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DESCRIPCION
Prueba de Papanicolaou para canceres de ovario y de endometrio

La presente invencion se realizé con fondos del Instituto Nacional del Cancer y de los Institutos Nacionales de la
Salud. El gobierno de los Estados Unidos conserva ciertos derechos segun los términos del contrato del NCI,
NO1-CN-43309 y las subvenciones de los NIH, CA129825 y CA43460.

SECTOR TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al area del cribado del cancer. En particular, se refiere a los canceres de ovario y de
endometrio.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Desde la introduccion de la prueba de Papanicolaou, la incidencia y la mortalidad del cancer de cuello uterino en
poblaciones cribadas se ha reducido en mas de un 75 % (1, 2). En contraste, las muertes por canceres de ovario y
de endometrio no han disminuido sustancialmente durante ese mismo periodo de tiempo. Como resultado, mas de
69.000 mujeres en los Estados Unidos seran diagnosticadas con cancer de ovario y de endometrio en 2012. Aunque
el cancer de endometrio es mas comun que el cancer de ovario, este Ultimo es mas mortal. En los Estados Unidos
se espera que aproximadamente 15.000 y 8.000 mujeres mueran cada afno de cancer de ovario y de endometrio,
respectivamente (tabla 1). En todo el mundo, se esperan mas de 200.000 muertes por estos tumores solo este
ano (3, 4).

En un esfuerzo por replicar el éxito del cribado del cancer de cuello uterino, se han ideado varios enfoques para la
deteccion temprana de los canceres de endometrio y de ovario. Para los canceres de endometrio, los esfuerzos se
han centrado en la citologia y la ecografia transvaginal (TVS). La citologia puede indicar, de hecho, una neoplasia
dentro del Gtero en algunos casos, aunque con baja especificidad (5). La TVS es una técnica no invasiva para medir
el grosor del endometrio basada en el hecho de que los endometrios que albergan un cancer son mas gruesos que
los endometrios normales (6). Al igual que con la citologia, la medicion de cribado del grosor endometrial
utilizando TVS carece de especificidad suficiente porque las lesiones benignas, tales como los poélipos, también
pueden producir un endometrio engrosado. Por consiguiente, ni la citologia ni la TVS cumplen los requisitos para
una prueba de cribado (5, 7).

Se han hecho esfuerzos alin mayores para desarrollar una prueba de cribado del cancer de ovario, utilizando niveles
séricos de CA-125 y TVS. CA-125 es una glucoproteina transmembrana de alto peso molecular expresada por
epitelios derivados de celémicos y millerianos que es elevada en un subconjunto de pacientes con cancer de ovario
con enfermedad en estadio temprano (8). La especificidad de CA-125 esta limitada por el hecho de que también es
elevada en una variedad de afecciones benignas, tales como la enfermedad inflamatoria pélvica, la endometriosis y
los quistes de ovario (9). La TVS puede visualizar el ovario pero solo puede detectar tumores grandes y no puede
distinguir definitivamente tumores benignos de tumores malignos. Se han realizado varios ensayos clinicos de
cribado utilizando CA-125 sérica y TVS, pero ninguno ha demostrado un beneficio de supervivencia. De hecho,
algunos han mostrado un aumento en la morbilidad en comparacion con los controles debido a que las pruebas
falsas positivas desencadenan una evaluacién adicional mediante laparoscopia o laparotomia exploratoria (10-12).
El documento US2005/136405A1 sugiere un método para detectar biomarcadores de cancer de ovario o cancer de
endometrio en un frotis de Papanicolaou. Sin embargo, no proporciona ninguna informacion técnica sobre como
identificar mutaciones raras relacionadas con el cancer de ovario o endometrio en muestras de cuello uterino.

Por consiguiente, la U.S. Preventative Services Task Force, la American Cancer Society, el American Congress of
Obstetricians and Gynecologists, asi como la National Comprehensive Cancer Network, no recomiendan el cribado
de rutina para los canceres de endometrio u ovario en la poblacién general. De hecho, estas organizaciones
advierten que "los dafios potenciales son mayores que los beneficios potenciales” (13-16). Se ha hecho una
excepcion a esta recomendacion para pacientes con una predisposicién hereditaria al cancer de ovario, tales como
aquellas con mutaciones de linea germinal en un gen BRCA o aquellas con sindrome de Lynch. Se recomienda que
las portadoras de la mutacion BRCA se sometan a un cribado cada 6 meses con TVS y CA-125 sérica, a partir de
una edad relativamente temprana. Las pautas de cribado para las mujeres con sindrome de Lynch incluyen el
muestreo endometrial anual y las TVS entre los 30 y los 35 afios (15, 17).

La mortalidad asociada con neoplasias ginecolégicas no detectadas ha hecho que el desarrollo de una herramienta
de cribado efectiva sea una alta prioridad. Una observacién importante que inspir6 el estudio actual es que las
mujeres asintomaticas ocasionalmente presentan células glandulares atipicas (AGC) detectadas en una muestra de
citologia como parte de su procedimiento rutinario de cribado del cancer de cuello uterino. Aunque las AGC se
asocian con enfermedad premaligna o maligna en algunos casos (18-22), a menudo es dificil distinguir las AGC que
surgen de cancer endocervicouterino, de endometrio o de ovario entre si o de afecciones méas benignas. Existe una
necesidad continua en la técnica de detectar estos canceres en un estadio mas temprano de lo que se hace
actualmente.
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CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

De acuerdo con un aspecto de la invencién, se proporciona un método para detectar o controlar el cancer de
endometrio u ovario. Se analiza una muestra endocervical de un paciente para detectar un cambio genético o
epigenético en uno o mas genes, ARNm o proteinas que mutan en el cancer de endometrio, de trompas de Falopio
o de ovario. La deteccién del cambio indica la presencia de dicho cancer en la paciente.

Otro aspecto de la invencion es un kit para analizar un panel de genes en muestras de frotis de Papanicolaou para
canceres de ovario, de trompas de Falopio o de endometrio. El kit comprende sondas o pares de cebadores. Cada
sonda o cebador comprende al menos 15 nt de secuencia complementaria a uno de los genes del panel. El panel se
selecciona del grupo que consiste en CTNNB1, EGFR, PISKCA, PTEN, TP53, BRAF, KRAS, AKT1, NRAS,
PPP2R1A, APC, FBXW?7, ARID1A, CDKN2A, MLL2, RFF43 y FGFR2. Las sondas o los pares de cebadores son
acumulativamente complementarios a al menos cada uno de los CTNNB1, EGFR, PIK3CA, PTEN, TP53, BRAF,
KRAS, AKT1, NRAS, PPP2R1A, APC y FBXW?7.

Estas y otras realizaciones que seran evidentes para los expertos en la materia al leer la memoria descriptiva
proporcionan a la técnica procedimientos para evaluar los canceres de ovario y de endometrio en un entorno de
cribado utilizando muestras que ya se recogen de forma rutinaria.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Demostracién esquematica de las etapas principales del procedimiento descrito en este estudio. Las
células tumorales que se desprenden de los canceres de ovario o endometrio son transportadas hacia el canal
endocervicouterino. Estas células se pueden capturar con el cepillo que se utiliza para realizar un frotis de
Papanicolaou de rutina. El contenido del cepillo se transfiere a un fijador liquido, a partir del cual se aisla el ADN.
Utilizando secuenciacion de nueva generacion, se consulta este ADN para detectar mutaciones que indiquen la
presencia de una neoplasia en el aparato reproductor femenino.

Figura 2. Diagrama del ensayo utilizado para detectar simultdneamente mutaciones en 12 genes diferentes. Se
representa una modificacién del protocolo Safe-SeqS (Safe-Sequencing System), para la interrogacién simultanea
de multiples mutaciones en una sola muestra. En el procedimiento Safe-SeqS estandar, solo se evalta un amplicén,
mientras que el nuevo sistema se utiliza para evaluar multiples amplicones de multiples genes de una vez.

Figura 3. Fracciones de alelos mutantes en fluidos de frotis de Papanicolaou. Se representa la fraccion de alelos
mutantes de cada uno de los 46 frotis de Papanicolaou. El estadio de cada tumor se enumera en el eje Y. El gje X
demuestra el % de fraccion de alelo mutante segin lo determinado por Safe-SeqS.

Figura 4. Mapa de calor que muestra los resultados de las pruebas multiplex de 12 genes en fluidos de frotis de
Papanicolaou. Cada bloque en el eje y representa un bloque de secuencia de 30 pb del gen indicado. Las 28
muestras evaluadas (14 de mujeres con cancer, 14 de mujeres normales sin cancer) estan indicadas en el eje x. Las
mutaciones se indican como bloques de colores, con el blanco indicando que no hay mutacion, el amarillo indicando
una fraccion mutante del 0,1 % al 1 %, el naranja indicando una fraccién mutante del 1 % al 10 % y el rojo indicando
una fraccién mutante de >10 %.

Figura 5. Tabla 1. Epidemiologia de los tumores de ovario y endometrio. Se enumeran los nimeros estimados de
nuevos casos y muertes en los Estados Unidos de los subtipos principales de canceres de ovario y de endometrio.

Figura 6. Tabla 2. Caracteristicas genéticas de los canceres de ovario y de endometrio. Se enumeran las
frecuencias de los genes comunmente mutados en los canceres de ovario y de endometrio.

Figura 7. Tabla S1. Canceres de endometrio (subtipo endometrioide) estudiados mediante secuenciacién de todo el
exoma. Se enumeran las caracteristicas resumidas de los 22 canceres utilizados para la secuenciacion del exoma.

Figura 8. Tabla S3. Mutaciones evaluadas en frotis de Papanicolaou. Se enumeran las caracteristicas clinicas de
las 46 muestras tumorales, junto con la mutacién identificada en cada caso y la fraccion de alelos mutantes
identificados en los frotis de Papanicolaou.

Figura 9. Tabla S4. Cebadores utilizados para evaluar mutaciones individuales en frotis de Papanicolaou. Las
secuencias de los cebadores directo e inverso utilizados para poner a prueba cada mutacion mediante Safe-SeqS se
enumeran en pares (SEQ ID NO: 4-99, respectivamente).

Figura 10. Tabla S5. Cebadores utilizados para evaluar simultdneamente 12 genes en frotis de Papanicolaou. Las
secuencias de los cebadores directo e inverso para cada region puesta a prueba se enumeran en pares (SEQ ID
NO: 100-191, respectivamente).
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Figura 11. Tabla S6. Mutaciones identificadas en frotis de Papanicolaou a través de la evaluaciéon simultanea de 12
genes. Se enumera la fraccion de alelos mutantes identificados en los frotis de Papanicolaou que utilizan este
enfoque, junto con las mutaciones precisas identificadas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los presentes inventores han desarrollado una prueba para detectar diferentes canceres utilizando muestras que ya
se recogen de manera rutinaria para diagnosticar el cancer de Utero y la infeccion por VPH (virus del papiloma
humano). Utilizando un panel de genes, se consiguié un alto nivel de deteccién de canceres tanto de endometrio
como de ovario.

Ciertos genes se han identificado como mutados en una alta proporcién de canceres de endometrio y de ovario.
Estos incluyen CTNNB1, EGFR, PI3KCA, PTEN, TP53, BRAF, KRAS, AKT1, NRAS, PPP2R1A, APC, FBXW?,
ARID1A, CDKN2A, MLL2, RFF43 y FGFR2. La prueba se puede realizar, como minimo en 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 18, 14, 15, 16 0 17 de estos genes. Ademas, se pueden afadir o sustituir otros genes en el panel para conseguir
una mayor tasa de deteccion.

Se pueden realizar pruebas para detectar una mutacion mediante el andlisis de acidos nucleicos, tales como ADN o
ARNm o ADNc. Los analitos de acido nucleico se aislan a partir de células o fragmentos de células que se
encuentran en la muestra liquida de frotis de Papanicolaou. Las pruebas adecuadas pueden incluir cualquier ensayo
basado en hibridacién o secuenciacién. El andlisis también se puede realizar en proteinas codificadas por los genes
en el panel. Se puede utilizar cualquier prueba adecuada, incluyendo, aunque sin limitarse a las mismas, la
espectrometria de masas. Otros ensayos adecuados pueden incluir ensayos inmunoldgicos, tales como
inmunotransferencia, inmunocitoquimica, inmunoprecipitacion, ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA), ensayos inmunoradiométricos (IRMA) y ensayos inmunoenzimaticos (IEMA), incluidos los
ensayos en sandwich que utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales.

Los cambios genéticos que pueden detectarse son normalmente mutaciones tales como deleciones, inserciones,
duplicados, sustituciones (mutaciones de sentido alterado o sin sentido), reordenamientos, etc. Dichas mutaciones
pueden detectarse, entre otras cosas, comparando un tipo silvestre en otro tejido o fluido (no tumoral) de un
individuo o mediante la comparacioén con secuencias de referencia, por ejemplo, en bases de datos. Las mutaciones
que se encuentran en todos los tejidos de un individuo son mutaciones de la linea germinal, mientras que las que se
producen solamente en un solo tejido son mutaciones somaticas. También se pueden detectar cambios
epigenéticos. Estos pueden ser pérdida o ganancia de metilacion en ubicaciones especificas en genes especificos,
asi como modificaciones de histonas, que incluyen acetilacion, ubiquitilacion, fosforilacion y sumoilacion.

Las pruebas se pueden realizar en un formato mudltiplex, en el que se utiliza un solo recipiente de reaccién para
detectar multiples analitos. Los ejemplos de dichas pruebas incluyen amplificaciones que utilizan conjuntos de
cebadores multiples, amplificaciones que utilizan cebadores universales, hibridacion o amplificacion basada en
matrices, amplificacion basada en emulsién.

Aunque las sondas y los cebadores pueden disefiarse para interrogar mutaciones particulares o partes particulares
de un gen, ARNm o ADNc, estas pueden no ser entidades separadas. Por ejemplo, las sondas y los cebadores
pueden enlazarse entre si para formar un concatamero, o se pueden enlazar a uno o mas soportes sélidos, tal como
una perla o una matriz.

Los kits para utilizacién en los procedimientos dados a conocer pueden incluir un portador para los diversos
componentes. El portador puede ser un recipiente o soporte, en forma de, por ejemplo, bolsa, caja, tubo, gradilla, y
esta opcionalmente compartimentado. El kit también incluye varios componentes Utiles para detectar mutaciones,
utilizando las técnicas de deteccion mencionadas anteriormente. Por ejemplo, el kit de deteccion puede incluir uno o
mas oligonucleottidos Utiles como cebadores para amplificar todos o una parte de los acidos nucleicos diana. El kit de
deteccion también puede incluir una o mas sondas de oligonucleétidos para la hibridacién con los acidos nucleicos
diana. Opcionalmente, los oligonucletdtidos se fijan a un soporte soélido, por ejemplo, se incorporan en una
micromatriz incluida en el kit o suministrada por separado.

Los soportes sdélidos pueden contener un solo cebador o sonda o anticuerpo para detectar un solo gen,
proteina, ARNm o parte de un gen. Un soporte sélido puede contener multiples cebadores, sondas o anticuerpos.
Pueden proporcionarse como un grupo que interrogara mutaciones, como minimo en 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16 0 17 de los genes del panel deseado. El panel puede seleccionarse entre CTNNB1, EGFR, PI3KCA,
PTEN, TP53, BRAF, KRAS, AKT1, NRAS, PPP2R1A, APC, FBXW?7, ARID1A, CDKN2A, MLL2, RFF43 y FGFR2 o
comprender los mismos.

Se pueden utilizar pares de cebadores para sintetizar amplicones de diversos tamafos. Los amplicones pueden ser,
por ejemplo, de 50, 60, 75, 100, 125, 150, 200, 140, 180 pb de longitud. Los amplicones pueden llegar
hasta 200, 250, 300, 400, 500, 750, 1000 pb de longitud, como ejemplos. El tamano del amplicon puede estar
limitado por el tamafio y/o la calidad del modelo recuperado a partir del frotis de Papanicolaou liquido. Las sondas y

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 886 507 T3

los cebadores para la utilizaciéon en la presente invencion pueden contener una secuencia de tipo silvestre o pueden
contener una secuencia de un mutante particular.

En una realizacién, la prueba se puede realizar utilizando muestras que se recogen a lo largo del tiempo. Los
resultados de la prueba se pueden comparar para cambios cuantitativos o cualitativos. Dicho analisis se puede
utilizar después de una terapia potencialmente curativa, tal como cirugia.

Georgios Papanicolaou publicé su trabajo seminal, titulado ("Diagnosis of Uterine Cancer by the Vaginal Smear")
“Diagnéstico del cancer de Utero mediante frotis vaginal”, en 1943 (31). En ese momento, sugirié que el muestreo
endocervicouterino podria, en teoria, utilizarse para detectar no solo los canceres de cuello uterino, sino también
otros canceres que surgen en el aparato reproductor femenino, incluidos los carcinomas endometriales. La
investigacion notificada en este contexto nos acerca mucho mas a ese objetivo. En honor a la contribucion pionera
de Papanicolaou al campo de la deteccion temprana del cancer, se ha denominado el enfoque descrito en este
contexto la prueba "PapGene".

Uno de los desarrollos mas importantes en los ultimos afios es el reconocimiento de que todos los canceres
humanos son el resultado de mutaciones en un conjunto limitado de genes y un conjunto ain mas limitado de vias a
través de las cuales estos genes actian (32). Los datos de secuenciacion de todo el exoma que se presentan,
combinados con estudios anteriores de todo el genoma, proporcionan un ejemplo sorprendente de las
caracteristicas genéticas comunes del cancer (figura 6, tabla 2). A través del andlisis de regiones particulares de
solo 12 genes (figura 11, tabla S5), se pudo detectar, como minimo, una mutacién conductora en la gran mayoria de
nueve canceres ginecolégicos diferentes (figura 5, tabla 1). Aunque varios de estos 12 genes eran supresores de
tumores y, por lo tanto, dificles de convertir en diana terapéuticamente, el conocimiento de sus patrones
mutacionales brinda oportunidades sin precedentes para el diagnostico del cancer.

El descubrimiento mas importante en este articulo es que cantidades importantes de células o fragmentos de células
de canceres de endometrio y de ovario estan presentes en el cuello uterino y pueden detectarse a través de
enfoques genéticos moleculares. La deteccion de células malignas de carcinomas de endometrio y de ovario en
muestras de citologia de cuello uterino es relativamente poco frecuente. El examen microscopico no siempre puede
distinguir entre si, de carcinomas de cuello uterino o afecciones mas benignas. El estudio de los presentes
inventores demostr6 que el 100 % de los canceres de endometrio (n=24), incluso los de baja malignidad, y el 41 %
de los canceres de ovario (n=22), diseminan células al cuello uterino que podrian detectarse a partir de muestras
recogidas como parte de frotis de Papanicolaou de rutina. Este descubrimiento, junto con los avances técnicos que
permiten la deteccion fiable de mutaciones presentes en solo una fraccion muy pequena de los modelos de ADN,
proporciond la base para la prueba PapGene.

Este estudio demuestra el valor de las pruebas de ADN endocervicouterino sensibles, pero hay muchos problemas
que deben abordarse antes de conseguir un uso clinico 6ptimo. La prueba, incluso en su formato actual, parece ser
prometedora para el cribado del cancer de endometrio, ya que los datos en la figura 3 muestran que, incluso los
canceres de endometrio en el estadio mas bajo podrian detectarse a través del analisis de ADN en el fluido de frotis
de Papanicolaou a través de Safe-SeqS. Sin embargo, solo el 41 % de los canceres de ovario se pudieron detectar
en frotis de Papanicolaou incluso cuando se conocian las mutaciones en sus tumores. En ocho de los nueve frotis
de Papanicolaou de pacientes con cancer de ovario que contenian mutaciones detectables, las fracciones del alelo
mutante fueron >0,1 % y, por lo tanto, se encontraban dentro del intervalo actualmente detectable mediante la
prueba PapGene (figura 9, tabla S3). Mejoras adicionales en la tecnologia podrian aumentar la sensibilidad técnica
de la prueba PapGene y permitirle detectar mas canceres de ovario. Otras estrategias para aumentar esta
sensibilidad incluyen maniobras fisicas, tales como masajear la region aneja durante el examen pélvico o realizar la
prueba PapGene en momentos especificos durante el ciclo menstrual. El desarrollo de un procedimiento mejorado
de recogida también puede mejorar la sensibilidad. La muestra liquida actual esta disefiada para la deteccion de
cancer de cuello uterino y, como tal, utiliza un cepillo que recoge células del ectocervix y solo penetra minimamente
en el canal endocervicouterino. Una pequefna canula que puede introducirse en la cavidad endometrial similar al
instrumento de biopsia endometrial canula de Pipelle podria, en teoria, obtener una muestra mas enriquecida de
células provenientes del endometrio, la trompa de Falopio y el ovario (33).

La alta sensibilidad y la naturaleza cuantitativa de la prueba PapGene también abren la posibilidad de utilizarla para
supervisar la respuesta a los agentes hormonales (por ejemplo, progestinas) utilizados para tratar a mujeres jovenes
con canceres de endometrio de bajo riesgo. Algunas de estas mujeres optan por conservar la fertilidad,
sometiéndose a terapia médica en lugar de histerectomia (34). La deteccion de canceres de ovario presintomaticos,
incluso si estan avanzados, también podria ser beneficiosa. Aunque no es totalmente analogo, se ha demostrado
que uno de los indicadores de pronéstico mas importantes para el cancer de ovario es la cantidad de enfermedad
residual después de la citorreduccion quirdrgica. Inicialmente, la citorreduccion se consideré o6ptima si el tumor
residual era inferior a 2 cm. Posteriormente, el umbral se redujo a 1 cm y los cirujanos ahora intentan extirpar
cualquier tumor visible. Con cada mejora en la citorreduccion quirdrgica, la supervivencia se ha prolongado (35). Es
probable que un pequefio volumen de tumor sea mas sensible a la quimioterapia citotoxica que la enfermedad
grande y voluminosa tipica de un carcinoma seroso sintomatico de alta malignidad.
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Un aspecto esencial del enfoque del cribado descrito en este contexto es que debe ser relativamente econémico y
facil de incorporar en la exploracion pélvica. La evaluacién del ADN del VPH ya forma parte de la prueba de frotis de
Papanicolaou de rutina, porque el andlisis del VPH aumenta la sensibilidad de la prueba (36, 37). EIl componente de
purificaciéon de ADN de la prueba PapGene es idéntico al utilizado para el VPH, por lo que este componente es
claramente factible. La preparacion de ADN, la amplificacion multiplex y el coste minorista del componente de
secuenciacion de la prueba PapGene también se pueden realizar, actualmente, a un coste comparable al de una
prueba de rutina de VPH en los Estados Unidos. Cabe indicar que la mayor sensibilidad proporcionada por el
componente Safe-SeqS de la prueba PapGene (véase el ejemplo 6) se puede implementar en cualquier instrumento
de secuenciacion masiva en paralelo, no solo en los fabricados por lllumina. Con la reduccién en el coste de la
secuenciacion masiva en paralelo que se espera en el futuro, las pruebas PapGene deberian ser aun menos
costosas.

Hay millones de pruebas de frotis de Papanicolaou que se realizan anualmente en los Estados Unidos ¢Se podrian
realizar pruebas PapGene en un numero tan grande de muestras? Los presentes inventores creen que si, porque
todo el proceso de purificacion y amplificacion del ADN se puede automatizar, al igual que para las pruebas de VPH.
Aunque ahora puede parecer poco realista que se realicen millones de estas sofisticadas pruebas basadas en
secuencias cada ano, indudablemente habria parecido poco realista realizar pruebas de frotis de Papanicolaou
convencionales y generalizadas cuando Papanicolaou publicé su articulo original (31). Incluso hoy en dia, cuando se
analizan muchas muestras de citologia de cuello uterino utilizando tecnologias automatizadas, un porcentaje
significativo requiere la evaluacion por parte de un experto en la materia. En contraste, el analisis de la prueba de
PapGene se realiza completamente in silico y la lectura de la prueba es objetiva y cuantitativa.

En resumen, las pruebas PapGene tienen la capacidad de aumentar la utilidad del cribado por citologia convencional
a través de la deteccion inequivoca de carcinomas de endometrio y de ovario. Ademas del analisis de un nimero
mucho mayor de pacientes con y sin diversos tipos de canceres de endometrio, de ovario y de las trompas de
Falopio, la siguiente etapa en esta linea de investigacion es incluir genes alterados en el cancer de cuello uterino,
asi como amplicones del VPH en el ensayo Safe-SeqS multiplexado (figura 11, tabla S5). Estas adiciones
proporcionaran informacién que podria ser valiosa para el tratamiento de pacientes con estadios tempranos de
neoplasia de cuello uterino, ya que la positividad para VPH por si sola no es especifica para la deteccién de cancer
de cuello uterino y sus lesiones precursoras, particularmente en mujeres jovenes y sexualmente activas que
frecuentemente albergan infecciones por VPH en ausencia de neoplasia.

La divulgacién anterior generalmente describe la presente invencion. Se puede obtener una comprensién mas
completa por referencia a los siguientes ejemplos especificos que se dan a conocer en el presente documento con
fines de ilustracion solamente, y no pretenden limitar el alcance de la presente invencién.

EJEMPLO 1

Los presentes inventores pensaron que procedimientos moleculares mas sofisticados podrian detectar la presencia
de células cancerosas en muestras endocervicouterinas con sensibilidades y especificidades mas altas que las
posibles con los procedimientos convencionales. En particular, los presentes inventores plantean la hipétesis de que
las mutaciones somaticas caracteristicas de los canceres de endometrio y de ovario se encontrarian en el ADN
purificado a partir de frotis de Papanicolaou de rutina basados en liquidos (en lo sucesivo denominados "frotis de
Papanicolaou"; figura 1). A diferencia de las células citolégicamente atipicas, dichas mutaciones oncégenas de ADN
son marcadores clonales especificos de neoplasia que deberian estar ausentes en las células no neoplasicas. Sin
embargo, los presentes inventores no sabian si ese ADN estaria presente en las muestras endocervicouterinas, y no
sabian si estarian presentes en una cantidad suficiente para detectarlos. Los experimentos descritos en este
contexto se llevaron a cabo para poner a prueba la hipétesis de los presentes inventores.

Este estudio tenia cuatro componentes: |. Determinacién de las mutaciones somaticas normalmente presentes en
los canceres de endometrio y de ovario; Il. ldentificacion como minimo de una mutacion en los tumores de 46
pacientes con estos canceres; Ill. Determinacion de si las mutaciones identificadas en estos tumores también
podrian detectarse en frotis de Papanicolaou de las mismas pacientes; y IV. Desarrollo de una tecnologia que podria
evaluar directamente las células de frotis de Papanicolaou para detectar mutaciones que comunmente se
encuentran en los canceres de endometrio o de ovario.

EJEMPLO 2

Prevalencia de genes mutados somaticamente en canceres de endometrio y de ovario.

Hay cinco subtipos histopatoldgicos principales de cancer de ovario. El subtipo mas prevalente es el carcinoma
seroso de alta malignidad (60 % del total), seguido por el endometrioide (15 %), el de células claras (10 %) y el
seroso de baja malignidad (8 %) (tabla 1). Los estudios de genoma completo han identificado los genes mas
comunmente mutados entre los subtipos de cancer de ovario mas prevalentes (tabla 2) (23-25).

Aln no se han notificado dichos estudios exhaustivos para los subtipos endometrioide y mucinoso, que representan

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 886 507 T3

colectivamente el ~20 % de los casos de cancer de ovario (tabla 1). Sin embargo, se han notificado genes
comunmente mutados en los subtipos endometrioide y mucinoso (26). En conjunto, el gen mas comunmente mutado
en los canceres de ovario epiteliales fue el TP53, que mutd en el 69 % de estos canceres (tabla 2). Otros genes
altamente mutados incluian ARID1A, BRAF, CTNNB1, KRAS, PIK3CAy PPP2R1A (tabla 2).

Entre los canceres de endometrio, el subtipo endometrioide es, con mucho, el mas comun, representando el 85 %
del total (tabla 1). Debido a que los canceres de este subtipo son tan frecuentes y no se han analizado a nivel de
todo el genoma, los presentes inventores los evaluaron mediante secuenciacion de todo el exoma. El ADN purificado
de 22 carcinomas endometrioides esporadicos, asi como de tejidos no neoplasicos emparejados, se utilizé para
generar 44 bibliotecas adecuadas para la secuenciacién masiva en paralelo. Los aspectos clinicos de las pacientes
y las caracteristicas histopatolégicas de los tumores se enumeran en la tabla S1. Si bien el examen de 22 canceres
no puede proporcionar un panorama gendémico completo de un tipo de tumor, es adecuado para fines de
diagnéstico, ya que solo requieren la identificacion de los genes mutados mas frecuentemente.

Entre las 44 bibliotecas, la cobertura promedio de cada base en la regién seleccionada fue de 149,1 con el 88,4 %
de las bases seleccionadas representadas, como minimo, por diez lecturas. Utilizando criterios estrictos para la
identificacion de mutaciones somaticas (tal como se describe en Materiales y procedimientos), los datos de
secuenciacion delimitaron claramente los tumores en dos grupos: diez canceres (denominados Grupo N, para no
altamente mutados) albergaban <100 mutaciones somaticas por tumor (mediana 32, intervalo de 7 a 50), mientras
que 12 canceres (denominados Grupo H, para altamente mutados) albergaron >100 mutaciones somaticas por
tumor (mediana 674, intervalo de 164 a 4,629) (figura 7, tabla S1).

El alto numero de mutaciones en los tumores del Grupo H fue coherente con una deficiencia en la reparacion
del ADN. Ocho de los 12 tumores del Grupo H tenian inestabilidad de microsatélites (MSI-H, tabla S1), lo que
respalda esta conjetura. Ademas, seis de los tumores del Grupo H contenian mutaciones somaticas en los genes de
reparacion de errores de emparejamientos MSH2 o MSH6, mientras que ninguno de los canceres del Grupo N
contenia mutaciones en los genes de reparacién de errores de emparejamientos. Se sabe que la deficiencia de
reparacion de errores de emparejamientos es comun entre los canceres de endometrio y estos tumores se
presentan en el 19-71 % de las mujeres con mutaciones heredadas de genes de reparacién de errores de
emparejamientos (es decir, pacientes con cancer colorrectal hereditario no polipésico) (27).

Se identificaron 12.795 mutaciones somaticas en los 22 canceres. Los genes mas comunmente mutados incluyeron
los genes de la ruta PIK3, PTENy PIK3CA (28), los genes de la ruta APC, APCy CTNNB1, el receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos FGFR2, la proteina adaptadora FBXW7 y los genes modificadores de la
cromatina ARID1Ay MLL2 (tabla 2). Los genes en estas rutas estaban mutados tanto en los tumores del Grupo N
como en los del H. Los resultados de los presentes inventores son coherentes con los estudios previos de cancer de
endometrio endometrioide que habian evaluado pequefios nimeros de genes, aunque no se ha apreciado que las
mutaciones en FBXW7, MLL2y APC ocurran con la frecuencia con la que los encontraron los presentes inventores.
También fue interesante que se encontraron pocas mutaciones de TP53 (5 %) en estos canceres de
endometrio (tabla 2), un descubrimiento que también es coherente con estudios anteriores.

Los carcinomas papilares serosos del endometrio representan el 10-15 % de los canceres de endometrio, y se ha
publicado un reciente estudio de secuenciaciéon en todo el genoma de este subtipo de tumor (29). Las mutaciones
mas comunes en este subtipo se enumeran en la tabla 2. El subtipo menos comun de los canceres de endometrio
son los carcinomas de células claras, que aparecen en <5 %. Los genes que se notific6 que estaban mutados en
estos canceres se obtuvieron de la bibliografia (tabla 2).

EJEMPLO 3
Identificacion de mutaciones en tejidos tumorales.

Se adquirieron tumores de 46 pacientes con cancer de las que habia frotis de Papanicolaou disponibles. Estas
incluyeron 24 pacientes con canceres de endometrio y 22 con cancer de ovario; las caracteristicas clinicas e
histopatolégicas se enumeran en la tabla S3.

Se identificaron mutaciones somaticas en los 46 tumores mediante la secuenciacion de todo el exoma, tal como se
ha descrito anteriormente o mediante la secuenciacion dirigida de genes frecuentemente mutados en los subtipos
mas comunes de cancer de ovario o de endometrio (tabla 2). El enriquecimiento de estos genes se consiguié
utilizando un ensayo personalizado de captura en fase solida compuesto por oligonucleétidos ("sondas de captura”)
complementarios a un panel de regiones génicas de interés. Para los oncogenes, solo sus exones cominmente
mutados fueron dianas, mientras que los presentes inventores establecieron como dianas todas las regiones
codificantes de los genes supresores de tumores.

Las bibliotecas de secuenciacién de ADN de lllumina se generaron a partir de tumores y sus tejidos no neoplasicos

emparejados, a continuacion, se capturaron con el ensayo descrito anteriormente. Después de la amplificacién
por PCR, se secuenciaron de cuatro a ocho bibliotecas de ADN capturadas por carril en un instrumento GA lIx de
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lllumina. En cada uno de los 46 casos, se identificd, como minimo, una mutacién somatica (tabla S3) que se
confirmo6 mediante un ensayo independiente, tal como se describe a continuacion.

EJEMPLO 4
Identificacion de mutaciones somaticas en frotis de Papanicolaou

En la técnica de frotis de Papanicolaou basado en liquido que se utiliza de forma rutinaria actualmente, el médico
inserta un pequeno cepillo en el canal endocervicouterino durante una exploracién pélvica y hace rotar el cepillo para
que se desprenda y adhiera a las células o fragmentos de células fijadas débilmente. A continuacion, el cepillo se
coloca en un vial de solucién fijadora (por ejemplo, ThinPrep). Parte del liquido del vial se utiliza para preparar un
portaobjetos para el andlisis citolégico o para la purificacion del ADN de VPH. En el estudio de los presentes
inventores, se utilizé una alicuota del ADN purificado a partir del liquido para evaluar la presencia de ADN de los
canceres de las 46 pacientes descritas anteriormente. Los estudios preliminares mostraron que las células o los
fragmentos celulares fijados en el liquido, sedimentados por centrifugacién a 1.000 g durante cinco minutos,
contenian >95 % del ADN total en el vial. Por lo tanto, se purificd el ADN de los sedimentos celulares cuando la
cantidad de liquido disponible era superior a 3 ml (tal como ocurre con algunos kits de frotis de Papanicolaou basado
en liquido) y, por conveniencia, se purifico el ADN tanto del liquido como de las células cuando habia cantidades
mas pequenas de liquido en el kit. En todos los casos, el ADN purificado tenia un peso molecular relativamente alto
(95 % >5 kb). La cantidad promedio de ADN recuperado de los 46 frotis de Papanicolaou fue de 49,3 + 74,4 ng/ml
(tabla S3).

Los presentes inventores previeron que, si estuviera presente en lo mas minimo, la cantidad de ADN derivado de las
células neoplasicas en el liquido del frotis de Papanicolaou seria relativamente pequeria en comparacion con el ADN
derivado de células normales cepilladas del canal endocervicouterino. Esto requeria la utilizacién de una técnica
analitica que pudiera identificar de manera fiable una poblacién rara de alelos mutantes entre un gran exceso de
alelos de tipo silvestre. Se disefié una modificacion de uno de los procedimientos de Safe-SeqS (Safe-Sequencing
System) descritos en (30) para este fin (figura 2).

En resumen, se realiz6 un nimero limitado de ciclos de PCR con un conjunto de cebadores especificos de genes.
Uno de los cebadores contenia 14 bases N degeneradas (la misma probabilidad de ser una A, C, G o T) ubicadas 5'
respecto a su secuencia especifica del gen, y ambos cebadores contenian secuencias que permitian la amplificacion
universal en la siguiente etapa. Las 14 N formaron identificadores Unicos (UID) para cada molécula modelo original.
Los productos de PCR posteriores generados con cebadores universales se purificaron y se secuenciaron en un
instrumento MiSeq de lllumina. Si existia previamente una mutacion en una molécula modelo, esa mutacién deberia
estar presente en cada molécula hija que contuviera ese UID, y dichas mutaciones se llaman "supermutantes” (30).
Las mutaciones que no se producen en los modelos originales, tales como las que se producen durante las etapas
de amplificacion o a través de errores en la lectura automatica de nucleétidos, no deben dar lugar a supermutantes.
El enfoque de Safe-SeqS utilizado en el presente documento es capaz de detectar 1 modelo mutante entre 5.000
y 1.000.000 modelos de tipo silvestre, dependiendo del amplicon y la posicién dentro del amplicon que se
consulta (30).

Los presentes inventores disefiaron cebadores de Safe-SeqS (tabla S4) para detectar, como minimo, una mutacion
de cada una de las 46 pacientes descritas en la tabla S3. En los 24 frotis de Papanicolaou de pacientes con
canceres de endometrio, la mutacion presente en el tumor se identificd en todos los casos (100 %). La fraccién
mediana de alelos mutantes fue del 2,7 %, y oscil6 entre el 0,01 % y el 78 % (figura 3 y tabla S3). Las
amplificaciones de ADN de tejidos no neoplasicos se utilizaron como controles negativos en estos experimentos
para definir los limites de deteccién de cada mutacién consultada. En todos los casos, la fraccién de alelos mutantes
fue significativamente diferente de los niveles de mutacién de fondo determinados a partir de los controles negativos
(P<0,001, prueba binomial). No hubo una correlacién obvia entre la fraccion de alelos m