contra el
cancer satisfactoria (Gottesman M.M. et al., Nature Reviews Cancer 2002; 2, 48-58). Aunque la investigacion ha
desentrafiado las firmas moleculares principales de resistencia a la quimioterapia, incluyendo la inactivacion
intracelular del farmaco (Garattini S. et al., European Journal of Cancer 2007; 43, 271-82), defectos en la reparacion
de apareamientos erroneos en el ADN (Fink D. et al., Clinical Cancer Research 1998; 4, 1-6), evasion de la
apoptosis (Hanahan D. et al., Cell 2000; 100, 57-70), transportadores de membrana (Huang Y. et al., Cancer
Research 2004; 64, 4294-301) y muchos mas, el fracaso de la quimioterapia contra el cancer sigue sin resolverse
frecuentemente. Ademas, un mecanismo de resistencia farmacologica particular definido en sistemas de cultivo
celular y modelos animales no se correlaciona necesariamente con la patologia molecular individual en clinica
(Cimoli G. et al., Biochimica et Biophysica Acta 2004; 1705, 103-20). Esto ha subrayado la importancia fundamental
de investigar las dianas adicionales para sensibilizar a los pacientes con cancer, resistentes a un farmaco particular,
y adaptar los regimenes terapéuticos alternativos para pacientes individuales. Actualmente, la epigenética ha
surgido como uno de los campos mas prometedores que expanden los limites de la oncologia y la metilacion
aberrante del ADN constituye la caracteristica consecuente debido a su implicacion frecuente en todos los tipos de
cancer (Rodriguez-Paredes M. et al., Nature Medicine 2011; 17, 330-39). Analogos de citosina, 5-azacitidina (AZA) y
2’-desoxi-5-azacitidina (DAC) son actualmente uno de los farmacos epigenéticos mas eficaces (Stresemann C. et al.,
International Journal of Cancer 2008; 123, 8-13), que funcionan inhibiendo la expresion de ADN metiltransferasas de
novo, y han mostrado una potencia sustancial en la reactivacién de genes supresores de tumores silenciados por
metilacion aberrante del ADN (Karahoca M. et al., Clinical Epigenetics 2013; 5, 3). Los inhibidores de ADN
metiltransferasas prototipicos, AZA y DAC son uno de los pocos farmacos a los que responden los pacientes que
padecen sindromes mielodisplasicos (MDS) y leucemia mieloide aguda (AML), y han sido aprobados por la Food
And Drug Administration (FDA) y la Agencia Europea del Medicamento (EMA) para el tratamiento de MDS (Saba H.I.
et al., Therapeutics and Clinical Risk Management 2007; 3, 807-17). Aparte de ser terapias establecidas para
tumores malignos mieloides, parecian ser prometedoras en la erradicacion de tumores solidos durante ensayos
clinicos tempranos (Cowan L.A. et al., Epigenomics 2010; 2, 71-86). Sin embargo, como otros farmacos
anticancerigenos, la resistencia a estos agentes hipometilantes es una barrera importante que revierte la terapia
epigenética. La mayoria de los pacientes no responden a la terapia y experimentan resistencia primaria mientras que
los que responden inicialmente adquieren resistencia secundaria y sucumben a la enfermedad, a pesar de la terapia
continuada (Prébet T. et al., Journal of Clinical Oncology 2011; 29, 3322-7). Los mecanismos moleculares que
esclarecen la causa de la resistencia a estos farmacos in vifro son diversos, incluyendo un flujo de entrada
insuficiente del farmaco por transportadores de membrana, deficiencia de la enzima desoxicitidina cinasa requerida
para la activaciéon del farmaco, o desaminacion por citidina desaminada que conduce a un aumento del metabolismo
del farmaco, pero no pueden explicar la resistencia adquirida en pacientes. Ademas, también se ha implementado
que la resistencia secundaria a DAC es probable que sea independiente de la metilacion del ADN y se desarrolla
resistencia independientemente de una desmetilacion persistente (Qin T. et al., PLOS ONE 2011; 6, e23372).
Ademas, es un hecho innegable que la reexpresion de genes supresores de tumores silenciados epigenéticamente
tras el tratamiento con DAC es transitoria (Kagey J.D. et al., Molecular Cancer Research 2010; 8, 1048-59). La
retirada de DAC da como resultado finalmente resilenciamiento génico que conduce a resistencia mientras que la
reexpresion génica sostenida concuerda con la respuesta clinica, apoyando el papel del resilenciamiento génico en
el desarrollo de resistencia farmacolédgica (Hesson L.B. et al., PLOS Genetics 2013; 9, e1003636). Si el foco se pone
sobre el resilenciamiento génico como requisito previo para la resistencia, pone de relieve el dogma central de la
epigenética que expresa que los mecanismos de silenciamiento génico (hipermetilacion del ADN, mutaciones en
complejos de remodelacion de cromatina y modificaciones de histonas postraduccionales multiples) no estan
aislados unos de otros sino interconectados (Grant S. et al., Clinical Cancer Research 2009; 15, 7111-3). En este
contexto, los bromodominios (BRD), médulos efectores de cromatina que reconocen y se unen a motivos de &-N-
acetil-lisina han surgido rapidamente como nuevas dianas excitantes en la busqueda de avance clinico en el cancer
(Muller S. et al., Expert Reviews in Molecular Medicine). El papel de genes de bromodominios multiples en la
restriccion de la propagacion del silenciamiento heterocromatico se ha explorado en el pasado (Jambunathan N. et
al., Genetics 2005; 171, 913-22). Ademas, las proteinas de bromodominios desempefian un papel critico en la
activacion génica mediante el reclutamiento de los factores necesarios para la transcripcion (Josling G.A. et al.,
Genes 2012; 3, 320-43).

La presente invencion expone tales genes que contienen bromodominios y/o proteinas codificadas por el gen, cuya

expresion se regulaba de manera diferencial durante el desarrollo de resistencia, y cuya seleccion como diana
puede sensibilizar a los pacientes que padecen resistencia hacia inhibidores de la metilacién del ADN. Por tanto, la
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presente invencion proporciona un método para determinar la respuesta de los pacientes (es decir, sensible o
resistente) hacia inhibidores de la metilacion del ADN.

Divulgacion de la invencion
La primera realizacién de la invencion es un método para predecir la sensibilidad de un paciente que padece una
enfermedad de cancer a la terapia de inhibidores de la metilacién del ADN, que comprende determinar in vitro en las

células cancerosas tomadas del paciente y comparar con los valores para el tipo de células original

- el nivel de expresion del gen BRD4, en el que la disminucion en la expresion determina resistencia, opcionalmente
en combinacion con uno o mas o todos de los genes adicionales seleccionados del grupo que comprende:

Gen Cambio en la expresién que determina resistencia
ASH1L aumento
ATAD2 disminucién
BAZ1B disminucién
BAZ2A aumento
BAZ2B disminucién

BRD1 disminucién
BRD2 aumento
BRD3 aumento
BRD7 disminucién
BRD8 disminucién
BRWD1 aumento
CECR2 aumento
CREBBP aumento
EP300 aumento
KAT2A aumento
KAT2B aumento
KMT2A aumento
SMARCA2 aumento
SP100 aumento
SP110 aumento
TRIM66 disminucién
ZMYND8 disminucién
ZMYND11 disminucién

y posteriormente determinar la resistencia o sensibilidad del paciente hacia dicho tratamiento basandose en la
informacién proporcionada anteriormente.

El cambio en el nivel de expresion (regulacion por incremento o regulacion por disminucién) de los genes y/o las
proteinas codificadas por los genes, enumerados en la tabla relevante se observé repetidamente en varias lineas
celulares resistentes a farmacos en comparacion con su homologo sensible a farmacos genéticamente idéntico, y es
por tanto el indicador de resistencia hacia el inhibidor de la metilacion del ADN, 2’-desoxi-5-azacitidina (DAC).
Preferiblemente, se determina el nivel de expresion de una combinacion de BRD4 con al menos dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez genes que contienen bromodominios. Lo mas preferiblemente, se determina el
nivel de expresion de todos los genes enumerados en el presente documento que contienen bromodominios y/o el
nivel de expresion de todas las proteinas que contienen bromodominios enumeradas en el presente documento.

El método de determinaciéon de la resistencia es particularmente Gtil en canceres seleccionados de carcinomas,
sarcomas, melanomas, linfomas y leucemia.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Actividad antitumoral de DAC y (+)-JQ1. La disminucion del efecto en veces y una razén T/C menos
significativa para DAC indican claramente resistencia de HCT116-Rpac (efecto en veces 1,3, p < 0,05) en
comparacion con HCT116 original (efecto en veces 2,9, p < 0,001), contrariamente, el aumento en efecto en veces
para (+)-JQ1 indica mayor sensibilidad de HCT116-Rpac (efecto en veces 1,7, p < 0,001) en comparacién con
HCT116 original (efecto en veces 1,6, p < 0,05).

Ejemplos para llevar a cabo la invencion

Cultivo celular

Para estudiar el mecanismo de resistencia hacia el inhibidor de la metilacion del ADN, 2’-desoxi-5-azacitidina, se us6
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la linea celular de cancer colorrectal humano (HCT116), células de leucemia promielocitica humana (HL-60) y la
linea celular de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) obtenidas de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(Manassas, VA). Se cultivaron las lineas celulares en medios de crecimiento completos (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO), complementados con suero bovino fetal (FBS, PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Alemania), penicilina 100 U/ml
(Biotika, Slovenska L’'upca, Republica de Eslovaquia) y estreptomicina 50 pg/ml (Sigma-Aldrich), y se mantuvieron
los cultivos a 37°C y el 5% de CO-, en un incubador humidificado. La linea celular, HCT116, se hizo crecer en medio
5A de McCoy complementado con FBS al 10% y L-glutamina 3 mM (Sigma-Aldrich), se hizo crecer HL-60 en medio
de Dulbecco modificado por Iscove con FBS al 20% y se hizo crecer MCF-7 en medio RPMI-1640 con FBS al 10%.

Desarrollo de lineas celulares resistentes

Las lineas celulares HCT116 resistentes a DAC se desarrollaron usando dos métodos. Método de adaptacion: se
trataron inicialmente las células con una concentracion 1x Clso del farmaco (0,28 uM; prueba de MTT de 5 dias) que
se aumenté gradualmente con la adaptacion de resistencia hasta 10x Clsp en pases posteriores. Método de
seleccién rapida: se expusieron directamente las células a una concentracion 5x Clso del farmaco que se dobld
adicionalmente hasta 10x Clso. Tras la exposicion a largo plazo de las células a una dosis citotdxica del farmaco, se
determind que la poblacién general era resistente. La clonacién de la poblacién celular resistente dio como resultado
seis lineas celulares resistentes, R1.1, R1.2, R1.3, R1.4 (aisladas mediante el método de adaptacién) y R2.1, R2.2
(aisladas mediante el método de seleccion rapida).

Para la validacion cruzada de datos obtenidos a partir de estudios comparativos de células originales y resistentes
HCT116, se desarrollaron adicionalmente las lineas celulares MCF-7 y HL-60 resistentes a DAC. Se desarrollaron
células MCF-7 resistentes usando el método de adaptacion, en donde se trataron las células con DAC 0,5 uM que
se aumentd gradualmente hasta 5 uM con adaptacion de la resistencia. Sin embargo, se obtuvieron células HL-60
resistentes a DAC como un obsequio del autor (Qin T. et al., Blood 2009; 113, 659-67) y se seleccionaron
adicionalmente en el laboratorio mediante tratamiento con DAC 5 pM.

Se confirmé la resistencia a DAC mediante el ensayo de supervivencia celular basado en MTT y se calculd el indice
de resistencia como el aumento en veces en la Clso de las lineas celulares resistentes en comparacion con el control
sin tratar. Todas las lineas celulares resistentes eran >100 mM resistentes a DAC.

Transcriptémica basada en secuenciacion del ARN (ARN-sec)

La secuenciacion del ARN (ARN-sec) que utiliza plataformas de secuenciacion de alto rendimiento ha surgido como
un método poderoso para descubrir, obtener el perfil y cuantificar el transcriptoma facilitando mediciones
relativamente no sesgadas de expresiones génicas y de transcritos, la capacidad para medir expresiones
especificas de alelo y exdn, y para detectar la transcripcion de exones no anotados que conduce a la identificacion
de transcritos poco comunes y novedosos (Pickrell J.K. et al., Nature 2010; 464, 768-72).

Preparacion de muestras/construccion de una biblioteca de ADNc:

Se hicieron crecer la linea celular original HCT116 y cada una de las seis lineas celulares resistentes en placas de
Petri con una cobertura mayor del 80%. Se homogeneizaron las células usando 1 ml de reactivo TRI (trizol) por
10 cm? del cultivo de monocapa y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min, para permitir la disociacion
completa de complejos de nucleoproteina. Se transfirieron los homogenados a tubos de microcentrifuga de 1,5 mly
se extrajo el ARN total mediante un método de extraccion organica segun el protocolo del fabricante (kit Ambion
RiboPure, Life Technologies, Carlsbad, CA). Se analizé la integridad de las muestras de ARN obtenidas (kit RNA
6000 Nano de Agilent, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) usando un bioanalizador Agilent 2100. Se usaron 0,1-
4 ug del ARN total y se construyd la biblioteca de ADNc segun el protocolo del fabricante (kit de preparacion de
muestras de ARNm TruSeq Stranded, lllumina, San Diego, CA). En resumen, se purificaron las moléculas de ARNm
que contenian poli-A usando perlas magnéticas unidas a oligos poli-T en dos rondas de purificacion que incluia
fragmentacion del ARN y cebado con hexameros al azar. Los fragmentos de ARN escindidos se transcribieron de
manera inversa (transcriptasa inversa RevertAid H Minus, Thermo Scientific, Waltham, MA) para dar ADNc de
primera hebra seguido por sintesis de ADNc de segunda hebra. Se completo la sintesis de ADNc con un control de
“reparacion de extremos” a -20°C. Se afiadié un Unico nucleétido “A” en los extremos 3’ de los fragmentos romos
seguido por la ligacion de adaptadores de indexacion miltiples. Los fragmentos de ADN con moléculas adaptadoras
en ambos extremos se enriquecieron selectivamente y se amplificaron mediante PCR. Se validé y cuantificd la
biblioteca de ADNc asi preparada (kit de ADN de alta sensibilidad de Agilent, Agilent Technologies) usando el
bioanalizador Agilent 2100. Finalmente, se agruparon juntas las muestras con diferentes indices para la
secuenciacion.

Secuenciacion del ARN, alineacién e identificacion de variantes:

Se secuenci6 el transcriptoma mediante secuenciaciéon masiva en paralelo de firmas (MPSS) usando el sistema de
secuenciacion de rendimiento ultraalto de lllumina, HiSeq 2500. Las lecturas generadas a partir del experimento de
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sec. del ARN se alinearon con el genoma de referencia humano anotado (HG19) usando Tophat 2 (Trapnell C. et al.,
Bioinformatics 2009; 25, 1105-11) y se contaron las que se alienaban con exones, genes y uniones de corte y
empalme. Se fijo la tolerancia para permitir un maximo de dos apareamientos erréneos durante una alineacion y se
descontaron las lecturas que se alineaban con multiples ubicaciones gendmicas. Se identificaron variantes (cSNP,
indels y uniones de corte y empalme) tras la alineaciéon mediante SAMtools (Li H. et al., Bioinformatics 2009; 25,
2078-79) y se anotaron mediante ANNOVAR (Wang K. et al., Nucleic Acids Research 2010; 38, e164). Para la
cuantificacion de la expresion al nivel de transcritos y genes, se uso el paquete HTSeq (Python) y se notificaron
expresiones diferenciales tras la normalizacion de los datos y la evaluacion estadistica usando el paquete DESeq
(biblioteca R). Se determind la significacion estadistica mediante la prueba binomial y se fij6 el umbral de
significacion a 0,01.

Protedmica basada en espectrometria de masas

Aunque los estudios de transcriptdmica proporcionan una perspectiva de los papeles del ARN y la expresion génica,
es en Ultima instancia el cambio en el nivel de expresiones de proteinas lo que afecta a las funciones bioldgicas. El
marcaje con isotopos estables de aminoacidos en cultivo celular (SILAC) acoplado con espectrometria de masas
habia evolucionado como una herramienta inestimable en la identificacion y el desarrollo de biomarcadores
novedosos, al facilitar la cuantificacion de niveles de proteinas diferenciales en estados normal y fisiopatoldgico
(Mann M., Nature Reviews Molecular Cell Biology 2006; 7, 952-58).

SILAC/Preparacion de lisados:

La linea celular original, HCT116 se cultivd en medio SILAC (Thermo Scientific) sustituido con Lys-'3Cs y Arg-'3Ce
pesadas y FBS dializado (Sigma-Aldrich) durante aproximadamente 8 duplicaciones hasta alcanzar el marcaje
completo. Entonces se mezclé la linea celular original marcada con cada una de las lineas celulares resistentes no
marcadas en una razon 1:1. Se lavd dos veces la mezcla de células asi preparada con 1x PBS enfriado con hielo
con inhibidores [inhibidores de fosfatasa (pirofosfato de sodio 5 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, fluoruro de sodio
5 mM), inhibidores de proteasa (fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, coctel de inhibidores de proteasa; Sigma-
Aldrich)] seguido por un lavado con 1x PBS sin inhibidores, tras lo cual se lisaron las células usando 200 pl de
tampon de lisis SILAC enfriado con hielo (Tris-HCI 20 mM, urea 7 M, DTT 10 mM, Triton X-100 al 1%, SDS al 0,5%)
por 2 x 107 células. Entonces se sonicaron los lisados usando un sonificador Branson Digital y se clarificaron
mediante centrifugacion a 14.000 rpm durante 10 min y se almacenaron los sobrenadantes clarificados a -80°C.

Fraccionamientol/digestion en gel enzimatica:

Se fraccionaron lisados celulares (100 pl) mediante el peso molecular en gel de LDS-Tris-glicina al 12% a través de
una matriz de gel cilindrica mediante electroforesis en gel de elucién continua (Mini Prep Cell, Bio-Rad, Hercules,
CA) a potencia constante de 1 W durante 3-4 horas. Tras la electroforesis, se expulsé el gel del tubo y se fijo (acido
acético al 10%, etanol al 35%), seguido por enjuague con H.O Milli-Q. Usando un bisturi limpio, se corté el trozo de
gel de 90 mm en 20 rodajas (~4,5 mm cada una) que se cortaron adicionalmente en pequefios trozos (~1 mm?) y se
transfirieron a tubos de microcentrifuga de 1,5 ml. Se deshidrataron los trozos de gel con ACN (acetonitrilo)
mediante sonicacion durante 5 min, seguido por reduccién con tris-(2-carboxietil)fosfina 50 mM a 90°C durante
10 min. Se deshidraté el gel reducido de nuevo, seguido por alquilacion con IAA (yodoacetamida) 50 mM recién
preparada durante 60 min en la oscuridad. Tras la alquilacién, se deshidrato el gel dos veces con cambios de ACN y
H>O (para garantizar la eliminacién completa de 1AA), seguido por deshidratacion con ACN al 50% por ultimo.
Finalmente, se sometié el gel a digestion enzimatica mediante incubacion durante la noche a 37°C con tampon
tripsina (Trypsin Gold, Promega, Madison, WI) preparado segun el protocolo del fabricante. Tras la digestion en gel
de las proteinas, se extrajeron las mezclas de péptidos deshidratando el gel [TFA (acido trifluoroacético) al 0,1%,
ACN al 80%)] seguido por rehidratacion (TFA al 0,1%) y deshidratacion con ACN al 50% por ultimo. Se concentré el
tampon de extraccion antes la evaporacion completa y se resuspendieron las mezclas de péptidos (5 pl de ACN al
80%, TFA al 0,1%) y se diluyeron (145 ul de TFA al 0,1%). Se cargaron 150 ul de las muestras de péptidos sobre la
columna (MacroTrap, MICHROM Bioresources Inc., Auburn, CA) y se desalaron (TFA al 0,1%), seguido por elucion
(TFA al 0,1%, ACN al 80%). Tras la purificacion, se evapor6 completamente el tampon de elucion y se
resuspendieron los péptidos purificados en la fase movil A [ACN al 5%, FA (acido férmico) al 0,1%)] para el analisis
de CL-EM.

CL-EMIEM:

Se cargaron 20 ul de muestras de péptidos en la fase moévil A sobre la columna de atrapamiento (Acclaim
PepMap100 C18, 3 um, 100 A, 75 pm d.i. x 2 cm, nanoViper, Thermo Scientific) en un sistema UltiMate 3000
RSLCnano (Thermo Scientific) para la concentracion previa y la desalacion, a la velocidad de flujo de 5 pl/min. La
columna de atrapamiento a su vez se conectdé directamente con la columna de separaciéon (PepMap C18, 3 um,
100 A, 75 pm d.i. x 15 cm, Thermo Scientific) en EASY-Spray (Thermo Scientific), y se eluyeron los péptidos
separados mediante cromatografia de fase inversa con 100 min de gradiente lineal de desde el 5 hasta el 35% de
fase movil B (ACN al 80%, FA al 0,1%), a la velocidad de flujo de 300 nl/min y una temperatura de columna de 35°C.
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Tras el gradiente, se lavd la columna con fase mévil B y se reequilibré con fase movil A. Para la adquisicion de
espectros de masas, se acopld la cromatografia de liquidos de alto rendimiento a un espectrometro de masas
Orbitrap Elite Mass Spectrometer (Thermo Scientific) y se adquirieron los espectros de una manera dependiente de
los datos con un conmutador automatico entre barridos de EM y EM/EM usando un método de los 20 superiores. Se
adquirieron espectros de EM usando un analizador Orbitrap con un intervalo de masa de 300-1700 Da y un valor
objetivo de 10° iones mientras que se adquirieron los espectros de EM/EM usando un analizador trampa de iones a
un valor objetivo de 10* iones. Se realizo la fragmentacion de péptidos usando el método CID y se fijé el umbral de
seleccion de iones a 1000 cuentas.

Analisis de datos:

Se analizaron los archivos de EM sin procesar mediante MaxQuant version 1.4.1.3 (Cox J. et al., Nature
Biotechnology 2008; 26, 1367-72) y se realizaron busquedas de los espectros de EM/EM usando el motor de
busqueda Andromeda (Cox J. et al., Journal of Proteome Research 2011; 10, 1794-1805) en las bases de datos
UniprotkB / Swiss-Prot-human (generadas a partir de la versién 2013_09) que contenian secuencias directas e
inversas. Se incluyo la base de datos adicional de 248 contaminantes comunes durante la busqueda (Geiger T. et
al., Molecular & Cellular Proteomics 2012; 11, M111.014050). Se realizé la calibracion de masas usando los
resultados de la busqueda inicial con una tolerancia de masas de precursor de 20 ppm, sin embargo, en la busqueda
con Andromeda principal, la masa de precursor y la masa de fragmento se fijaron a la tolerancia de 7 ppm y 20 ppm
respectivamente. Se incluyeron la modificacion fijada de carbamidometilcisteina y las modificaciones variables de
oxidaciéon de metionina y acetilacién N-terminal para la busqueda en las bases de datos. Se usaron marcadores de
SILAC, R6 y K6 para el analisis de datos de SILAC. La busqueda se basé en la regla de escision enzimatica de
tripsina/P y se permiti6 un maximo de dos escisiones erroneas. Se fij6 la longitud de péptido minima a seis
aminoacidos y se requeria al menos un péptido Unico para identificacion de proteinas. La tasa de falso
descubrimiento (FDR) para la identificacion de péptido y proteina se fijé a 0,01.

Se realizdé el analisis bioinformatico con Perseus version 1.4.1.3. Se realizaron filtraciones para erradicar las
identificaciones a partir de las bases de datos de la secuencia inversa y los contaminantes comunes y para excluir
proteinas con < 3 valores validos (so6lo se consideraron péptidos cuantificados en tres mediciones). Se suministro la
anotacion categoérica en forma de proceso bioldgico de Gene Ontology (GO), funcién molecular y componente
celular. Para la cuantificacion de la expresion diferencial, se transformaron los datos a log 2 y se normalizaron
restando la mediana de cada columna. Se calcul6 el cambio en veces como la media de tres valores y se determind
la significacion calculando el valor de p con una correccién de pruebas de hipotesis multiples de Benjamini-Hochberg
basada en un umbral de FDR de 0,05.

Determinacion de la resistencia cruzada /| sensibilidad

Se realizé un ensayo de supervivencia celular basado en MTT en cualquier caso, ya sea para determinar la
resistencia cruzada de las lineas celulares resistentes a DAC hacia inhibidores de ADN metiltransferasas, histona
acetiltransferasas, histona metiltransferasas, histona deacetilasas e histona desmetilasas, o para determinar su
sensibilidad hacia inhibidores de bromodominios BET selectivos.

El método se basa principalmente en la reduccién de sal de tetrazolio de color amarillo, bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetetrazolio (MTT) para dar cristales de formazan de color purpura insolubles mediante
enzimas oxidorreductasa dependientes de NAD(P)H en mitocondrias de la célula viable. La intensidad del color
purpura producido en la solubilizaciéon de los cristales de formazan es directamente proporcional al nimero de
células viables (Meerloo J.V. et al., Methods in Molecular Biology 2011; 731, 237-45).

Para determinar la Clsp de los farmacos epigenéticos (Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido), se realizaron cuatro
experimentos independientes usando pocillos por triplicado de placas de 96 pocillos. Se sembraron en placa las
células en 80 ul de medio en cada uno de los pocillos experimental y de control, seguido por adicién de 20 pl de
medio con una concentracion de farmaco de cinco veces a los pocillos experimentales. Se incluyeron los pocillos
con medio solo ademas como blanco para las lecturas de absorbancia. Tras 72 h de tratamiento con farmaco, se
afnadieron 10 ul de MTT (Sigma-Aldrich) preparado en 1x PBS (5 mg/ml) a todos los pocillos incluyendo el blanco y
el control, y se incubaron hasta que eran visibles los cristales de formazan purpuras, tras lo cual se afiadieron 100 pl
de detergente (SDS al 10%, pH: 5,5) y se incubaron las placas durante la noche para solubilizar el formazan y el
material celular. Se leyé la absorbancia de MTT a 540 nM usando el lector Labsystems iEMS MF, y se determinaron
los valores de Clsp usando el software Chemorezist (IMTM, Palacky University, Olomouc, Republica Checa).

Se determiné la resistencia cruzada como el aumento en veces, mientras que se determiné la sensibilidad como la
disminucion en veces en la Clsp de los farmacos para las lineas celulares resistentes en comparacion con su
homologo sensible a farmacos genéticamente idéntico.

Actividad antitumoral de DAC y (+)-JQ1

Para la validacion in vivo de la resistencia de HCT116 hacia DAC y la sensibilidad de tumores resistentes a DAC al
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tratamiento con (+)-JQ1, se estudio la actividad antitumoral de DAC y (+)-JQ1 en HCT116 original frente al clon
celular resistente R1.4 (HCT116_Rpac). Se establecieron xenoinjertos en ratones SCID hembra de 11-12 semanas
de edad, se inocularon con 5 x 108 células, por via s.c. en ambos lados del térax. Tras 2 semanas, los tumores
podian palparse (volumen tumoral promedio de 20 mm?®) y se asignaron los ratones a cuatro grupos (8
ratones/grupo). Grupo I: control de vehiculo para DAC (10:90, DMSO: PBS) y grupo II: DAC, 2,5 mg/kg mediante
inyeccion i.p. una vez al dia durante 14 dias (5 dias con inyeccion, 2 dias de descanso), 10 dosis totales. Grupo lI:
control de vehiculo para (+)-JQ1 (5:95, DMSO:2-hidroxipropil-B-ciclodextrina al 10%) y grupo IV: (+)-JQ1, 50 mg/kg
mediante inyeccion i.p. una vez al dia durante 28 dias (5 dias con inyeccion, 2 dias de descanso), 20 dosis totales.
Se midieron diariamente los pesos corporales de los animales y se recogieron datos de volumen tumoral dos veces
a la semana. Se sacrificaron los ratones cuando el peso corporal disminuy6é >20% del peso inicial. Todo el trabajo
con animales se realizd segun protocolos de IACUC aprobados.

Para determinar la actividad antitumoral de los farmacos, DAC y (+)-JQ1, se transformaron los datos de volumen
tumoral para cada grupo en volimenes tumorales relativos seguido por calculo de la razén de tratamiento con
respecto a control (razén T/C) para cada punto de tiempo. Se usaron adicionalmente las razones T/C durante el dia
0 - 21 para calcular aAUC para cada farmaco. (Jianrong Wu. Et al., Pharmaceutical statistics 2010; 9, 46-54). Se
usaron los valores de aAUC asi obtenidos para definir la resistencia (para DAC) y el indice de sensibilidad [para (+)-
JQ1] de HCT116_Rpac en comparacion con HCT116 original. Se determind la significacion estadistica de los datos
calculando el valor de p de arranque, n=10000, prueba unilateral de HO: razén T/C = 1, H1: razén T/C <1 (Jianrong
Wu., Journal of Biopharmaceutical Statistics 2010; 20, 954-64). Tras el dia 21, la significacion estadistica no puede
medirse con exactitud debido a la disminucion de la supervivencia de los animales en el grupo de control.

Resultados:

Se realizaron estudios de expresion génica y de proteinas a los niveles de ARN y proteina respectivamente. Para los
estudios de expresion génica, se uso la secuenciacion masiva en paralelo de firmas (MPSS) y se mapearon las
secuencias generadas a partir del experimento de ARN-sec en el genoma de referencia humano anotado (HG9)
seguido por cuantificacion de expresiones génicas y de transcritos, mientras que, para los estudios de expresion de
proteinas, se usd marcaje con is6topos estables de aminoacidos en cultivo celular (SILAC) y se cuantificaron las
expresiones de proteinas usando espectrometria de masas.

Para notificar las expresiones diferenciales, se comparé cada una de las lineas celulares resistentes a farmacos,
HCT116-Rpac (R1.1, R1.2, R1.3, R1.4 y R2.1, R2.2) con su homélogo sensible a farmacos genéticamente idéntico o
la linea celular original, HCT116. Los valores se representan como cambios en veces. Los valores positivos indican
regulacion por incremento y los valores negativos indican regulacion por disminucion. Los datos se generan a partir
de tres experimentos independientes y son estadisticamente significativos (valor de p <0,05).

Cambio en la expresién que determina Cambio en veces.promedio en lineas celulares
Gen resistencia resistentes a DAC
R1.1 R1.2 R1.3 R1.4 R2.1 R2.2
ASH1L aumento 0,52
ATAD2 disminucién -0,67 -0,64
BAZ1B disminucién -0,40
BAZ2A aumento 0,33 0,33 0,38
BAZ2B disminucién -0,92
BRD1 disminucién -0,48 | -0,52
BRD2 aumento 0,31 0,02 0,03 0,04 0,19
BRD3 aumento 0,36 0,43 1,02 0,43 0,76 1,07
BRD4 disminucién -0,46 0,02 -0,33 | -0,51 -0,23 0,04
BRD7 disminucién -0,55
BRD8 disminucién -0,44 | -0,35 -0,47 | -0,67 | -0,50
BRWD1 aumento 0,66
CECR2 aumento 0,73
CREBBP aumento 0,35 0,40
EP300 aumento 0,35
KAT2A aumento 0,37 0,47 0,40 0,43
KAT2B aumento 0,62
KMT2A aumento 0,45
SMARCA2 aumento 0,71 0,73 0,69 0,98 0,76 1,17
SP100 aumento 0,77 0,59 0,99 0,51 ,
SP110 aumento 0,85 0,58 1,29 ,
TRIM66 disminucién -0,60 | -0,55
ZMYND8 disminucién -0,50 | -0,50
ZMYND11 disminucién -0,55 -0,43
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Se determind la resistencia cruzada hacia inhibidores epigenéticos sometidos a prueba usando un ensayo de
supervivencia celular basado en MTT y se calcul6 el indice de resistencia como la razon de valores de Clso de las
lineas celulares resistentes con respecto a su homologo sensible a farmacos genéticamente idéntico.

Los valores en la tabla representan la Clsp media en uM calculada a partir de cuatro experimentos independientes,
cada uno realizado por triplicado (D.E., £0 - £9,74) y los valores entre paréntesis representan los cambios en veces.
Se determind la significacion experimental usando Anova de un factor con prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni (*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005).

Valores de Clsp medios en uM (cambios en veces)
HCT116 R1.1 R1.2 R1.3 R1.4 R2.1 R2.2
>100 >100 5100 | >100 (>357) | >100 >100
DAC 0128 (>357) *kk (>357) *kk (>357) *kk *k%k (>357) *kk (>357) *kk
9,36 (3,10) | 11,69 10,57 | 14,86 (4,92) | 12,28 14,47
AZA 3102 *kk (3,87) kK (3’50) kK *kk (4’07) kK (4’19) ok
Zebularina | 84,16 100 100 100 100 100 100
) (1’19) *k%k (1’19) *k%k (1’19) *k%k (1’19) *kk (1’19) *k%k (1’19) *k%k
Acido 018 | 12827 126,92 124,80 122,50 124,23 124,71
ancérdico : (1,07) (1,06) (1,04) (1,02) (1,03) (1,04)
4510 50,59 4752 | 51,28(1,53) | 51,02 | 55(1,64)
C646 33,45 (1,35) 50" | (1,42~ * (1,52) **
BIX-01294 2,55 3(1,47) | 302(1L19) 1597 (1.16) | 305(1,20) g eég)o 3,22 (1,26)
DZNep 052 | 25(30.34) | 25(30,34) | 25(30,34) | 25(3034) | 25 (30,34) | 25 (30,34)
.. 0,0031 0,0049 0,0033 0,0031 0,0054 0,0073
Romidepsina |  0,0028 (1,14) (1,77) (1,18) (1,14) (195)* | (2.64)***
Vormostat oo | 084 (1:24) | 094(139) | 086 (1,28) | 092 (137) (ﬁ),ﬁ) 0,60 (1.19)
GSK J4 228 | 345(1,52) | 2,95(1,30) | 3,18 (1,39) | 3,05 (1,34) (21’%1*** 4,25 (1.87)
41,56 63,56 53,18 | 58,05(1,06) | 50,16 57,02
10X1 29156 (1’41) ok (2’15) ok (1,80) kK *kk (1’70) ok (1’93) ok

Se determind la sensibilidad hacia inhibidores de bromodominios usando el ensayo de supervivencia celular basado
en MTT y se calculd el indice de sensibilidad como la razén de valores de Clsp de la linea celular original con
respecto a su homalogo resistente a farmacos gen éticamente idéntico o las lineas celulares resistentes.

Los valores en la tabla representan la Clsp media en uM calculada a partir de cuatro experimentos independientes,
cada uno realizado por triplicado (D.E., +0,88 - £1,09) y los valores entre paréntesis representan los cambios en
veces. Se determind la significacion experimental usando Anova de un factor con prueba de comparaciones
multiples de Bonferroni (*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005).

Valores de Clsp medios en uM (cambios en veces)
HCT116 R1.1 R1.2 R1.3 R1.4 R2.1 R2.2
(+)-JQ1 3,5 0.73 481 | 347 (1,10 | 042(843) | 0.78 (2:48) | 0.76 (160) | 545 (1,12)
1-BET 151 | 523 | 268(1.99) | 548(101)| 160328) | 358146y~ | 316165 | 540 0,97)

Se confirmé adicionalmente la sensibilizacién de células cancerosas resistentes a DAC mediante inhibicion de
bromodominios en las lineas celulares MCF-7 y HL-60, original frente a resistente a DAC (Rpac). Aunque la
sensibilidad de MCF-7_Rpac frente a MCF-7 y HL-60_Rpac frente a HL-60, hacia (+)-JQ1 no es estadisticamente
significativa, los resultados muestran aparentemente que el tratamiento con (+)-JQ1 puede superar una alta
resistencia a DAC.

Valores de Clsp medios en uM (cambios en veces)
MCEF-7 MCF-7_Ropac HL-60 HL-60_Rpac
DAC 0,238 >100 (>421) *** 0,078 >100 (>1289) ***
(+H)-JQ1 0,129 0,120 (1,07) 0,134 0,132 (1,01)

Se estudié la actividad antitumoral de DAC y (+)-JQ1 en modelo de ratén con xenoinjerto de carcinoma colorrectal,
HCT116 original frente a homologo resistente a farmacos, HCT116-Rpac. La figura 1A muestra los graficos de
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medicion del tiempo para la actividad antitumoral de DAC y (+)-JQ1 en comparacién con control de vehiculo para
cada farmaco, en HCT116 y HCT116-Rpac. Los datos son volumen tumoral relativo + EEM. La figura 1B muestra los
graficos de aAUC (razén T/C) que comparan la HCT116 original frente a HCT116-Rpac.

Aplicabilidad industrial

Los genes que contienen bromodominios dados a conocer en la presente invencion pueden usarse como
biomarcadores para predecir la respuesta clinica hacia la terapia epigenética que selecciona como diana la
metilacion aberrante del ADN. El nivel variable de expresiones de los genes puede usarse como fundamento para
diferenciar entre los pacientes que responden y los que no responden. Esto proporciona la accesibilidad del método
de prediccion y la personalizacion de la terapia.

Los pacientes que no responden a los inhibidores de la metilacion del ADN y padecen resistencia primaria pueden
eliminarse rapidamente del tratamiento ineficaz. Esto proporcionara el beneficio de que tales pacientes escapen de
los efectos secundarios relativos que podrian asociarse con el farmaco, el coste redundante de la terapia y sugiere
otro posible protocolo de tratamiento a tiempo.
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REIVINDICACIONES

Método para predecir la sensibilidad de un paciente que padece una enfermedad de cancer a la terapia de
inhibidores de la metilacién del ADN, que comprende determinar in vitro en células cancerosas tomadas del
paciente y comparar con los valores para el tipo de células original

- el nivel de expresion de BRD4, en el que la disminucidon en la expresion determina resistencia,
opcionalmente en combinacién con uno o mas o todos de los genes adicionales seleccionados del grupo
que comprende:

Gen Cambio en la expresién que determina resistencia
ASH1L aumento
ATAD2 disminucién
BAZ1B disminucién
BAZ2A aumento
BAZ2B disminucién

BRD1 disminucién
BRD2 aumento
BRD3 aumento
BRD7 disminucién
BRD8 disminucién
BRWD1 aumento
CECR2 aumento
CREBBP aumento
EP300 aumento
KAT2A aumento
KAT2B aumento
KMT2A aumento
SMARCA2 aumento
SP100 aumento
SP110 aumento
TRIM66 disminucién
ZMYND8 disminucién
ZMYND11 disminucién

Método segun la reivindicacion 1, en el que se determina el nivel de expresion de una combinacion de
BRD4 con al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez genes que contienen
bromodominios enumerados en el presente documento.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células cancerosas se
derivan de un cancer seleccionado de carcinomas, sarcomas, melanomas, linfomas y leucemia.
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