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DESCRIPCION
Panel de secuenciacion para biopsia liquida de pacientes con cancer de mama
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la medicina y la oncologia, y se
refiere a un panel de secuenciacién para tejidos tumorales y biopsia liquida de pacientes con

cancer de mama.
ESTADO DEL ARTE

Denominamos cancer de mama a los tumores que se desarrollan en los tejidos mamarios.
Existen dos tipos principales de cancer de mama: el carcinoma ductal que comienza en los
conductos que llevan leche desde la mama hasta el pezén y que es el mayoritario, y el
carcinoma lobular, que comienza en los Iébulos que producen leche. Para detectar el cancer
de mama, se utilizan diferentes pruebas como la mamografia, ultrasonido mamario con
transductores de alta resolucién (ecografias) o imagenes por resonancia magnética. Hasta
la fecha, el diagnéstico de cancer de mama solo se podia confirmar por medio de una

biopsia del tumor.

La biopsia liquida es una estrategia con un gran potencial en el manejo del cancer,
incluyendo el diagnodstico, la deteccidon de recaidas de forma temprana o permitiendo la
monitorizacion del estado de la enfermedad a lo largo del tratamiento para ver su evolucion.
Se trata de una prueba que se realiza empleando biofluidos corporales, mas comunmente
sangre, aunque también se pueden analizar en otros liquidos del organismo como son el
que recubre las meninges, el que recubre el pulmaon, la saliva o incluso la orina, con el fin de
buscar células cancerosas de un tumor o fragmentos de ADN de células tumorales, el
llamado ADN tumoral circulante (ctDNA). A diferencia de la biopsia de tejido, permite realizar
el analisis molecular de una forma mucho mas sencilla y rapida, ya que se puede hacer una
analitica de sangre en cualquier momento, y ademas se puede repetir para monitorizar la

evolucion del tumor.

Lo que se pretende identificar en las muestras son las diferentes mutaciones propias del
tumor, ya que estas mutaciones no estan presentes en el resto de células normales que hay

en la sangre.

Los paneles de secuenciacion son tests genéticos que engloban genes implicados en una

misma patologia, en este caso, orientados al cancer de mama.
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La deteccion y caracterizacion de los materiales tumorales circulantes presenta dificultades
en un escenario temprano debido a sus bajas cantidades en los biofluidos de los pacientes.
Sin embargo, el avance en las técnicas de deteccion actualmente utilizadas, muy sensibles,
permiten que, por muy poca cantidad de ctDNA que exista en la sangre o en otros biofluidos,

se puede detectar y analizar pudiendo caracterizar la genética de los tumores.

La utilizacion del ctDNA junto con tecnologias NGS (next generation sequencing)
ultrasensibles de ultima generacion, también empleando paneles especificos de paciente,
han servido para caracterizar los tumores, evaluar las respuestas a las quimioterapias

neoadyuvantes y detectar la MRD (minimal residual disease) después de la cirugia.

NGS dirigidos como SafeSEQ - Safe-sequencing system o sistema de secuenciacion segura
han surgido recientemente como una nueva herramienta para aumentar la sensibilidad de
los instrumentos del sistema de secuenciacion paralela masiva para la identificacion de
variantes raras en el ADN plasmatico. Esta estrategia de secuenciacion utiliza cédigos de
barras de una sola molécula antes de la amplificacion por PCR para reducir el error de
secuenciacién y aumentar la precision. El sistema SafeSEQ, o de secuenciacion segura, se
puede usar para distinguir entre mutaciones raras y errores técnicos y es capaz de detectar
mutaciones que otras tecnologias pasarian por alto. SafeSEQ se ha aplicado hasta ahora a
muestras de plasma de cancer colorrectal metastasico y a pacientes con tumores del

estroma gastrointestinal.

Otras tecnologias NGS son las sondas de enriquecimiento de regiones génicas concretas
como son las de Agilent SureSelect, que se pueden utilizar para disefiar paneles de captura
hibridos personalizados y secuenciar masivamente cualquier region codificante o no

codificante del genoma o del transcriptoma.

Todo ello ha contribuido al desarrollo de las técnicas de biopsia liquida. Actualmente se
utilizan procedimientos de secuenciacion masiva (NGS) y diferentes tecnologias para
detectar ctDNA en dilucion muy baja (1). Sin embargo, aun no esta claro si las alteraciones
moleculares en ctDNA pueden detectarse mediante ensayos basados en NGS de ctDNA en
plasma en pacientes con cancer de mama primario en el cribado y como se relacionan con

la mutacion del tejido tumoral encontrada en el mismo paciente.

Las ventajas que presenta este tipo de biopsia liquida en el seguimiento y la prediccién del
cancer de mama metastasico (CMM) han sido comprobadas por diversos estudios (2),
resaltando la importancia del ctDNA como potencial biomarcador para la evaluacion,

prediccidon y manejo clinico en los pacientes con CMM tratados con quimioterapia. En este
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sentido, la monitorizacién de ctDNA durante el tratamiento puede mejorar significativamente
los resultados al predecir la progresion de la enfermedad entre cuatro y seis meses antes
que los métodos convencionales (3).

Se han llevado a cabo varios estudios que tratan de desarrollar un método para la
monitorizacion de cancer de mama utilizando la secuenciacion de moléculas de ctDNA
derivadas de una muestra obtenida del paciente y posterior analisis de dichas secuencias de
ctDNA para identificar sus mutaciones. Un ejemplo de estos paneles de secuenciacién lo
tenemos en WO2017181146A1 donde se incluyen los siguientes genes: AKT1, ALK, APC,
ATM, BRAF, CTNNB1, EGFR, ERBB2, ESR1, FGFR2, GATA3, GNAS, IDH1, IDH2, KIT,
KRAS, MET, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RB1, SMAD4, STK11 y TP53 y que permite
detectar mutaciones en una frecuencia alélica de hasta 0,025 %. Otro ejemplo en este
mismo sentido se describe en el documento US2021343372A1 donde en una muestra de
biopsia liquida en pacientes con cancer de mama se identifican mutaciones en TP53 para el
51,1% de los pacientes, y con menor incidencia, en PIK3CA, ESR1, BRCA2, NF1, ATM y

APC. Las frecuencias alélicas detectadas son del orden de 0,1 %, 0,25 % y 0,5 %.

Otros paneles de genes para el analisis de ctDNA vy la identificacidn de cancer de mama
metastasico (CMM) incluyen los siguientes genes: AKT1, AR, BRCA1, BRCA2, EGFR,
ERCC4, ERBB2, ERBB3, ESR1, FGFR1, KRAS, MUC16, PIK3CA, PIK3R1, PTEN, PTGFR
y TGFB1 (4).

También se ha valorado la idoneidad del analisis de ctDNA en el diagndstico precoz de
cancer de mama, comparando mutaciones en PIK3CA y TP53 entre biopsias tumorales y
DNA plasmatico pretratamiento (5), revelando cuatro mutaciones adicionales, tres en TP53 y

una en PIK3CA, no identificadas previamente en la biopsia de tejido de tres pacientes.

Teniendo en consideracién los documentos citados en el estado de la técnica queda claro el
gran interés que existe en el desarrollo de las técnicas de biopsia liquida y el analisis del
ctDNA, con el fin de construir paneles de secuenciacién personalizados para el diagnéstico
precoz del cancer de mama y que resulten utiles en la evaluacion y seguimiento de la
enfermedad, incluyendo la posibilidad de obtener predicciones sobre la progresion de la

enfermedad y tomar decisiones terapéuticas personalizadas.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se propone un panel de secuenciaciébn masiva para el
diagnostico precoz del cancer de mama, utiles en la evaluacidon y seguimiento de la
enfermedad, compuesto por 37 genes (ver Tabla 1).

4
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Estos genes han sido seleccionados siguiendo los criterios que se exponen a continuacion:

1. Genes con mutaciones en >=1% de las muestras de tumores de mama incluidas en la

base de datos TCGA (https://www.cbioportal.org).

2. Genes secuenciados en un articulo seminal en tumores de mama y que presentaron

mutaciones en este tipo tumoral (6).

3. Genes con relevancia biologica en el cancer de mama y/o canceres en general y no

basados en su frecuencia mutacional.

Tabla 1: Genes incluidos en el panel se secuenciacidon masiva customizado empleando la

tecnologia de Agilent SureSelect XT HS.

AKT1 CREBBP KRAS RB1
ARID1A CTCF MAP2K4 RUNX1
ATM ERBB2 MAP3K1 SF3B1
BAP1 ESR1 MEN1 SMAD4
BRAF FAT1 NCOR1 TBX3
BRCA1 GATA3 NF1 TP53
BRCA2 HRAS PBRM1 USP9X
CBFB KDMG6A PIK3CA
CDH1 KMT2C PIK3R1
CDKN1B KMT2D PTEN

Todos los genes de la tabla tienen secuencias conocidas, las cuales son publicas y
accesibles a través de bases de datos publicas, por lo que no requieren mayor
caracterizacion en la presente memoria para que un experto medio en la materia pueda

reproducir la invencién.

Las coordenadas gendmicas de las regiones que han sido incluidas en el panel son las que
se muestran en la siguiente TablaZ2.

Tabla 2: Coordenadas gendémicas (version del genoma humano=hg38):

chr1 26732601 | 26732865 | ARID1A
Cromo | Coordenada | Coordenada
<oma | inicial final Gen chr1 26760819| 26761131 | ARID1A
chr1 26761308| 26761548 | ARID1A
chri 26696371 | 26697571 | ARID1A chri 26762115| 26762355 | ARID1A
chr1 26729624 | 26729888 | ARID1A g 6762936 | 26763320 | ARIDIA
chri 26731125| 26731629 | ARID1A
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chr1 26766137 26766643 | ARID1A
chr1 26767762 26768026 | ARID1A
chr1 26771090 26771354 | ARID1A
chr1 26772421 26772709 | ARID1A
chr1 26772779 26773019 | ARID1A
chr1 26773264 26773981 | ARID1A
chr1 26774294 26775254 | ARID1A
chr1 26775497 26775978 | ARID1A
chr1 26778989 26780789 | ARID1A
chr2 197392225 | 197392537 | SF3B1
chr2 197392935 | 197393223 | SF3B1
chr2 197396023 | 197396359 | SF3B1
chr2 197397906 | 197398194 | SF3B1
chr2 197398376 | 197398664 | SF3B1
chr2 197398890 | 197399106 | SF3B1
chr2 197399978 | 197400462 | SF3B1
chr2 197400681 | 197400969 | SF3B1
chr2 197401318 | 197401606 | SF3B1
chr2 197401658 | 197402213 | SF3B1
chr2 197402522 | 197402858 | SF3B1
chr2 197402871 | 197403111 | SF3B1
chr2 197403554 | 197403794 | SF3B1
chr2 197404994 | 197405505 | SF3B1
chr2 197407914 | 197408202 | SF3B1
chr2 197408342 | 197408606 | SF3B1
chr2 197409744 | 197410032 | SF3B1
chr2 197416705 | 197416945 | SF3B1
chr2 197418428 | 197418668 | SF3B1
chr2 197418857 | 197419025 | SF3B1
chr2 197420303 | 197420615 | SF3B1
chr2 197420948 | 197421212 | SF3B1
chr2 197423770 | 197424010 | SF3B1
chr2 197434889 | 197435081 | SF3B1
chr3 52401640 52402192 | BAP1
chr3 52402210 52402498 | BAP1
chr3 52402517 52403015 | BAP1
chr3 52403061 52403373 | BAP1
chr3 52403378 52403930 | BAP1
chr3 52404375 52404663 | BAP1
chr3 52405081 52405321 | BAP1
chr3 52405682 52405994 | BAP1
chr3 52406170 52406458 | BAP1
chr3 52406747 52406987 | BAP1
chr3 52407088 52407537 | BAP1

chr3 52407873 52408161 | BAP1

chr3 52408395 52408683 | BAP1

chr3 52409472 52409955 | BAP1

chr3 52548028 52548268 | PBRM1
chr3 52550384 52550901 | PBRM1
chr3 52554645 52554957 | PBRM1
chr3 52558174 52558486 | PBRM1
chr3 52561735 52561999 | PBRM1
chr3 52563255 52563519 | PBRM1
chr3 52564021 52564261 | PBRM1
chr3 52576463 52576775 | PBRM1
chr3 52578970 52579282 | PBRM1
chr3 52586388 52586724 | PBRM1
chr3 52587275 52587587 | PBRM1
chr3 52589042 52589282 | PBRM1
chr3 52603494 52603758 | PBRM1
chr3 52609285 52609981 | PBRM1
chr3 52615271 52615535 | PBRM1
chr3 52617231 52617567 | PBRM1
chr3 52624822 52625014 | PBRM1
chr3 52627189 52627453 | PBRM1
chr3 52628820 52629108 | PBRM1
chr3 52634576 52634840 | PBRM1
chr3 52641879 52642119 | PBRM1
chr3 52643163 52643427 | PBRM1
chr3 52644626 52644866 | PBRM1
chr3 52648260 52648524 | PBRM1
chr3 52651667 52651883 | PBRM1
chr3 52658124 52658388 | PBRM1
chr3 52662048 52662360 | PBRM1
chr3 52668415 52668727 | PBRM1
chr3 52678416 52678680 | PBRM1
chr3 52679498 52679786 | PBRM1
chr3 179198798 | 179199206 | PIK3CA
chr3 179199662 | 179199926 | PIK3CA
chr3 179201258 | 179201570 | PIK3CA
chr3 179203510 | 179203822 | PIK3CA
chr3 179204425 | 179204665 | PIK3CA
chr3 179209515 | 179209779 | PIK3CA
chr3 179210105 | 179210641 | PIK3CA
chr3 179218127 | 179218415 | PIK3CA
chr3 179219116 | 179219356 | PIK3CA
chr3 179219496 | 179219808 | PIK3CA
chr3 179219868 | 179220132 | PIK3CA
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chr3 179220951 | 179221191 | PIK3CA
chr3 179224001 | 179224265 | PIK3CA
chr3 179224616 | 179224904 | PIK3CA
chr3 179225880 | 179226120 | PIK3CA
chr3 179229236 | 179229476 | PIK3CA
chr3 179229930 | 179230456 | PIK3CA
chr3 179234060 | 179234396 | PIK3CA
chr4 186588557 | 186589253 | FAT1
chr4 186590289 | 186590776 | FAT1
chr4 186592614 | 186592830 | FAT1
chr4 186595613 | 186595901 | FAT1
chr4 186596507 | 186597203 | FAT1
chr4 186597604 | 186597868 | FAT1
chr4 186597892 | 186598204 | FAT1
chr4 186599864 | 186600392 | FAT1
chr4 186601191 | 186601503 | FAT1
chr4 186602824 | 186603112 | FAT1
chr4 186603144 | 186604008 | FAT1
chr4 186604343 | 186604607 | FAT1
chr4 186605985 | 186606297 | FAT1
chr4 186609107 | 186609395 | FAT1
chr4 186609763 | 186610051 | FAT1
chr4 186611352 | 186611808 | FAT1
chr4 186613081 | 186613369 | FAT1
chr4 186614111 | 186614423 | FAT1
chr4 186616970 | 186617234 | FAT1
chr4 186617677 | 186621805 | FAT1
chr4 186628110 | 186628398 | FAT1
chr4 186628457 | 186628793 | FAT1
chr4 186633609 | 186633897 | FAT1
chr4 186635997 | 186636261 | FAT1
chr4 186636557 | 186636941 | FAT1
chr4 186639644 | 186639860 | FAT1
chr4 186663263 | 186663647 | FAT1
chr4 186706526 | 186709862 | FAT1
chrb 56815538 56816090 | MAP3K1
chrb 56856518 56856830 | MAP3K1
chrb 56859682 56859946 | MAP3K1
chrb 56864701 56864965 | MAP3K1
chrb 56865265 56865529 | MAP3K1
chrb 56865746 56866058 | MAP3K1
chrb 56871826 56872114 | MAP3K1
chrb 56872561 56873034 | MAP3K1
chrb 56875002 56875338 | MAP3K1

chrb 56878896 56879184 | MAP3K1
chrb 56880636 56880876 | MAP3K1
chrb 56881057 56881297 | MAP3K1
chrb 56881533 56882901 | MAP3K1
chrb 56883446 56883758 | MAP3K1
chrb 56884588 56884900 | MAP3K1
chrb 56885853 56886141 | MAP3K1
chrb 56887292 56887604 | MAP3K1
chrb 56888147 56888435 | MAP3K1
chrb 56893449 56893761 | MAP3K1
chrb 68226650 68227034 | PIK3R1
chrb 68239821 68240013 | PIK3R1
chrb 68273315 68273555 | PIK3R1
chrb 68273855 68274095 | PIK3R1
chrb 68279523 68279811 | PIK3R1
chrb 68280496 68280760 | PIK3R1
chrb 68280846 68281086 | PIK3R1
chrb 68288659 68288827 | PIK3R1
chrb 68290649 68290913 | PIK3R1
chrb 68292177 68292600 | PIK3R1
chrb 68293017 68293512 | PIK3R1
chrb 68293627 68293915 | PIK3R1
chrb 68294450 68294762 | PIK3R1
chrb 68295115 68295561 | PIK3R1
chrb 68296135 68296375 | PIK3R1
chrb 68297386 68297626 | PIK3R1
chr6 151807886 | 151808390 | ESR1
chr6 151842562 | 151842826 | ESR1
chr6 151880580 | 151880844 | ESR1
chr6 151944136 | 151944544 | ESR1
chr6 152011580 | 152011868 | ESR1
chr6 152060913 | 152061201 | ESR1
chr6 152094356 | 152094596 | ESR1
chr6 152098704 | 152098992 | ESR1
chr6 152125186 | 152125426 | ESR1
chr7 140726408 | 140726600 | BRAF
chr7 140734562 | 140734802 | BRAF
chr7 140739734 | 140740022 | BRAF
chr7 140747334 | 140747526 | BRAF
chr7 140749208 | 140749496 | BRAF
chr7 140753189 | 140753477 | BRAF
chr7 140754101 | 140754317 | BRAF
chr7 140776879 | 140777119 | BRAF
chr7 140777912 | 140778152 | BRAF
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chr7 140781502 | 140781766 | BRAF

chr7 140782944 | 140783232 | BRAF

chr7 140787469 | 140787661 | BRAF

chr7 140794231 | 140794543 | BRAF

chr7 140800277 | 140800565 | BRAF

chr7 140801329 | 140801641 | BRAF

chr7 140807878 | 140808142 | BRAF

chr7 140808221 | 140808389 | BRAF

chr7 140808811 | 140809075 | BRAF

chr7 140834572 | 140834908 | BRAF

chr7 140850029 | 140850293 | BRAF

chr7 140924490 | 140924778 | BRAF

chr7 152136757 | 152136997 | KMT2C
chr7 152138699 | 152138987 | KMT2C
chr7 152139102 | 152139342 | KMT2C
chr7 152139600 | 152139864 | KMT2C
chr7 152144676 | 152144916 | KMT2C
chr7 152145067 | 152145379 | KMT2C
chr7 152146522 | 152146810 | KMT2C
chr7 152148004 | 152149180 | KMT2C
chr7 152150821 | 152151085 | KMT2C
chr7 152151367 | 152151655 | KMT2C
chr7 152152673 | 152152985 | KMT2C
chr7 152153933 | 152154221 | KMT2C
chr7 152154235 | 152154475 | KMT2C
chr7 152155827 | 152156419 | KMT2C
chr7 152157686 | 152157998 | KMT2C
chr7 152158835 | 152159099 | KMT2C
chr7 152162083 | 152163859 | KMT2C
chr7 152167117 | 152167405 | KMT2C
chr7 152169109 | 152169325 | KMT2C
chr7 152171182 | 152171422 | KMT2C
chr7 152174054 | 152174318 | KMT2C
chr7 152176164 | 152178036 | KMT2C
chr7 152179799 | 152180159 | KMT2C
chr7 152180680 | 152182624 | KMT2C
chr7 152182944 | 152183184 | KMT2C
chr7 152185474 | 152185714 | KMT2C
chr7 152187224 | 152187512 | KMT2C
chr7 152187636 | 152187924 | KMT2C
chr7 152193924 | 152194340 | KMT2C
chr7 152194359 | 152194647 | KMT2C
chr7 152195826 | 152196090 | KMT2C
chr7 152199248 | 152199488 | KMT2C

chr7 152202854 | 152203142 | KMT2C
chr7 152205021 | 152205309 | KMT2C
chr7 152207219 | 152207507 | KMT2C
chr7 152220496 | 152220760 | KMT2C
chr7 152221925 | 152222141 | KMT2C
chr7 152222495 | 152222759 | KMT2C
chr7 152223940 | 152224252 | KMT2C
chr7 152224405 | 152224645 | KMT2C
chr7 152229842 | 152230106 | KMT2C
chr7 152230138 | 152230402 | KMT2C
chr7 152235742 | 152236006 | KMT2C
chr7 152238622 | 152238910 | KMT2C
chr7 152247864 | 152248656 | KMT2C
chr7 152249794 | 152250034 | KMT2C
chr7 152250777 | 152251041 | KMT2C
chr7 152251858 | 152252170 | KMT2C
chr7 152252510 | 152252750 | KMT2C
chr7 152262940 | 152263204 | KMT2C
chr7 152265003 | 152265243 | KMT2C
chr7 152273629 | 152273941 | KMT2C
chr7 152309888 | 152310152 | KMT2C
chr7 152311715 | 152312027 | KMT2C
chr7 152315105 | 152315369 | KMT2C
chr7 152330527 | 152330815 | KMT2C
chr7 152358510 | 152358750 | KMT2C
chr7 152435549 | 152435861 | KMT2C
chr10 8055619 8055931 | GATAS
chr10 8058272 8058872 | GATA3
chr10 8063909 8064221 | GATAS
chr10 8069391 8069679 | GATA3
chr10 8073712 8074048 | GATA3
chr10 87863912 87864584 | PTEN

chr10 87893946 87894186 | PTEN

chr10 87925438 87925630 | PTEN

chr10 87930971 87931163 | PTEN

chr10 87932975 87933287 | PTEN

chr10 87942530 87942770 | PTEN

chr10 87952044 87952332 | PTEN

chr10 87957815 87958055 | PTEN

chr10 87960866 87961154 | PTEN

chr10 87965259 87965499 | PTEN

chr11 532551 532839 | HRAS

chr11 533197 533688 | HRAS

chr11 533734 533974 | HRAS
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chr11 534134 534398 | HRAS
chr11 64804298 64804850 | MEN1
chr11 64804959 64805271 | MEN1
chr11 64805558 64805846 | MEN1
chr11 64806155 64806443 | MEN1
chr11 64806934 64807294 | MEN1
chr11 64807471 64807759 | MEN1
chr11 64807862 64808126 | MEN1
chr11 64809615 64810143 | MEN1
chr11 108227540 | 108227963 | ATM
chr11 108229098 | 108229410 | ATM
chr11 108235637 | 108235877 | ATM
chr11 108243879 | 108244191 | ATM
chr11 108244750 | 108245062 | ATM
chr11 108246889 | 108247201 | ATM
chr11 108248897 | 108249137 | ATM
chr11 108250670 | 108251102 | ATM
chr11 108251801 | 108252065 | ATM
chr11 108252732 | 108252996 | ATM
chr11 108253782 | 108254070 | ATM
chr11 108256133 | 108256421 | ATM
chr11 108257399 | 108257687 | ATM
chr11 108258910 | 108259150 | ATM
chr11 108267136 | 108267376 | ATM
chr11 108268377 | 108268641 | ATM
chr11 108270984 | 108271484 | ATM
chr11 108272449 | 108272930 | ATM
chr11 108279417 | 108279681 | ATM
chr11 108280961 | 108281201 | ATM
chr11 108282674 | 108282914 | ATM
chr11 108284193 | 108284505 | ATM
chr11 108287525 | 108287789 | ATM
chr11 108288895 | 108289183 | ATM
chr11 108289569 | 108289833 | ATM
chr11 108292585 | 108292825 | ATM
chr11 108293238 | 108293550 | ATM
chr11 108294848 | 108295136 | ATM
chr11 108297202 | 108297466 | ATM
chr11 108299679 | 108299919 | ATM
chr11 108301574 | 108301862 | ATM
chr11 108302820 | 108303060 | ATM
chr11 108304643 | 108304883 | ATM
chr11 108307820 | 108308060 | ATM
chr11 108310081 | 108310393 | ATM

chr11 108312334 | 108312574 | ATM
chr11 108315746 | 108316193 | ATM
chr11 108317290 | 108317602 | ATM
chr11 108319873 | 108320137 | ATM
chr11 108321216 | 108321504 | ATM
chr11 108325282 | 108325570 | ATM
chr11 108326021 | 108326261 | ATM
chr11 108327569 | 108327833 | ATM
chr11 108328985 | 108329273 | ATM
chr11 108330185 | 108330449 | ATM
chr11 108331368 | 108331632 | ATM
chr11 108331801 | 108332113 | ATM
chr11 108332686 | 108332974 | ATM
chr11 108333806 | 108334046 | ATM
chr11 108334894 | 108335182 | ATM
chr11 108335770 | 108336034 | ATM
chr11 108343140 | 108343452 | ATM
chr11 108345669 | 108345981 | ATM
chr11 108347201 | 108347441 | ATM
chr11 108353690 | 108353954 | ATM
chr11 108354734 | 108354950 | ATM
chr11 108365005 | 108365293 | ATM
chr11 108365296 | 108365536 | ATM
chr12 12717812 12718340 | CDKN1B
chr12 12718741 12719029 | CDKN1B
chr12 12720979 12721291 | CDKN1B
chr12 25209720 25209984 | KRAS
chr12 25215356 25215644 | KRAS
chr12 25225537 25225849 | KRAS
chr12 25227202 25227442 | KRAS
chr12 25235131 25235299 | KRAS
chr12 25245196 25245460 | KRAS
chr12 49021705 49021945 | KMT2D
chr12 49021964 49022436 | KMT2D
chr12 49022564 49022900 | KMT2D
chr12 49023968 49024184 | KMT2D
chr12 49024498 49025021 | KMT2D
chr12 49026151 49027351 | KMT2D
chr12 49027722 49028218 | KMT2D
chr12 49028748 49029268 | KMT2D
chr12 49029318 49029558 | KMT2D
chr12 49030203 49030515 | KMT2D
chr12 49030564 49030804 | KMT2D
chr12 49030818 49031106 | KMT2D
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chr12 49031140 49033996 | KMT2D
chr12 49034038 49034326 | KMT2D
chr12 49034334 49035017 | KMT2D
chr12 49037096 49039016 | KMT2D
chr12 49039145 49039645 | KMT2D
chr12 49039693 49041565 | KMT2D
chr12 49041571 49041787 | KMT2D
chr12 49041833 49042365 | KMT2D
chr12 49042482 49042953 | KMT2D
chr12 49042998 49043262 | KMT2D
chr12 49043287 49043503 | KMT2D
chr12 49043552 49044076 | KMT2D
chr12 49044119 49044606 | KMT2D
chr12 49044710 49044998 | KMT2D
chr12 49045835 49046497 | KMT2D
chr12 49046579 49046819 | KMT2D
chr12 49047884 49048148 | KMT2D
chr12 49048581 49048845 | KMT2D
chr12 49049029 49049293 | KMT2D
chr12 49049647 49050823 | KMT2D
chr12 49050850 49052458 | KMT2D
chr12 49052480 49052792 | KMT2D
chr12 49052837 49053395 | KMT2D
chr12 49053402 49053714 | KMT2D
chr12 49053902 49054214 | KMT2D
chr12 49054229 49054493 | KMT2D
chr12 49054495 49054783 | KMT2D
chr12 49054818 49055106 | KMT2D
chr12 49055191 49055407 | KMT2D
chr12 114671807 | 114672335 | TBX3

chr12 114674127 | 114674871 | TBX3

chr12 114676235 | 114676547 | TBX3

chr12 114677497 | 114677737 | TBX3

chr12 114679421 | 114679733 | TBX3

chr12 114679834 | 114680050 | TBX3

chr12 114680844 | 114681180 | TBX3

chr12 114682777 | 114683233 | TBX3

chr13 32316385 32316601 | BRCA2
chr13 32319044 32319356 | BRCA2
chr13 32324997 32325261 | BRCA2
chr13 32326017 32326357 | BRCA2
chr13 32326423 32326687 | BRCA2
chr13 32329359 32329575 | BRCA2
chr13 32330842 32331106 | BRCA2
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chr13 32332241 32333417 | BRCA2
chr13 32336234 32341226 | BRCA2
chr13 32344473 32344737 | BRCA2
chr13 32346753 32346969 | BRCA2
chr13 32354834 32355314 | BRCA2
chr13 32356398 32356638 | BRCA2
chr13 32357715 32357955 | BRCA2
chr13 32362487 32362727 | BRCA2
chr13 32363151 32363559 | BRCA2
chr13 32370323 32370635 | BRCA2
chr13 32370871 32371183 | BRCA2
chr13 32375266 32375482 | BRCA2
chr13 32376586 32376874 | BRCA2
chr13 32379283 32379547 | BRCA2
chr13 32379675 32380219 | BRCA2
chr13 32394654 32394966 | BRCA2
chr13 32395960 32396170 | BRCA2
chr13 32396081 32396117 | BRCA2
chr13 32396814 32397126 | BRCA2
chr13 32398129 32398801 | BRCA2
chr13 48303836 48304124 | RB1
chr13 48307198 48307486 | RB1
chr13 48342524 48342788 | RB1
chr13 48344995 48345283 | RB1
chr13 48347747 48347939 | RB1
chr13 48348881 48349097 | RB1
chr13 48359939 48360203 | RB1
chr13 48362729 48363041 | RB1
chr13 48364812 48365052 | RB1
chr13 48367416 48367680 | RB1
chr13 48368445 48368685 | RB1
chr13 48373328 48373568 | RB1
chr13 48376843 48377107 | RB1
chr13 48379493 48379709 | RB1
chr13 48379972 48380322 | RB1
chr13 48381212 48381476 | RB1
chr13 48452907 48453195 | RB1
chr13 48456120 48456432 | RB1
chr13 48459603 48459915 | RB1
chr13 48463650 48463914 | RB1
chr13 48464922 48465442 | RB1
chr13 48473278 48473470 | RB1
chr13 48476615 48476927 | RB1
chr13 48477271 48477487 | RB1
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chr13 48479914 48480154 | RB1
chr14 104769509 | 104769701 | AKT1
chr14 104770260 | 104770500 | AKT1
chr14 104770663 | 104770927 | AKT1
chr14 104771727 | 104771895 | AKT1
chr14 104772288 | 104772528 | AKT1
chr14 104772840 | 104773128 | AKT1
chr14 104773170 | 104773661 | AKT1
chr14 104773837 | 104774053 | AKT1
chr14 104774862 | 104775285 | AKT1
chr14 104775569 | 104775881 | AKT1
chr14 104776582 | 104776846 | AKT1
chr14 104780007 | 104780295 | AKT1
chr14 104792524 | 104792716 | AKT1
chr16 3727691 3729899 | CREBBP
chr16 3731164 3731500 | CREBBP
chr16 3731700 3732012 | CREBBP
chr16 3735999 3736239 | CREBBP
chr16 3736576 3736888 | CREBBP
chr16 3738483 3738747 | CREBBP
chr16 3739492 3739804 | CREBBP
chr16 3740317 3740629 | CREBBP
chr16 3744819 3745035 | CREBBP
chr16 3745195 3745435 | CREBBP
chr16 3749546 3749762 | CREBBP
chr16 3751648 3751912 | CREBBP
chr16 3757211 3757451 | CREBBP
chr16 3757772 3758084 | CREBBP
chr16 3758768 3759056 | CREBBP
chr16 3767694 3767934 | CREBBP
chr16 3769143 3769383 | CREBBP
chr16 3770537 3771017 | CREBBP
chr16 3773691 3773955 | CREBBP
chr16 3774486 3774774 | CREBBP
chr16 3777538 3777730 | CREBBP
chr16 3777976 3778216 | CREBBP
chr16 3778626 3778890 | CREBBP
chr16 3780648 3780960 | CREBBP
chr16 3781122 3781386 | CREBBP
chr16 3782648 3782960 | CREBBP
chr16 3791905 3792169 | CREBBP
chr16 3793349 3793661 | CREBBP
chr16 3810570 3810810 | CREBBP
chr16 3850268 3851036 | CREBBP
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chr16 3879753 3879993 | CREBBP
chr16 67029326 67029566 | CBFB
chr16 67029649 67029889 | CBFB
chr16 67036564 67036828 | CBFB
chr16 67066607 67066871 | CBFB
chr16 67082131 67082419 | CBFB
chr16 67098635 67098851 | CBFB
chr16 67610802 67611642 | CTCF
chr16 67611915 67612155 | CTCF
chr16 67616667 67616955 | CTCF
chr16 67620612 67620900 | CTCF
chr16 67621360 67621672 | CTCF
chr16 67626478 67626790 | CTCF
chr16 67628340 67628580 | CTCF
chr16 67629321 67629609 | CTCF
chr16 67636614 67636926 | CTCF
chr16 67637659 67637899 | CTCF
chr16 68737331 68737547 | CDH1
chr16 68738221 68738485 | CDH1
chr16 68801637 68801925 | CDH1
chr16 68808339 68808926 | CDH1
chr16 68810112 68810424 | CDH1
chr16 68811651 68811891 | CDH1
chr16 68812054 68812342 | CDH1
chr16 68813281 68813593 | CDH1
chr16 68815480 68815792 | CDH1
chr16 68819196 68819508 | CDH1
chr16 68821968 68822256 | CDH1
chr16 68823368 68823656 | CDH1
chr16 68826446 68826638 | CDH1
chr16 68828094 68828382 | CDH1
chr16 68829569 68829881 | CDH1
chr16 68833262 68833526 | CDH1
chr16 68834151 68834391 | CDH1
chr17 7661816 7662103 | TP53
chr17 7666154 7666346 | TP53
chr17 7661914 7661935 | TP53
chr17 7667144 7667456 | TP53
chr17 7669529 7669769 | TP53
chr17 7670529 7670793 | TP53
chr17 7673134 7673422 | TP53
chr17 7673451 7673912 | TP53
chr17 7674103 7674367 | TP53
chr17 7674782 7675265 | TP53
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chr17 7675964 7676300 | TP53 chr17 16121016 16121304 | NCOR1
chr17 7676308 7676677 | TP53 chr17 16126001 16126289 | NCOR1
chr17 12020811 12021075 | MAP2K4 chr17 16137229 16137493 | NCOR1
chr17 12032185 12032377 | MAP2K4 chr17 16138076 16138292 | NCOR1
chr17 12054807 12055071 | MAP2K4 chr17 16138976 16139216 | NCOR1
chr17 12081322 12081562 | MAP2K4 chr17 16143530 16143770 | NCOR1
chr17 12095490 12095778 | MAP2K4 chr17 16146341 16146581 | NCOR1
chr17 12107705 12107993 | MAP2K4 chr17 16149375 16149591 | NCOR1
chr17 12110292 12110508 | MAP2K4 chr17 16151506 16151698 | NCOR1
chr17 12113152 12113440 | MAP2K4 chr17 16151863 16152079 | NCOR1
chr17 12125212 12125452 | MAP2K4 chr17 16153258 16153474 | NCOR1
chr17 12129056 12129368 | MAP2K4 chr17 16158684 16158948 | NCOR1
chr17 12139765 12139957 | MAP2K4 chr17 16164949 16165189 | NCOR1
chr17 12141071 12141335 | MAP2K4 chr17 16171767 16172055 | NCOR1
chr17 16032269 16032509 | NCOR1 chr17 16186476 16186764 | NCOR1
chr17 16034734 16034974 | NCOR1 chr17 16194383 16194647 | NCOR1
chr17 16039257 16039689 | NCOR1 chr17 31095132 31095444 | NF1
chr17 16040359 16040575 | NCOR1 chr17 31155898 31156210 | NF1
chr17 16046865 16047177 | NCOR1 chr17 31158931 31159171 | NF1
chr17 16048760 16049072 | NCOR1 chr17 31163148 31163412 | NF1
chr17 16057481 16057769 | NCOR1 chr17 31169811 31170075 | NF1
chr17 16057829 16058141 | NCOR1 chr17 31181347 31181563 | NF1
chr17 16058390 16058678 | NCOR1 chr17 31181627 31181867 | NF1
chr17 16061371 16061923 | NCOR1 chr17 31182430 31182742 | NF1
chr17 16062031 16062343 | NCOR1 chr17 31200388 31200628 | NF1
chr17 16063983 16064271 | NCOR1 chr17 31200953 31201241 | NF1
chr17 16064788 16065100 | NCOR1 chr17 31201327 31201567 | NF1
chr17 16065457 16065721 | NCOR1 chr17 31206161 31206449 | NF1
chr17 16067863 16068151 | NCOR1 chr17 31214373 31214661 | NF1
chr17 16070128 16070560 | NCOR1 chr17 31218929 31219193 | NF1
chr17 16071380 16071692 | NCOR1 chr17 31221775 31222063 | NF1
chr17 16072066 16072306 | NCOR1 chr17 31223361 31223649 | NF1
chr17 16073354 16073642 | NCOR1 chr17 31225016 31225328 | NF1
chr17 16075497 16075737 | NCOR1 chr17 31226403 31226715 | NF1
chr17 16079881 16080145 | NCOR1 chr17 31227134 31227374 | NF1
chr17 16080326 16080810 | NCOR1 chr17 31227444 31227684 | NF1
chr17 16086205 16086517 | NCOR1 chr17 31228992 31229496 | NF1
chr17 16087138 16087378 | NCOR1 chr17 31229760 31230048 | NF1
chr17 16091824 16092088 | NCOR1 chr17 31230176 31230464 | NF1
chr17 16098287 16098575 | NCOR1 chr17 31230763 31231003 | NF1
chr17 16101215 16101839 | NCOR1 chr17 31231998 31232262 | NF1
chr17 16108704 16108992 | NCOR1 chr17 31232670 31232910 | NF1
chr17 16117813 16118101 | NCOR1 chr17 31232975 31233239 | NF1
chr17 16119345 16119561 | NCOR1 chr17 31235535 31236101 | NF1
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chr17 31248907 31249195 | NF1 chr17 39715707 39715971 | ERBB2
chr17 31252860 31253076 | NF1 chr17 39716222 39716679 | ERBB2
chr17 31257606 31257798 | NF1 chr17 39717245 39717557 | ERBB2
chr17 31258266 31258578 | NF1 chr17 39719702 39719918 | ERBB2
chr17 31258948 31259212 | NF1 chr17 39723243 39723742 | ERBB2
chr17 31260285 31260597 | NF1 chr17 39723828 39724092 | ERBB2
chr17 31261627 31261939 | NF1 chr17 39724698 39724938 | ERBB2
chr17 31265151 31265415 | NF1 chr17 39724970 39725484 | ERBB2
chr17 31299425 31299689 | NF1 chr17 39725623 39725935 | ERBB2
chr17 31325783 31326287 | NF1 chr17 39726478 39726742 | ERBB2
chr17 31327464 31327872 | NF1 chr17 39726788 39727028 | ERBB2
chr17 31330264 31330528 | NF1 chr17 39727264 39727576 | ERBB2
chr17 31334588 31335066 | NF1 chr17 39727662 39728070 | ERBB2
chr17 31336258 31336546 | NF1 chr17 43045595 43045883 | BRCA1
chr17 31336606 31336942 | NF1 chr17 43047564 43047780 | BRCA1
chr17 31337330 31337618 | NF1 chr17 43049037 43049277 | BRCA1
chr17 31337740 31338214 | NF1 chr17 43049980 43050172 | BRCA1
chr17 31338622 31338886 | NF1 chr17 43050981 43051197 | BRCA1
chr17 31340430 31340718 | NF1 chr17 43056973 43057213 | BRCA1
chr17 31342927 31343215 | NF1 chr17 43063256 43063448 | BRCA1
chr17 31349041 31349329 | NF1 chr17 43063792 43064032 | BRCA1
chr17 31350106 31350394 | NF1 chr17 43067531 43067771 | BRCA1
chr17 31352179 31352491 | NF1 chr17 43070890 43071274 | BRCA1
chr17 31356376 31356664 | NF1 chr17 43074293 43074557 | BRCA1
chr17 31356880 31357168 | NF1 chr17 43076406 43076694 | BRCA1
chr17 31357186 31357450 | NF1 chr17 43079258 43079474 | BRCA1
chr17 31358394 31358706 | NF1 chr17 43082369 43082609 | BRCA1
chr17 31358883 31359099 | NF1 chr17 43090867 43091107 | BRCA1
chr17 31360454 31360742 | NF1 chr17 43091295 43094895 | BRCA1
chr17 31367143 31367359 | NF1 chr17 43095763 43096003 | BRCA1
chr17 31373927 31374239 | NF1 chr17 43097170 43097362 | BRCA1
chr17 31378813 31379005 | NF1 chr17 43099695 43099959 | BRCA1
chr17 39699477 39699669 | ERBB2 chr17 43104047 43104335 | BRCA1
chr17 39700154 39700394 | ERBB2 chr17 43104791 43105031 | BRCA1
chr17 39706957 39707221 | ERBB2 chr17 43106374 43106614 | BRCA1
chr17 39708295 39708559 | ERBB2 chr17 43110460 43110652 | BRCA1
chr17 39709240 39709528 | ERBB2 chr17 43115644 43115860 | BRCA1
chr17 39709738 39709954 | ERBB2 chr17 43123936 43124176 | BRCA1
chr17 39710011 39710554 | ERBB2 chr17 43125099 43125267 | BRCA1
chr17 39711843 39712131 | ERBB2 chr18 51047014 51047326 | SMAD4
chr17 39712240 39712528 | ERBB2 chr18 51048652 51048892 | SMAD4
chr17 39713053 39713353 | ERBB2 chr18 51049213 51049405 | SMAD4
chr17 39713198 39713294 | ERBB2 chr18 51054754 51055018 | SMAD4
chr17 39715202 39715610 | ERBB2 chr18 51058040 51058529 | SMAD4
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chr18 51059782 51059998 | SMAD4 chrX 41198494 41198782 | USPOX
chr18 51065394 51065634 | SMAD4 chrX 41201025 41201313 | USPOX
chr18 51066982 51067222 | SMAD4 chrX 41205265 41205529 | USPOX
chr18 51076604 51076844 | SMAD4 chrX 41210475 41210715 | USPOX
chr18 51077229 51077397 | SMAD4 chrX 41214494 41214782 | USPOX
chr18 51078229 51078493 | SMAD4 chrX 41215867 41216683 | USPOX
chr21 34792108 34792636 | RUNX1 chrX 41217137 41217425 | USPOX
chr21 34799225 34799537 | RUNX1 chrX 41218340 41218628 | USPOX
chr21 34821585 34821777 | RUNX1 chrX 41219022 41219310 | USPOX
chr21 34834373 34834637 | RUNX1 chrX 41223189 41223429 | USPOX
chr21 34859393 34859657 | RUNX1 chrX 41224707 41225212 | USP9X
chr21 34880478 34880790 | RUNX1 chrX 41229174 41229486 | USP9X
chr21 34886809 34887145 | RUNX1 chrX 41229540 41229852 | USP9X
chr21 34889598 34889814 | RUNX1 chrX 41230416 41230680 | USPOX
chr21 34892847 34893039 | RUNX1 chrX 41232311 41232599 | USPOX
chr21 35048762 35048978 | RUNX1 chrX 44873475 44873787 | KDM6A
chrX 41123544 41123808 | USP9X chrX 44873847 44874063 | KDM6A
chrX 41128916 41129228 | USP9X chrX 44961205 44961469 | KDM6A
chrX 41131376 41131616 | USP9X chrX 44974582 44974798 | KDM6A
chrX 41134648 41134912 | USP9X chrX 45010881 45011097 | KDM6A
chrX 41136768 41137056 | USP9X chrX 45020525 45020813 | KDM6A
chrX 41140581 41140845 | USP9X chrX 45034849 45035065 | KDM6A
chrX 41140935 41141505 | USP9X chrX 45037575 45037767 | KDM6A
chrX 41143210 41143522 | USP9X chrX 45051635 45051875 | KDM6A
chrX 41144441 41144705 | USP9X chrX 45053747 45054035 | KDM6A
chrX 41148339 41148603 | USP9X chrX 45058922 45059186 | KDM6A
chrX 41150844 41151132 | USP9X chrX 45059212 45059500 | KDM6A
chrX 41152870 41153158 | USP9X chrX 45059944 45060232 | KDM6A
chrX 41162713 41162953 | USP9X chrX 45060530 45060842 | KDM6A
chrX 41165838 41166246 | USP9X chrX 45061239 45061503 | KDM6A
chrX 41167397 41167661 | USP9X chrX 45062565 45062829 | KDM6A
chrX 41167980 41168244 | USP9X chrX 45063391 45063847 | KDM6A
chrX 41169958 41170270 | USP9X chrX 45069547 45070387 | KDM6A
chrX 41170388 41170700 | USP9X chrX 45076617 45076905 | KDM6A
chrX 41171753 41172041 | USP9X chrX 45078320 45078584 | KDM6A
chrX 41183918 41184206 | USP9X chrX 45079116 45079380 | KDM6A
chrX 41184367 41184703 | USP9X chrX 45082499 45082871 | KDM6A
chrX 41186435 41186723 | USP9X chrX 45083377 45083689 | KDM6A
chrX 41187910 41188198 | USP9X chrX 45085789 45086053 | KDM6A
chrX 41189271 41189511 | USP9X chrX 45089716 45089956 | KDM6A
chrX 41195822 41196086 | USP9X chrX 45090649 45090937 | KDM6A
chrX 41196172 41196436 | USP9X chrX 45106463 45106727 | KDM6A
chrX 41196508 41196820 | USP9X chrX 45107328 45107616 | KDM6A
chrX 41197280 41197592 | USP9X chrX 45110043 45110283 | KDM6A
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|chrX | 45111300 45111492 | KDM6A

Gracias al empleo de cddigos de barras moleculares, este panel permite la caracterizacion
ultrasensible de aberraciones genéticas tumorales, por lo que puede ser empleado para la

deteccion de mutaciones en frecuencias alélicas por debajo del 0,15%.

Esta alta sensibilidad permite la deteccion de mutaciones en biofluidos (biopsia liquida) de
pacientes con tumores localizados/tempranos o aquellos canceres con poca liberacion de
material tumoral. Este panel ha sido optimizado y validado usando cuatro muestras de
tumores de mama con mutaciones conocidas (ver ejemplo 1) y sus resultados han sido
comparados con otros paneles de secuenciacién para este mismo tipo de cancer, cancer de
mama, mostrando una mayor capacidad de deteccion de mutaciones (ver ejemplo 2). Su
uso en biopsias liquidas ha sido respaldado en estudios comparativos con muestras
tumorales, donde se demuestra la alta sensibilidad, especificidad y capacidad de valor
predictivo del método de diagnostico de cancer de mama basado en este panel de
secuenciacién (ver ejemplo 3). También se han comprobado, mediante su correlacion con
variables clinico-patoldgicas, su utilidad como marcador de prondstico o progresién de la

enfermedad (ver ejemplo 4).

Por tanto, un primer aspecto de la invencién se refiere al panel de secuenciacion que

comprende los genes de la Tabla 1.

En concreto y mas preferiblemente, a su uso como biomarcadores para diagnosticar,
diagnosticar de forma temprana, predecir o pronosticar la evolucién el cancer de mama. Y

aun mas preferiblemente, para su uso en biopsia liquida.
Métodos de la invencién

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro de obtenciéon de datos utiles
para diagnosticar, diagnosticar de forma temprana, predecir o pronosticar la evolucién del
cancer de mama en un individuo, de ahora en adelante primer método de la invencion, que

comprende:
a) obtener una muestra bioldgica aislada del individuo,
b) identificar posibles mutaciones en los genes de la Tabla 1.
Otro aspecto de la invencién se refiere a un método in vitro para diagnosticar o diagnosticar

de forma temprana, el cancer de mama, de ahora en adelante segundo método de la
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invencién, que comprende los pasos (a) - (b) segun el primer método de la invencion, y

ademas comprende:

c) asignar al individuo que presenta mutaciones en alguno de los genes de la Tabla 1 al

grupo de pacientes que padece cancer de mama.

En una realizacion preferida del segundo método de la invencién ademas comprende
asignar al individuo que presenta una mediana de frecuencia alélica de las mutaciones mas

alta, al grupo de pacientes con un grado tumoral mas alto.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro para predecir o pronosticar la
evolucion del cancer de mama, que comprende el método de obtencidén de datos utiles de la
invencién, y que ademas comprende asignar al individuo que presenta mas de una

mutacion, al grupo de pacientes con probabilidad de recaida clinica.

Otro aspecto de la invencion refiere al método in vitro para predecir o pronosticar la
evolucion del cancer de mama, que comprende el método de obtencidén de datos utiles de la
invencién y que ademas comprende asignar al individuo que presenta mutaciones en TP53

al grupo de pacientes con tumor negativo a la expresion de receptores hormonales.

Una "muestra bioldgica" tal como se define aqui, es una pequefia parte de un sujeto,
representativa del conjunto y puede estar constituida por una biopsia o una muestra de

fluido corporal.

Preferiblemente, la muestra bioldgica es plasma, proveniente de la separacion fisica de la

muestra de sangre tomada del paciente.

La deteccién las mutaciones en los genes de la Tabla 1 puede realizarse por cualquier
medio conocido en el estado de la técnica.

Preferiblemente se lleva a cabo mediante tecnologias de secuenciacion de proxima
generacion o “next-generation sequencing” (NGS). Mas preferiblemente la tecnologia NGS

utilizada son sondas de enriquecimiento tipo Agilent SureSelect.

El método de la presente invencién se puede aplicar con muestras de individuos de
cualquier sexo, es decir, hombres o mujeres, y a cualquier edad. Preferiblemente se aplica a
muestras obtenidas de mujeres.

En la presente invencion se entiende por "prondstico" la evolucion esperada de una
enfermedad y se refiere a la valoracion de la probabilidad segun la cual un sujeto padece

una enfermedad, asi como a la valoracion de su inicio, estado de desarrollo, evolucion, o de
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su regresion, y/o el prondstico del curso de la enfermedad en el futuro. Como entenderan los
expertos en la materia, tal valoracion, aunque se prefiere que sea, normalmente puede no
ser correcta para el 100% de los sujetos que se van a diagnosticar. El término, sin embargo,
requiere que una parte estadisticamente significativa de los sujetos se pueda identificar
como que padecen la enfermedad o que tienen predisposicion a la misma. Si una parte es
estadisticamente significativa se puede determinar sin mas por el experto en la materia
usando varias herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas, por ejemplo,
determinacion de intervalos de confianza, determinacion de valores p, prueba de la t de
Student, prueba de Mann-Whitney, etc. Los intervalos de confianza preferidos son al menos
el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el
95%. Los valores de p son, preferiblemente, 0,2, 0,1, 0,05. A su vez, atendiendo al método
de la presente invencion, se podrian establecer otras subclasificaciones dentro de esta
principal, facilitando, por tanto, la eleccion y el establecimiento de regimenes terapéuticos o
tratamiento adecuados. Esta discriminacion tal y como es entendida por un experto en la
materia no pretende ser correcta en un 100% de las muestras analizadas. Sin embargo,
requiere que una cantidad estadisticamente significativa de las muestras analizadas sean
clasificadas correctamente. La cantidad que es estadisticamente significativa puede ser
establecida por un experto en la materia mediante el uso de diferentes herramientas
estadisticas, por ejemplo, pero sin limitarse, mediante la determinaciéon de intervalos de
confianza, determinacion del valor significacion P, test de Student o funciones discriminantes
de Fisher, medidas no paramétricas de Mann Whitney, correlacién de Spearman, regresion
logistica, regresion lineal, area bajo la curva de ROC (AUC). Preferiblemente, los intervalos
de confianza son al menos del 90%, al menos del 95%, al menos del 97%, al menos del
98% o al menos del 99%. Preferiblemente, el valor de p es menor de 0,1, de 0,05, de 0,01,
de 0,005 o de 0,0001. Preferiblemente, la presente invencién permite detectar
correctamente la enfermedad de forma diferencial en al menos el 60%, mas preferiblemente
en al menos el 70%, mucho mas preferiblemente en al menos el 80%, o ain mucho mas
preferiblemente en al menos el 90% de los sujetos de un determinado grupo o poblacion

analizada.
Kit y usos

Otro aspecto de la invencién se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en adelante kit o
dispositivo de la invencién, que comprende los elementos necesarios para detectar

mutaciones en los genes de la Tabla 1 simultaneamente.
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Automatizacion del método de la invencion implementandolo en un programa de

ordenador

Otro aspecto de la invencion se refiere a un programa de ordenador que comprende
instrucciones para realizar el procedimiento de acuerdo con cualquiera de los métodos de la

invencion.

En particular, la invencién abarca programas de ordenador dispuestos sobre o dentro de una
portadora. La portadora puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de soportar el
programa. Como variante, la portadora podria ser un circuito integrado en el que va incluido
el programa y que se haya adaptado para ejecutar, o para ser utilizado en la ejecucién de
los procesos correspondientes.

Por ejemplo, los programas podrian estar incorporados en un medio de almacenamiento,
como una memoria ROM, una memoria CD ROM o una memoria ROM de semiconductor,
una memoria USB, o un soporte de grabaciéon magnética, por ejemplo, un disco flexible o un
disco duro. Alternativamente, los programas podrian estar soportados en una sefal
portadora transmisible; por ejemplo, podria tratarse de una sefial eléctrica u optica que
podria transportarse a través de cable eléctrico u éptico, por radio o por cualesquiera otros

medios.

La invencion se extiende también a programas de ordenador adaptados para que cualquier
medio de procesamiento pueda llevar a la practica los métodos de la invencion. Los
programas de ordenador también abarcan aplicaciones en la nube basadas en dicho

procedimiento.

Otros aspectos de la invencién se refieren al medio de almacenamiento legible y a la senal
transmisible que comprende instrucciones de programa necesarias para la ejecucion del

método de invencién por un ordenador.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencion.

18



10

15

20

ES2971182A1

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Mutaciones encontradas en las muestras de plasma de pacientes con cancer de
mama localizado. A: mutaciones identificadas en las muestras de plasma tanto en los
subestudios informado y no informado por la genética del tumor. B: caracteristicas clinico-

patolégicas de los pacientes mostrando el estado clinico actual (recaida clinica).

Figura 2. Mutaciones identificadas en la secuenciacion del ADN tumoral de las muestras
incluidas en el estudio. Oncoplot. A: mutaciones observadas en las muestras tumorales

indicando si se encontraron en plasma. B: caracteristicas clinico-patoldgicas del paciente.
EJEMPLOS DE LA INVENCION

Ejemplo 1: Optimizacién y validacién del panel de genes de la Tabla 1

El panel de 37 genes implicados en cancer de mama de la Tabla 1 fue evaluado generando
librerias de secuenciacion con el ADN obtenido de 4 tumores de mama y comparando los

resultados con otro panel, que emplea una tecnologia diferente.

Se utilizé para su secuenciacién tecnologias ultrasensibles de ultima generacion (NGS - next
generation sequencing), en concreto SureSelect XT HS. Se comprobé que la cobertura de
las zonas gendmicas fue correcta y se detectaron mutaciones conocidas en estos tumores,

que habian sido secuenciados previamente con otra tecnologia, llamada TruSeq de lllumina.

Tabla 3: Mutaciones observadas en los cuatro tumores testados usando el panel
personalizado de 37 genes (Sure Select XT HS) y un panel validado que emplea una
tecnologia y set de genes diferente (lllumina sequencing Truseq), en concreto TP53, CDH1
y PIK3CA.
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SureSelect XT HS Hiumina sequencing (TruSeq)
MUESTRA . .
Gen/Mutacion | VAF | Gen/Mutacion

TP53/P.R213T 44,10%|TP53/P.R213T 46,90%
CDH1/p.E841* 5,85%(ND ND
FAT1/p.P147L 0,81%|NT NT
ESR1/p.R394C 0,58%|NT NT

0SMS ATM/p.D360Y 0,81%|NT NT
BRCA2/p.D878N 0,66%|NT NT
CREBBP/p.R1091C| 0,68%|NT NT
ERBB2/p.S310F 0,76%|NT NT
ERBB2/p.R688Q 0,58%|NT NT
TP53/p.M133K 78,40%|TP53/p.M133K 75,20%

13MS ESR1/p.R243H 0,62%|NT NT
CTCF/p.R29W 0,78%|NT NT

1AMS PIK3CA/p.H1047R | 25,30%|PIK3CA/p.H1047R 25,70%
KMT2D/p.R845Q 0,67%|NT NT

1IMS PIK3CA/p.H1047R | 26,90%|PIK3CA/p.H1047R 30,10%
NF1/p.R997M 0,71%|NT NT

ND, No detectado; NT, No testado, el panel no incluye el gen, VAF- Variant allele frequency

frecuencia alélica de una variante.

Comparando las mutaciones encontradas usando ambos paneles en los 4 tumores de
prueba, se observaron frecuencias alélicas totalmente comparables para las mutaciones que

fueron detectadas por ambos paneles, validando, por lo tanto, el panel de la invencién.

Ademas, se detectdé una mutacion con baja frecuencia alélica y patogénica en el gen CDH1

que no fue detectada en la secuenciacion previa.

Hay que destacar que usando el panel de la invencién se detectaron nuevas mutaciones

debido a que este panel incluye la secuenciacién de muchos mas genes.

Ejemplo 2: Sensibilidad del panel de genes de la Tabla 1 para su uso como

biomarcadores de cancer de mama en biopsia liguida.

Diseno del estudio y poblacién de pacientes

El estudio incluyd a 29 pacientes con hallazgos de mamografia BI-RADS 4C/5 y posterior
diagnostico de cancer de mama primario en el Hospital Virgen de la Victoria de Malaga vy el
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Estos pacientes fueron los mismos que los objeto
de estudio en Jimenez Rodriguez, B. et al en “Detection of TP53 and PIK3CA Mutations in
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Circulating Tumor DNA Using Next-Generation Sequencing in the Screening Process for

Early Breast Cancer Diagnosis” (5)

Las muestras de sangre se recolectaron inmediatamente (menos de una hora) antes de la
biopsia de tejido y antes de recibir cualquier tipo de tratamiento. Los tejidos tumorales
coincidentes se recogieron a través de biopsias con aguja gruesa de tumores de mama, que

posteriormente se congelaron en fresco.

Se realizdé un analisis inmunohistoquimico (IHC) para cuantificar la expresion del receptor 2
del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), los receptores hormonales (HR) y
Ki67.

El receptor de estrégeno (ER) y el receptor de progesterona (PR) se consideraron positivos

si los tumores tenian mas del 1 % de células con tincidn nuclear.

La tincion de HER2 se calific6 en una escala de 0 a 3+, de acuerdo con las pautas de
HercepTest. El estado de HER2 se consideré positivo cuando se calificé como 3+, mientras
que 0 a 1+ fue negativo y 2+ fue un resultado no concluyente y en esos casos se realizé
hibridacion in situ con plata (SISH) para confirmar la positividad.

El tumor con receptores hormonales positivos mas un indice Ki 67 de <14 % se considerd

un tumor luminal A, mientras que >14 % se consideré un tumor luminal B.

Los subtipos de cancer de mama IHC se definieron mediante una combinacién de estos
marcadores IHC de la siguiente manera: luminal A (PR positivo, HER2 negativo y Ki-67 < 14
%), luminal B (ER positivo y/o PR positivo, HER2 negativo y Ki-67 > 14 %), HER2 positivo
(ER negativo, PR negativo, HER2 positivo) y triple negativo (ER, PR y HER2 negativo).

El estudio fue aprobado por los comités de ética de investigacién del Hospital Virgen de la
Victoria y del Hospital Clinico de Valencia, todos los pacientes dieron su consentimiento
informado por escrito. La investigacion se llevé a cabo de acuerdo con las Buenas Practicas

Clinicas y la Declaracién de Helsinki.

Las caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores de las pacientes con cancer de mama
inscritas se muestran en la Tabla 4. La edad promedio de las pacientes fue de 64 afos
(rango 44-92 anos). Los 29 tumores de mama primarios examinados incluyeron 24
carcinoma ductal invasivo (CDI) (82,7 %), dos carcinomas lobulares invasivos (CLI) (6,9 %),
dos carcinomas papilares (6,9 %) y un carcinoma tubular (3,4 %). catorce tumores

presentaron diametros menores a 2 cm (48,3%), mientras que 15 presentaron diametros
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mayores a 2 cm (51,7%). Se detectd metastasis en los ganglios linfaticos axilares mediante

biopsia con aguja gruesa en nueve pacientes (31,0 %).

Diez pacientes sin metastasis en los ganglios linfaticos tenian tumores con diametros de
mas de 2 cm (34,5%). Se utilizd inmunohistoquimica para determinar los subtipos de
tumores IHC de la siguiente manera, 14 tumores luminales A (48,3 %), 11 tumores luminales
B (37,9 %), tres tumores triple negativos (10,3 %) y uno tumor HERZ2 positivo (3,4 %). Con
respecto al estado de los receptores hormonales, 25 de 29 pacientes con BC tenian
receptores de estrogeno (ER) positivos (86,2 %) y 17 de 29 pacientes tenian receptores de

progesterona (PR) negativos (58,6 %).

En cuanto al grado tumoral, la mayoria de los pacientes presentaron tumores de grado 2 (16
pacientes, 55%) mientras que siete pacientes tenian tumores de grado 3 (24,5%) y cinco
pacientes tenian tumores de grado 1 (17%). Se desconocia el grado tumoral en un paciente
(3,5%).

Tabla 4: Caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes.

Edad de diagnéstico (afios) 64 afos (44 - 92)
Media (rango)
Tamano del tumor mamografico n (%)
>2 cm 15 (51,7)
2ab5cm 13 (44,8)
>5cm 1(3,4)
Tipo de tumor
CDI 24 (82,7)
CLI 2 (6,9)
Carcinoma papilar 2(6,9)
Carcinoma tubular 1(3,4)
Grado del tumor n (%)
I 57/15,2)
Il 16 (55,2)
I 7 (24,13)
Desconocido 1(3,4)
Nédulo linfatico auxiliar
Positivo 9 (31,3)
Negativo 20 (68,9)
Receptor progesterona n (%)
Positivo 12 (41,4)
Negativo 17 (58,6)
Receptor estréogeno n (%)
Positivo 25 (86,20)
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Negativo 4 (13,79)
Estatus HER2 n (%)
Positivo 1(3,4)
Negativo 28 (96,6)
Subtipo IHC n (%)
Tumor luminal A 14 (48,3)
Tumor luminal B 11 (37,9)
Tumor HERZ positivo 1(3,4)
Tumor triple negativo 3 (10,3)
Categoria BIRADS
4c 14 (48,3)
5 15 (51,7)

CDI: Carcinoma ductal invasivo; CLI: carcinoma lobulillar invasivo; HER2: receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano; IHC: Inmunohistoquimica; BIRADS: Sistema de

datos e informes de imagenes mamarias.
Extracciéon de ADN

El ADN tumoral se aislé6 de muestras de tejido fresco congelado utilizando el kit de sangre y

tejido DNeasy (Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las muestras de ADN plasmatico se recogieron a partir de muestras de plasma sanguineo
de 10 ml en tubos STRECK inmediatamente antes de la biopsia de tejido. Dentro de las 2h
posteriores a la recoleccion, el plasma se separ6 de las muestras de sangre completa
mediante centrifugacion durante 10 min a 3000 rpm a temperatura ambiente y se almacené
a -80°C hasta su uso posterior. Las muestras de plasma se descongelaron y se
centrifugaron nuevamente durante 10 minutos a 13.000 rpm a temperatura ambiente antes
de la extraccién de ADN para eliminar los desechos. El aislamiento de ADN de 2 ml de
plasma se realizdé con el kit de acido nucleico circulante QlAamp (Qiagen) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y se eluyé en 140 uL de tampdén AVE (Qiagen). La cantidad
total de ADN gendmico humano amplificable aislado de muestras de plasma se cuantificd
utilizando una version modificada del ensayo de PCR en tiempo real del elemento 1

intercalado largo humano (LINE-1) y se notificé como equivalentes del genoma (GE).
Secuenciacion dirigida en muestras de tejido y del ADN plasmatico

El estudio NGS (next generation sequencing) de las muestras se realizé con un disefio
personalizado de ultima generacion (NGS - next generation sequencing), en concreto

SureSelect XT HS) para los 37 genes de la Tabla 1.
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La preparaciéon de la libreria de secuenciacion y el procesamiento de datos de
secuenciacién se llevo a cabo siguiendo la metodologia que se describe en los respectivos

epigrafes del ejemplo 3.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizdé con SPSS (19.0, SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Para los
analisis de asociacidon entre variables clinico-patolégicas y mutaciones derivadas de los
genes de la Tabla 1 en sangre, se utilizaron la correlacion de Spearmen y la prueba exacta
de Fisher (para variables categéricas). El umbral de significacion estadistica se fijo en p <
0,05.

Los resultados usando el panel de 37 genes tanto para biopsias tumorales como para
muestras de plasma se muestran en la Tabla 5. Se presenta a su vez una comparativa con
los resultados obtenidos para estos mismos 29 pacientes incluidos en el articulo de Jimenez
Rodriguez, B. et al “Detection of TP53 and PIK3CA Mutations in Circulating Tumor DNA
Using Next-Generation Sequencing in the Screening Process for Early Breast Cancer
Diagnosis J. Clin Med. 2019 (5), donde se utilizé otra técnica de NGS, Plasma SafeSEQ

(Sysmex Inostics S.A.).

Tabla 5: Resultados comparativos de las mutaciones detectadas en biopsia tumoral y en
muestras de plasma utilizando el panel de genes de la Tabla 1; y comparaciéon con las

mutaciones en plasma localizadas por otros métodos del estado de la técnica.

Biopsia Tumoral Plasma
Variante / mutacion detectada VAF Gen Gen
Muestra Gen i . Cambio o VAF (%) | testado en | detectado
Cambio nucleétido oroteina (%) ref. 5 en ref. 5
002MS TP53 c.524G<A p.R175H 54,5 0,2 Si NO
007MS | PIK3CA |c.3140A>G p.H1047R 31,2 0,5 Si Si
009MS TP53 c.637 C>T p.R213* 45,2 0,8 Si Si
013MS TP53 c.398T>A p.m133K 76,9 19,5 Si Si
015MS GATA3 |c.922-3 922-2 delCA |. 22,4 0,1 NO -
TP53 c.377A>G p.Y126C 58,2 0,2 Si NO
019MS | PIK3CA |c.1624G>A p.E542K 53,1 0,1 Si NO
TP53 c.743G>T p.R248L 37,9 4 Si Si
016MS SMAD4 | c.725C>G p.S242* 23,7 3,2 NO -
PIK3CA |c.3140A>T p.H1047L 35,1 4,6 Si Si
021MS TP53 c.376-2A>G p.X126_splice | 33,4 1,8 Si NO
033MS TP53 c.503A>T p.H168L 37,6 0,4 Si NO
044MS KRAS |¢.35G>C p.G12A 29,3 1 NO -
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TP53 | c.587G>C p.R196P 512 | 1.2 sl sl

067Ms | TP53 | c.842A>C p.D281A 518 | 03 sl NO
PIK3CA |c.3145G>C p.G1049R 862 | 03 sl sl

079MS | TP53 |c.742C>T p.R248W 9,1 0,1 sl NO

La columna “VAF (%)’ expresa las frecuencias alélicas observadas usando el panel de la
Tabla 1, tanto en tumor sélido como en plasma, donde se llega a detectar frecuencias

alélicas de 0,1% en biopsias liquidas.

El método de la invencion es capaz de detectar las variantes o mutaciones concordantes

entre plasma y tumor que se describen la referencia 5.

Ademas, gracias al panel de genes de la Tabla 1, es posible detectar 7 variantes en 7
muestras de plasma diferentes, en los genes PIK3CA y TP53 (que son los testados con
ambos paneles) y que no se detectaban en la referencia 5. Se senalan estos resultados en

negrita, indicandose Sl en testado/ NO en detectado en plasma.

Al incluir muchas mas regiones genéticas en el panel de la Tabla 1, es posible detectar 3

mutaciones mas en 3 muestras de plasma diferentes (015MS, 016MS, 044MS).

Ejemplo 3: Sensibilidad y capacidad de deteccién y capacidad de diagnéstico del

panel de secuenciacion personalizado.

Para analizar la sensibilidad del panel de secuenciacién de la invencién se ha realizado una
comparativa entre muestras de pacientes sanos (control) y pacientes que desarrollaron

cancer de mama.

El estudio fue aprobado por el comité de ética local y se realiz6 de acuerdo con las
directrices de Buenas Practicas Clinicas y la Declaracion de Helsinki. Se obtuvo el
consentimiento informado de todas las mujeres que fueron reclutadas en el Hospital Virgen
de la Victoria de Malaga y en el Hospital Clinico Universitario de Valencia antes de realizar

cualquier evaluacién requerida segun el protocolo.
Se han utilizado las siguientes muestras:

- 75 muestras de plasma de pacientes con cancer de mama, de las que analizables
fueron 74. Estas muestras se obtuvieron de pacientes con hallazgos de mamografia
BIRADS 4C/5 justo antes de la biopsia de tejido, antes del diagndstico y de ser sometidas a

tratamiento para el cancer.
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- 71 biopsias soélidas pre-tratamiento de los pacientes antes citados.

- 22 muestras de plasma de mujeres que fueron incluidas en el estudio por mostrar
mamografia sospechosa pero que finalmente el diagnédstico fueron negativas para la

presencia cancer de mama, y que aqui servirdn como control negativo.

Tabla 6: Caracteristicas clinico-patoldgicas de las 74 pacientes de las que se extrajeron las

muestras de plasma.

Caracteristicas clinicas Total
n
Edad de diagnéstico (afios)
30-50 13
>50 61
Tipo de tumor
CDI 59
CDIS 5
CLI 3
CP 1
TC 3
MC 3
Tamano de tumor
<2cm 32
2-5cm 37
>5cm 5
Grado del Tumor
I 15
Il 37
1 22
Nédulo linfatico auxiliar
Positivo 28
Negativo 38
Desconocido 8
Receptor estrogeno
Positivo 66
Negativo 7
Desconocido 1
Receptor progesterona
Positivo 56
Negativo 17
Desconocido 1
Estatus HER2
Positivo 6
Negativo 66
Desconocido 1
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Categoria BIRADS

4/B/C 40

5B/C 33
Desconocido 1

Recaida clinica

Yes 8

No 64
Desconocido 2

ki67
<20 36
>=20 36

CDI: carcinoma ductal invasivo; CLI: carcinoma lobulillar invasivo; CDIS: carcinoma ductal in
situ; CP: carcinoma papilar; TC: carcinoma tubular; MC: carcinoma mucinoso; HER2:
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; IHC: Inmunohistoquimica; BIRADS:

Sistema de datos e informes de imagenes mamarias.

Las biopsias tumorales se extrajeron utilizando agujas gruesas de biopsia y posteriormente
se congelaron. Se realizd un analisis inmunohistoquimico para cuantificar la expresion del
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), los receptores hormonales
(HR) y Ki67. El receptor de estrogeno (RE) y el receptor de progesterona (PR) se
consideraron positivos en tumores que presentaban mas del 1% de células tefiidas con
nucleo. La tincién de HER2 se calificé en una escala de 0 a 3+, de acuerdo con las pautas
de HercepTest17. El estado de HER2 se considerd positivo cuando se calificd6 como 3+,
mientras que 0 a 1+ fue negativo y 2+ fue un resultado no concluyente y en esos casos se
realizé hibridacion in situ con plata (SISH) para confirmar la positividad. ElI tumor con
receptores hormonales positivos mas un indice Ki67 de <14 % se consideré un tumor
luminal A, mientras que >14 % se consideré un tumor luminal B. Los subtipos IHC BC se
definieron mediante una combinacion de marcadores inmunohistoquimicos de la siguiente

manera: Luminal A (PR positivo, HER2 negativo y Ki67 < 14 %), luminal B (ER positivo y/o
PR positivo, HER2 negativo y Ki67 =2 14 %), HER2 positivo (ER positivo/negativo, PR

positivo/negativo, HER2 positivo) y triple negativo (ER, PR y HER2 negativo).
Procesamiento de muestras de sangre

Se obtuvieron 10 ml de plasma de cada individuo en tubos STRECK. Dentro de las 2 h
posteriores a la recoleccion, el plasma se aisl6 de la sangre mediante centrifugacién durante
10 min a 3000 rpm a temperatura ambiente y se almacené a -80 -C hasta la extraccion del
ADN libre circulante (cfDNA).
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Extraccién y cuantificacion de ADN a partir de plasma y biopsias sélidas

El cfDNA se extrajo de muestras de plasma utilizando el kit de acido nucleico circulante
QlAamp (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADN tumoral se aislo
de muestras de tejido fresco congelado utilizando el kit de sangre y tejido DNeasy (Qiagen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI cfDNA y el ADN de tumores solidos se
cuantificaron mediante PCR digital en gota (ddPCR) y el ensayo RNAseP (Life

Technologies) como se indica en Garcia-Murillas 1. et al. (9).
Disenio del panel de secuenciaciéon para cancer de mama

El panel NGS personalizado para cancer de mama se disefi¢ utilizando el software
SureDesign (Agilent) con la siguiente configuracion: 5x para “tiling”, menos estricto para

enmascarar, XTHSBoosting para potenciar y un valor de 30 para extension en repeticiones.
El panel incluyo las regiones codificantes de la lista de genes en la Tabla 1.
Preparacion de la libreria de secuenciacion

Se empledé la metodologia SureSelectXTHS (Agilent) para generar librerias de
secuenciacion. Se realizaron librerias utilizando una mediana de entrada de ADN plasmatico
de 39,78 ng (max. 173,91 ng - min. 5,01 ng) de pacientes con cancer de mama y 21,78 ng
(max. 113,52 ng - min. 1,71 ng) de individuos sanos y una mediana de ADN tisular de 199,5
ng (max. 200 ng - min. 6,95 ng) de tumores. El ADN del tejido se fragmentd con el kit de
fragmentacion enzimatica SureSelect (Agilent) y las librerias se prepararon con los kits del
sistema de enriquecimiento de diana SureSelectXT (Agilent) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Todos los pasos de la PCR se llevaron a cabo en el Termociclador C1000 Touch
(Bio-Rad).

Los intervalos de fragmentos de las librerias se analizaron con chips de ADN de alta
sensibilidad Bioanalyzer (Agilent) y se cuantificaron con el KAPA Library Quantification Kit
(Roche). Para la secuenciacién del ADN del tejido tumoral, se prepararon y secuenciaron 8
grupos que contenian de 8 a 9 muestras de libreria por grupo. Para el ADN de plasma de
pacientes con cancer de mama, también se prepararon y secuenciaron 8 grupos que
contenian de 9 a 10 muestras de libreria por grupo y 3 grupos que contenian de 7 a 8
muestras de libreria por grupo de ADN de plasma de controles sanos. Se emplearon 19
carriles (1 carril por grupo) para secuenciar las librerias con el objetivo de obtener una
secuenciaciéon ultra profunda de alrededor de 20,000X antes de la de-duplicacién en la

plataforma DNBseq-G400 (MGI) en 100 lecturas pareadas siguiendo las instrucciones del
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fabricante para la secuenciacidon de codigos de barras moleculares, también llamados

identificadores moleculares unicos (UMI).
Procesamiento de datos de secuenciacion

Se cred un método personalizado para el procesamiento de los datos de secuenciacién de
SureSelectXTHS (Agilent). Inicialmente se realizé el control de calidad de los datos de
secuenciacion utilizando fastQC v0.11.9. A continuacion, se recortaron las lecturas de los
adaptadores y el filtrado de calidad mediante trim-galore v0.6.7. Para realizar los pasos de
procesamiento que involucran datos con codigo de barras, se uso un subconjunto de
herramientas fgbio v1.5.1. Se asignaron los datos al genoma de referencia GRCh38
utilizando bwa v0.7.17. Luego se uso fghio GroupReadsByUmi para agrupar por codigo de
barras usando la opcién Identidad para tener en cuenta que los codigos de barras
SureselectXT-HS estan degenerados. A continuacion, se generaron lecturas de consenso
mediante fgbio CallMolecularConsensusReads. Las lecturas de consenso generadas se
mapearon nuevamente con bwa v0.7.17. Luego, se filtraron estas lecturas de consenso
alineadas usando fgbio FilterConsensusReads requiriendo una calidad de base minima de
30 y manteniendo las lecturas de consenso respaldadas por al menos un nimero minimo de
lecturas. Entonces, se uso fgbio ClipBam para eliminar las regiones superpuestas de

lecturas hacia adelante y hacia atras.

Finalmente, se llevo a cabo la identificacion de variantes con MuTect2 (gatk v4.2.2.0-1),
incluido un panel de ADN no tumoral y un archivo de anotacion de variantes de linea
germinal para el genoma GRCh38, obtenido del paquete de recursos gatk, que se utiliza
para anotar variantes para filtrar y solo considerar las regiones incluidas en el panel
SureSelect. Se anotaron las variantes con ANNOVA v20200608 con informacién acerca de
su presencia en las bases de datos publicas COSMIC version 95 y “The Cancer Genome
Atlas” (TCGA).

Filtracién y analisis de variantes

Para el tumor, se utilizé un enfoque mas estricto con el fin de generar una referencia sdlida
para comparar con los hallazgos de ctDNA. Se generaron lecturas de consenso que
requirieron un minimo de 3 lecturas por familia de cédigo de barra molecular. Se aceptaron
como llamadas validas solo variantes con VAF > 0,05 que también estaban presentes en
COSMIC o TCGA (aumentando el umbral de VAF a VAF > 0,2 para tejidos embebidos en

parafina fijados con formalina (FFPE)).
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En el caso de ctDNA, se identificaron mutaciones utilizando dos métodos: i) Estricto; usando
el mismo enfoque que se describié anteriormente, pero filtrando para un minimo de 1 lectura
por codigo de barra molecular, sin aplicar un umbral de VAF. Para considerar las
mutaciones no encontradas en el tumor como detectadas en el plasma, se requirid que
tuvieran una configuracion duplex, con al menos dos fragmentos mapeados en diferentes
coordenadas y que estuvieran presentes tanto en COSMIC como en TCGA-BC. Se aplico el
mismo enfoque de procesamiento a las muestras de control. ii) Exploratorio; visualizacion de
las alineaciones en el navegador del genoma IGV (Robinson, Thorvaldsdottir, Wenger, Zehir
y Mesirov, 2017) para identificar mutaciones encontradas en los tumores correspondientes
pero que los cédigos de barras moleculares automatizados no detectaron. Para estas
mutaciones identificadas de manera manual, se contd el numero de lecturas que portaban la
mutacion en dicha muestra y el numero de lecturas que no portaban la mutacién. Luego, se
compararon con las mismas proporciones de lectura en controles y muestras de plasma de

cancer de mama sin la mutacion correspondiente mediante una prueba de Fisher.
Analisis estadisticos y visualizacién de datos

Se realizd el analisis estadistico y los graficos de los datos con R (https://www.R-
project.org/) Se aplicd la prueba exacta de Fisher o la prueba de Chi-cuadrado cuando fue
apropiado, tanto para probar la asociacién entre las variables clinico-patolégicas y los datos
de secuenciacién de plasma como también en los analisis de datos de secuenciacion.
También se aplico la prueba de Wilcoxon para probar las diferencias en la cobertura de
secuenciaciéon entre casos y controles. El umbral de significacién estadistica se establecié
en p<0,05.

Los valores de sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo (VPP) se calcularon
utilizando el paquete caret v6.0.93. Se utilizé la funcion oncoplot del paquete maftools
(Mayakonda, Lin, Assenov, Plass, & Koeffler, 2018) v2.12.0 para trazar mutaciones y datos

clinico-patolégicos.
Resultados

En primer lugar, se secuencié el ADN del tumor utilizando la tecnologia Agilent SureSelect
XT HS, siguiendo las recomendaciones del protocolo, como se indicé anteriormente. La
secuenciacién del tumor se realizd con una mediana de cobertura de 15,483X. El
procesamiento bioinformatico posterior que utiliza codigos de barras moleculares para
minimizar los errores de secuenciacion proporciond una cobertura mediana final de 1,698X.

Entre las regiones capturadas, solo 3 presentaron menos de 100X en mas del 10% de las
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bases secuenciadas. Ademas, todos los genes presentaron una cobertura homogénea en
todas las muestras. A continuacion, se realizé un filtrado personalizado utilizando

informacion de bases de datos gendmicas publicas para identificar mutaciones somaticas.

Se identificaron 61 mutaciones en 40/71 (56,33%) de las muestras de tumores. Entre
ellos, 33 se ubicaron en el gen PIK3CA (54,09%), 12 en TP53 (19,67%) y 4 en GATAS3
(6,55%) (Figura 2, Tabla 7), que representan los genes mutados con mayor frecuencia en

nuestro conjunto de tumores

Para estudiar la relacion entre las mutaciones observadas en los tumores y las
detectadas también en el plasma, se aplico el panel de secuenciacién personalizado de la
Tabla 1 junto con una secuenciacion de alta profundidad con una mediana de cobertura de
17,704X utilizando el ADN plasmatico de los pacientes correspondientes. En total se
secuenciaron 74 muestras de plasma de los pacientes. Después del procesamiento de los
cbdigos de barras moleculares, la cobertura mediana fue de 2,525X. Entre las regiones de
genes secuenciados, 3 presentaron una cobertura baja y todos los genes mostraron una
cobertura homogénea. Después de los analisis bioinformaticos utilizando el identificador de
mutaciones establecido, se encontraron 13/61 (21,31%) mutaciones en plasma que
también estaban presentes en los tumores correspondientes, 7 mutaciones en el gen
TP53 (53,84%) y 3 en PIK3CA ( 27,27%) como los genes mutados con mayor frecuencia.

Ademas, todas las mutaciones observadas en los tumores se inspeccionaron manualmente
en los datos sin procesar de secuenciacion de plasma. Los datos alineados se usaron para
identificar lecturas de apoyo para los alelos alternativos usando el software IGV. Las
mutaciones que se encontraron en al menos 2 lecturas con diferentes coordenadas

gendémicas pasaron al siguiente paso de analisis.

Para considerar las variantes como validas, se aplicd una prueba exacta de Fisher utilizando
datos de secuenciacion de 22 controles sanos de plasma y pacientes que no portaban dicha
mutacion en sus tumores. En total, se rescataron 5 mutaciones de 4 pacientes diferentes
de la secuenciacién de plasma mediante inspeccidon manual. Entre ellas, 3 mutaciones se
localizaron en el gen TP53 y 2 en GATA3. Curiosamente, las 2 variantes estructurales en
GATA3 con estadisticas de secuenciacion robustas se recuperaron mediante inspeccion

manual.

Teniendo en cuenta el total de las variantes detectadas, 18 (13 + 5) en plasma y 61 en

tumor, el 29,50% de las variantes encontradas en el tejido tumoral también se
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localizaron en las muestras de plasma. Por tanto, la sensibilidad de este método seria

de alrededor de un 30%.

Tabla 7: Mutaciones detectadas en muestras de tumor y plasma.

Tumor Plasma
) . Detectado por | Detectado
Muestra | Gen Nucleotido Aminoacido |, e oy | llamador manualmente| VAF (%)
cambiado cambiado No(N)/.SI [Y)
No(N)/ Sk(Y)

001MS PIK3CA ¢.G3145C p.G1049R 14,6 N N -

CDH1 c.C2245T p.R749W 5,3 N N -
002MS TP53 c.G524A p.R175H 54,5 N Y 0,2

PIK3CA c.G1252A p.E418K 35 N N -

PIK3CA c.A3140T p.H1047L 34,4 N N -
007MS PIK3CA ¢.A3140G p.H1047R 31,2 Y N 0,5
009MS TP53 c.C637T p.R213X 45,2 Y N 0,8
010MS PIK3CA ¢.A3140G p.H1047R 15 N N -
013MS TP53 c.T398A p.M133K 76,9 Y N 19,5
014MS PIK3CA ¢.A3140G p.H1047R 25,9 N N -
015MS GATA3 |[c.922-3 922-2delCA | p.X308 splice| 22,4 N Y 0,09

TP53 c.A377G p.Y126C 58,2 N Y 0,24

TP53 c.G743T p.R248L 37,9 Y N 4,0
016MS | SMADA4 c.C725G p.S242X 23,7 Y N 3,2

PIK3CA c.A3140T p.H1047L 35,1 Y N 4,6
017MS PIK3CA ¢.A3140G p.H1047R 27,3 N N -
019MS PIK3CA c.G1624A p.E542K 53,1 N Y 0,07
021MS | TP53 .376-2A>G p.X126_splice| 33,4 Y N 1,8
022MS | KDM6A c.C1747T p.Q583X 12,5 N N -
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023MS TP53 c.G524A p.R175H 63 N N -
PIK3CA c.G1633A p.E545K 39,3 N N -
030MS GATA3 |c.922-3 922-2delCA | p.X308 splice| 38,7 N N -
PIK3CA c.G1633A p.E545K 77 N N -
031MS | PIK3CA c.G1633A p.E545K 15,7 N N -
PIK3CA €.G353A p.G118D 6,9 N N -
032MS PIK3CA €.G2908A p.E970K 14,7 N N -
PIK3CA c.A3140G p.H1047R 11,4 N N -
PIK3CA c.A3140T p.H1047L 3 N N -
033MS TP53 c.A503T p.H168L 37,6 Y N 0,37
035MS | PIK3CA c.G1633A p.E545K 34,8 N N -
036MS NF1 c.3478delG p.G1160Vfs*6| 5,5 N N -
PIK3CA c.A3140T p.H1047L 31,5 N N -
039MS AKT1 c.G49A p.E17K 33,7 N N -
NCOR1 c.G6751T p.G2251C 10,3 N N -
040MS PIK3CA c.G1093A p.E365K 21,7 N N -
PIK3CA c.G1624A p.E542K 40 N N -
044MS KRAS ¢.G35C p.G12A 29,3 Y N 0,97
TP53 ¢.G587C p.R196P 51,2 Y N 1,2
045MS AKT1 c.G49A p.E17K 6,9 N N -
047MS | PIK3CA c.A3140G p.H1047R 7,2 N N -
052MS PIK3CA c.A1637G p.Q546R 19,8 N N -
PIK3CA c.A3073G p.T1025A 21,6 N N -
056MS | PIK3CA c.G1624A p.E542K 17,9 N N -
057MS | PIK3CA c.G1633A p.E545K 32,1 N N -
060MS | MAP3K1 c.813_814del p.R2735fs*27 | 11,6 N N -
064MS | PIK3CA c.T1035A p.N345K 34,9 N N -
065MS GATA3 |c.922-3 922-2delCA | p.X308_splice| 23,3 N N -
PIK3CA ¢.A3140G p.H1047R 25,9 N N -
066MS ERBB2 €.G2305T p.D769Y 23,4 N N -
PIK3CA c.G1624A p.E542K 27,5 N N -
067MS TP53 c.A842C p.D281A 51,8 Y N 0,31
PIK3CA €.G3145C p.G1049R 86,2 Y N 0,32
079MS TP53 c.C742T p.R248W 91 N Y 0,05
PIK3CA c.A1637G p.Q546R 11,9 N N -
080MS | PIK3CA c.G1633A p.E545K 26,4 N N -
081MS PTEN €.T406C p.C136R 54 Y N 3,3
TP53 c.G743A p.R248Q 52,9 Y N 1,5
093MS | PIK3CA c.A1634G p.E545G 29,1 N N -
095MS | PIK3CA c.A3140T p.H1047L 52 N N -
099MS | PIK3CA c.A3140T p.H1047L 28,6 N N -
101MS SF3B1 ¢.A2098G p.K700E 20,9 N N -
104MS TP53 c.A715G p.N239D 22,2 N N -
107MS | GATA3 |c.922-3 922-2delCA | p.X308 splice| 40,1 N Y 0,03
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El método de la invencién presenta una sensibilidad (30%) que supera con creces otros
métodos conocidos hasta la fecha, sobre todo si lo comparamos con los dos principales
estudios donde se han desarrollado tecnologias/metodologias en las que emplean paneles
NGS (amplificacién y captura) en el screening del cancer de mama, esto es, como método
diagnéstico. Por un lado, se han realizado estudios utilizando paneles PAN-cancer como
método de diagnéstico, donde se ha llegado a alcanzar una sensibilidad en cancer de mama
de un 33%, similar a la de la presente invencion, pero para ello ha sido necesario incluir
ademas otros analitos en circulacion sanguinea, tales como proteinas, a modo de

biomarcadores adicionales (7).

Por otro lado, cuando se han empleado uUnicamente paneles paciente-especificos
ultrasensibles y de amplificacion, la sensibilidad obtenida ha sido solamente del 14,3%,
siendo ademas necesaria la secuenciaciéon previa del tumor para poder disefarlos, lo cual
no es necesario segun el método de la presente invencién. Cabe destacar que esta baja
sensibilidad se da a pesar de que se utiliza una de las tecnologias mas novedosas en el

campo, Ampliseq HD (ThermoFisher).

Por tanto, podemos concluir que es la seleccién especifica de los genes de la Tabla 1 la que
permite obtener una método de diagndstico de cancer de mama que supera las limitaciones
en cuanto a sensibilidad que presentaban las metodologias conocidas hasta la fecha,

basadas también en paneles de secuenciacion.

Ejemplo 4: Capacidad del panel de secuenciacion de préxima generacion (NGS) para
detectar pacientes con cancer de mama después de mamografias sospechosas

usando biopsia liquida

Para investigar la capacidad del panel de secuenciacion de préxima generacion (NGS) para
detectar de forma no invasiva cancer de mama después de mamografias sospechosas se
desarrollé un analisis bioinformatico a partir de los datos obtenidos en las muestras del
ejemplo 3. En esta ocasion el andlisis esta orientado a localizar todas las posibles
mutaciones que se puedan presentar en plasma, a diferencia del ejemplo anterior donde se
hace un analisis informado por la genética del tumor, es decir, donde Unicamente se buscan

en plasma las mutaciones que aparecen en el tumor.

Se empled Mutect2 para detectar mutaciones en muestras de plasma usando 2 familias de
codigos de barras moleculares y sin filtros en frecuencias alélicas variantes (VAF). Las
variantes se consideraron asociadas al tumor si i) afectaban las regiones exdnicas, ii)
estaban anotadas en las bases de datos COSMIC, TCGA BC y TCGA que incluyen todos
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los tipos de cancer, y si iii) presentaban lecturas alineadas en 2 o mas coordenadas

gendmicas diferentes visualizadas manualmente utilizando el software IGV.

En total, 25/74 (33,78 %) de las pacientes presentaron mutaciones tumorales
detectadas en plasma (Tabla 8, Figura 1), 16 de las mutaciones no se observaron en el
analisis anterior informado por la genética del tumor. Los genes mas frecuentemente
afectados por las 25 mutaciones diferentes detectadas fueron TP53 (14 mutaciones,
48,27%), PIK3CA (4 mutaciones, 13,79%) y GATA3 (3 mutaciones, 10,34%). Ademas, se
observaron mutaciones de ctDNA en 8 muestras de plasma en cuyas biopsias tumorales
correspondientes no se detectaron mutaciones. Ademas, se observd una mutacién en una

muestra de plasma sin tejido tumoral disponible.

Tabla 8: Resultados en muestras de plasma de 74 pacientes que han desarrollado cancer

de mama, utilizando el panel de genes de la Tabla 1.

Aminoacido | VAF

Muestra | Gen Cambio nucleétido
cambiado (%)
002MS TP53 c.G524A p.R175H 0,21
007MS | PIK3CA | c.A3140G p.H1047R 0,45
009MS TP53 c.C637T p.R213* 0,80
011MS | MAP3K1 | c.C1292A p.S431X 0,24
013MS TP53 c.T398A p.M133K 19,5
015MS GATA3 | c.922-3 922-2delCA | p.X308_splice | 0,09
TP53 c.A377G p.Y126C 0,24
016MS | PIK3CA | c.A3140T p.H1047L 4,60
019MS | PIK3CA | c.G1624A p.E542K 0,07
021MS TP53 c.376-2A>G p.X126 splice | 1,80
030MS SF3B1 c.C1898T p.A633V 0,39
049MS | NCOR1 | c.C3022T p.Q1008X 0,36
050MS SF3B1 c.A2098G p.K700E 1,40
TP53 c.G733A p.G245S 0,32
053MS | HRAS c.G34T p.G12C 0,89
056MS USPIOX | c.C1795T p.R599C 0,48
062MS | BAP1 c.C709T p.R237C 0,41
067MS | PIK3CA | c.G3145C p.G1049R 0,32
079MS TP53 c.C742T p.R248W 0,05
080MS | PIK3R1 | c.C1669T p.R557X 0,32
081MS TP53 c.C637T p.R213X 0,64
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TP53 | c.G743A p.R248Q 1,5
092MS | ARID1A | c.2879-1G>A p.X960_splice | 0,33
094MS | 7P53 | c.C528A p.C176X 0,33
099MS | BRCA2 | c.G1786A p.D596N 0,45
101ms  |USP9X_| c.C1795T p.R599C 0,21

CDH1 | c.C220T p.R74X 0,28
105MS | GATA3 | c.G917A p.R306Q 0,28
107MS | GATA3 | c.922-3 922-2delCA | p.X308_splice | 0,03

En total, se han encontrado mutaciones en 25 de las 74 muestras, lo que supone un 33.78%

del total.
En cuanto a los controles, se han localizado las siguientes mutaciones.

Tabla 9: Resultados en muestras de plasma de 22 sujetos sanos, utilizando el panel de

genes de la Tabla 1.

Cambio Aminoacido
Muestra Gen nucleétido cambiado VAF
042MS MAP3K1 c.A3373G p.N1125D 0,0031
077MS ERBB2 c.G2524A p.v842| 0,0027
086MS SMAD4 c.G794A p.R265H 0,0049

Unicamente se han encontrado mutaciones en 3 de las 22 muestras control analizadas, es
decir en un 13.63% de las muestras. Se trata de una mutacién del gen MAP3K1 (p.N1125D)
descrito en la base de datos COSMIC en una muestra de tumor de cancer de mama, una
mutacion en el gen ERBB2 (p.V842l) que se ha observado con una frecuencia
sustancialmente mayor en canceres de colon y endometrio y otra mutacién localizada en el
gen SMAD4 (p.R361H) también frecuente en adenocarcinoma de colon; y por otro lado, que
el método de la invencion tiene una capacidad de deteccion de frecuencias alélicas de
hasta 0,03%, lo cual iguala, cuando no supera, otros estudio previos anteriormente citados

en los antecedentes de la invencion.

Con estos mismos datos se ha estudiado la capacidad de diagnéstico del panel de
secuenciacion de la Tabla 1 utilizando un analisis estadistico, en concreto: MedCalc
Software Ltd. Diagnostic test evaluation calculator.

https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php.

Los resultados de dicho analisis se muestran a continuacion.
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Tabla 10: Resultados.

Estadistica Valor 95% IC — intervalo de confianza
Sensibilidad 31,08% | 20.83% a 42.90%,
Especificidad 86.36% | 65.09% a 97.09%

Razén de verosimilitud positiva | 2.35 0.78 a 7.06

Razdn de verosimilitud negativa | 0.79 0.63a0.99

Valor predictivo positivo (*) 88.46% | 71.75% a 95.86%.

Valor predictivo negativo (*) 26.39% | 22.25% a 30.99%

Precision (*) 44.00% | 34.08% a 54.28%

(*) Valores dependientes de la prevalencia de la enfermedad.

Sensibilidad: probabilidad de que el resultado de una prueba sea positivo cuando la

enfermedad esta presente (tasa de verdaderos positivos).

Especificidad: probabilidad de que el resultado de una prueba sea negativo cuando la

enfermedad no esta presente (tasa de verdaderos negativos).

Razon de verosimilitud positiva: relacién entre la probabilidad de un resultado positivo de la
prueba dada la presencia de la enfermedad y la probabilidad de un resultado positivo de la

prueba dada la ausencia de la enfermedad.

Razon de verosimilitud negativa: relacion entre la probabilidad de un resultado negativo de
la prueba dada la presencia de la enfermedad y la probabilidad de un resultado negativo de

la prueba dada la ausencia de la enfermedad.

Valor predictivo positivo: probabilidad de que la enfermedad esté presente cuando la prueba
es positiva.

Valor predictivo negativo: probabilidad de que la enfermedad no esté presente cuando la

prueba es negativa.
Precision: probabilidad global de que un paciente esté correctamente clasificado.

Tal y como se desprende de este analisis, el empleo del panel personalizado junto con una
secuenciacion ultra profunda y un andlisis bioinformatico personalizado no informado por el
tumor condujo a una sensibilidad del 31,08 %, el método de la invencién presenta una

muy alta especificidad, de un 86,36% y un valor predictivo positivo de un 88,46%, por
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lo que, en caso de presentarse alguna mutacion en alguno de los genes del panel de la tabla

1, existe una probabilidad de casi un 90% de presentar un cancer de mama.

Con todo esto podemos concluir que la presente invencidén aporta, gracias al panel de
secuenciacién seleccionado, una metodologia que permite el diagndstico de cancer de
mama, incluso a partir de biopsias liquidas, con una sensibilidad, capacidad de deteccion de
frecuencias alélicas bajas y una especificidad y valor predictivo positivo, que supera las

limitaciones de otros métodos similares conocidos hasta la fecha.

También se investigo la asociacion de variables clinico-patolégicas con la deteccion de
mutaciones en plasma. En concreto, se estudié la positividad de ctDNA en plasma, la
frecuencia alélica mediana (FA) de las mutaciones, el nUmero de mutaciones por muestra y
las muestras con mutaciones en TP53 para determinar su asociacion con las caracteristicas
clinicas (Tablas 11 y 12). En general, una mediana de FA mas alta se asocié con un
grado tumoral mas alto (p= 0,04639), la presencia de mas de 1 mutaciéon en plasma
con probabilidad de recaida clinica (p= 0,02372) y las mutaciones en TP53 se
observaron mas frecuentemente en tumores negativos a la expresion de receptores
hormonales (HR), en concreto receptor estrégeno (ER) negativos (p= 0,0316) y
receptor progesterona (PR) negativos (P=0,0257). Ademas, la asociacion de la recaida
clinica y las mutaciones en plasma con una mediana de frecuencia alélica (FA) alta, definida
como mutaciones con > 0,05 % en la FA, fue interesantemente cercana a la significacién (p
= 0,059).

Cabe destacar que el 38,35% de los pacientes incluidos en este estudio eran asintomaticos
y fueron diagnosticados por el programa de deteccién precoz de cancer de mama. De ellos,
el 28,57% presentaba mutaciones plasmaticas, porcentaje similar al 33,33% de mujeres

sintomaticas con mutaciones.

Tabla _11: Relacion entre caracteristicas clinicas y ctDNA positivos y frecuencia alélica

mediana (FA) en plasma.

ctDNA- p- Mediana FA p-
Caracteristicas clinicas | Total positivo valor | Total >0,5% valor
n n (%) n n (%)
Edad de diagnéstico
(ahos) n.s. n.s.
30-50 13 4 (30,76%) 4 2 (50%)
>50 61 19 (31,14%) 19 4 (21,05%)
Tamaio de tumor n.s. n.s.
<2cm 32 | 10(31,25%) 10 2 (20%)
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2-5cm 37 | 11(29,72%) 11 3 (27,27%)
>5cm 5 2 (40%) 2 1 (50%)
Grado del Tumor n.s. <0,05
I 15 2 (13,33%) 2 1 (50%)
Il 37 | 15(40,54%) 15 1 (6,66%)
1 22 6 (27,27%) 6 3 (50%)

Noédulo linfatico auxiliar n.s. n.s.
Positivo 36 9 (25%) 9 4 (44,44%)
Negativo 30 11 (36,66%) 11 2 (18,18%)

Receptor estrogeno n.s. n.s.
Positivo 66 | 20 (30,30%) 20 4 (20%)

Negativo 7 3 (42,85%) 3 2 (66,66%)
Receptor progesterona n.s. n.s.
Positivo 56 16 (28,57%) 16 3 (18,75%)
Negativo 17 7 (41,17%) 7 3 (42,85%)

Estatus HER2 n.s. n.s.
Positivo 6 2 (33,33%) 1 1 (100%)

Negativo 67 | 21(31,34%) 22 5(22,72%)
ki67 n.s. n.s.
<20 36 11 (30,55%) 11 2 (18,18%)
>=20 36 12 (33,33%) 12 4 (33,33%)
Categoria BIRADS n.s. n.s.
4/B/C 40 12 (30%) 12 2 (16,66%)
5B/C 33 | 11(33,33%) 11 4 (36,36%)

Recaida clinica n.s. 0,059

Sl 8 2 (25%) 2 2 (100%)
No 64 | 21(32,81%) 21 4 (19,94%)

Tabla 12: Relacion entre caracteristicas clinicas y 2 mutaciones en plasma y TP53 Mutado.

2 mutaciones en

Caracteristicas clinicas (Total plasma p-valor|Total TP53 Mutado|p-valor
n n (%) n n (%)
Edad de diagnéstico (afios) n.s. n.s.
30-50 4 0 (0%) 4 3 (75%)
>50 19 3 (15,78%) 19 | 5(26.31%)
Tamano de tumor n.s. n.s.
<2cm 10 1 (10%) 10 4 (40%)
2-5cm 11 3 (27,27%) 11 | 4(36.36%)
>5cm 2 0 (0%) 2 0 (0%)
Grado del Tumor n.s. n.s.
I 2 0 (0%) 2 0 (0%)
Il 15 2 (13,33%) 15| 4 (26.66%)
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[ 6 2 (33,33%) 6| 4 (66.66%)
Nédulo linfatico auxiliar n.s. n.s.
Positivo 9 2 (22,22%) 9 4 (44.44%)
Negativo 11 1 (9,09%) 11| 3 (27.27%)
Receptor estréogeno n.s. <0.05
Positivo 20 4 (20%) 20 5 (25%)
Negativo 3 0 (0%) 3 3 (100%)
Receptor progesterona n.s. <0.05
Positivo 16 2 (12,5%) 16 | 3 (18.75%)
Negativo 7 2 (28,57%) 7 | 5(71.42%)
Estatus HER2 n.s. n.s.
Positivo 1 0 (0%) 1 1 (100%)
Negativo 22 4 (18,18%) 22 | 7(31.81%)
ki67 n.s. n.s.
<20 11 3 (27,27%) 11 | 3(27.27%)
>=20 12 1 (8,33%) 12 | 5(41.66%)
Categoria BIRADS n.s. n.s.
4/B/C 12 2 (16,66%) 12 | 4 (33.33%)
5B/C 11 2 (18,18%) 11 | 4(36.36%)
Recaida clinica <0,05 n.s.
SI 2 2 (100%) 2 2 (100%)
No 21 2 (9,5%) 21 | 6(28,57%)

En conclusién, observamos una concordancia de mutaciones entre tumor y plasma del
29,50% con una sensibilidad por debajo del 0,075% en la frecuencia de alelos mutantes. En
el enfoque no informado por el tumor, detectamos mutaciones en el 33,78% de las muestras
de plasma observando 8 pacientes con mutaciones solo en plasma. Determinamos una
especificidad del 86,36% y un valor predictivo positivo del 88,46%. Ademas, demostramos
una asociacion entre una mediana de FA mas alta y un grado tumoral mas alto, la presencia
de multiples mutaciones en plasma con probabilidad de recaida clinica y mutaciones en
TP53 con positividad del receptor de estrogeno. Se trata por tanto de un panel de
secuenciacién unico con una tecnologia que no se habia empleado anteriormente en el
cancer de mama temprano, demostrando una sensibilidad ultra alta y allanando el camino

para su uso en la deteccion del cancer de mama.

Teniendo en cuenta lo anterior, el panel de secuenciacion de la invencion para plasma
mostré capacidades mejoradas para detectar ctDNA en pacientes con cancer de mama
localizados en las primeras etapas de diagnéstico, mejorando la sensibilidad de deteccion

de investigaciones anteriores y agregando evidencia de que ctDNA podria ayudar en el
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proceso de diagnéstico de la poblacion asintomatica. Esto también esta respaldado por los
porcentajes similares en la identificacion de mutaciones plasmaticas entre mujeres
sintomaticas y asintomaticas de 33,33% y 28,57% respectivamente. En este sentido,
desarrollamos una metodologia bioinformatica personalizada para identificar mutaciones
plasmaticas sin informacion tumoral, demostrando un alto VPP y sugiriendo que enfoques
similares podrian constituir una herramienta de deteccion para el cancer de mama. También
queda demostrado que mediante la secuenciacién temprana del ADN plasmatico de los
pacientes con cancer de mama, es factible obtener informacién importante sobre la

enfermedad, asi como predecir la evolucién clinica en estas pacientes.
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REIVINDICACIONES
1. Panel de secuenciacién que comprende los genes de la Tabla 1

2. Uso del panel de secuenciacién de la Tabla 1 para el diagndstico o prondstico del

cancer de mama.
3. Uso del panel de secuenciacion segun la reivindicacion anterior en biopsias liquidas.

4. Un método in vitro de obtencion de datos utiles para diagnosticar, predecir o
pronosticar la evolucion del cancer de mama, a partir de una muestra bioldgica previamente
aislada de un individuo, que comprende identificar posibles mutaciones en los genes de la
Tabla 1.

5. Un método in vitro para diagnosticar o diagnosticar precozmente el cancer de mama
que comprende el método de obtencidén de datos utiles de la reivindicacion 4 y que ademas
comprende asignar al individuo que presenta mutaciones en alguno de los genes de la Tabla

1 al grupo de pacientes que padece cancer de mama.

6. Un método in vitro para diagnosticar el cancer de mama segun la reivindicacion
anterior que ademas comprende asignar al individuo que presenta una mediana de
frecuencia alélica de las mutaciones de los genes de la Tabla 1 mas alta, al grupo de

pacientes con un grado tumoral mas alto.

7. Un método in vitro para predecir o pronosticar la evolucién del cancer de mama que
comprende el método de obtencidén de datos utiles de la reivindicacién 4 y que ademas
comprende asignar al individuo que presenta mas de una mutacion en los genes de la Tabla

1, al grupo de pacientes con probabilidad de recaida clinica.

8. Un método in vitro para predecir o pronosticar la evolucién del cancer de mama que
comprende el método de obtencidén de datos utiles de la reivindicaciéon 4 y que ademas
comprende asignar al individuo que presenta mutaciones en TP53 al grupo de pacientes con

tumor negativo a la expresion de receptores hormonales.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 donde la muestra bioldgica

es plasma.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el que las mutaciones
en los genes de la Tabla 1 se detectan mediante tecnologias de secuenciacion de ultima

generacion o next generation sequencing.
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11. El método segun la reivindicacién anterior donde la tecnologia de secuenciacion de

ultima generacion utilizada son sondas de enriquecimiento tipo Agilent Sure Select.

12. Un kit que comprende los elementos necesarios para la deteccién simultanea de

mutaciones en cualquiera de los genes de la Tabla 1.

13. Uso del kit segun la reivindicacién 12 para diagnosticar o pronosticar la evolucién del

cancer de mama.

14. Un programa de ordenador adaptado para que cualquier medio de procesamiento

pueda llevar a la practica el método segun cualquiera las reivindicaciones 4 a 11.

15. Un medio de almacenamiento legible por un ordenador que comprende instrucciones
de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos del método segun

cualquiera las reivindicaciones 4 a 11.

16. Una sefal transmisible que comprende instrucciones de programa capaces de hacer
que un ordenador lleve a cabo los pasos del método segun cualquiera las reivindicaciones 4
a11.
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