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DESCRIPCION
Disfuncion del receptor 4 similar a Toll y aplicaciones bioldgicas de la misma.

La presente descripcion se refiere en general a los campos de la genética, inmunologia y medicina. Los inventores
describen mas en particular la identificacion de un gen humano que se puede usar para predecir o determinar la
sensibilidad de un sujeto a un tratamiento del cancer. Este gen humano se ha identificado ademas en la presente
memoria como un gen de susceptibilidad al cancer que se puede usar para la prevencion y el tratamiento del cancer,
asi como para el cribado de farmacos terapéuticamente activos.

La presente descripcion se refiere mas especificamente a un gen del receptor 4 similar a Toll (TLR4) anormal que
codifica una proteina TLR4 mutante, y dicho gen y proteina mutados representan objetivos nuevos para la
intervencion terapéutica. Un mutante de TLR4 particular comprende preferiblemente una Unica mutaciéon de la
asparagina de la posicion 299.

La descripcion se refiere ademas a una expresion o actividad anormal de la proteina TLRA4.

También se describen métodos para determinar la predisposicion hacia un cancer en un sujeto y/o para prevenir o
tratar el cancer.

TECNICA ANTECEDENTE

Las respuestas inmunitarias innatas a patdgenos las organizan principalmente los monocitos, macréfagos,
granulocitos y células dendriticas, que actian como una primera linea de defensa contra los microorganismos
invasores [1]. La distincion entre lo que es propio y lo que es ajeno se basa en proteinas del hospedador que poseen
la capacidad de reconocer patrones moleculares presentes en los organismos exogenos [2] [3]. Una familia
importante de proteinas son los receptores similares a Toll (TLR), también denominados receptores de
reconocimiento de patrones (PRR).

TLR4 reconoce lipopolisacaridos (LPS) de bacterias gramnegativas, por medio de un dominio extracelular
caracterizado por repeticiones ricas en leucina [4], [5], [6]. Tras su unién a la proteina de unién a LPS (LBP), el LPS
se transporta a un complejo receptor que implica CD14, TLR4 y una molécula adaptadora MD2. La transduccién de
sefiales se inicia mediante la interaccidon del dominio TIR (Toll/receptor de IL-1) de TLR4 con MyD88 (proteina de
respuesta principal de diferenciacion mieloide 88) [7]. Se ha dilucidado una ruta independiente de MyD88 para TLR4,
que implica proteinas tales como la proteina adaptadora que contiene un dominio Toll-IL1R que induce IFN beta
(TRIF), moléculas adaptadoras relacionadas con TRIF, quinasa 1 de unién a TANK (TANK: NFkB quinasa asociada
al receptor de TNF) e IkB quinasa €, que conduce después a la induccion de IFN de tipo 1 por medio del factor 3
regulador de interferon (IRF3) [8], [9], [10], [11].

Los polimorfismos genéticos, en su mayoria polimorfismos de nucledtido simple (SNP), son variantes comunes en
una poblacién que se hallan con una frecuencia de mas del 1%. Pueden alterar la secuencia de aminoacidos (SNP
no sindnimo), afectar al promotor o dar una secuencia sinénima. Se han identificado dos SNP en la region del
promotor de CD14 y uno de ellos, Cys159Thr, esta relacionado con la incidencia y la mortalidad del choque séptico
[12].

De manera mas importante, se han investigado en gran medida los SNP en el dominio extracelular de TLR4. Dos
SNP que co-segregan en el gen que codifica TLR4 que exhiben frecuencias alélicas mayores del 2% son Asp299Gly
y Thr399lle [13]. Estas mutaciones se hallaron en alrededor del 10% (0-19%) de los individuos blancos de control en
la mayoria de los estudios. La importancia funcional del SNP Asp299Gly se ha investigado en la hiposensibilidad a
LPS inhalado y en asmaticos alérgicos [13], sobre la incidencia y el curso del choque séptico y en diversas
enfermedades infecciosas o en la patogénesis de la aterosclerosis. Los datos crecientes pero controvertidos apuntan
a un papel de dicho SNP de TLR4 en la susceptibilidad alterada o en el curso de estas enfermedades inflamatorias o
infecciosas (que incluyen reacciones a aloinjertos, diabetes, estenosis coronaria) (revisado en [14]). Es necesario un
alelo mutado para la disfunciéon [13]. De 91 personas con choque séptico durante una infecciéon por bacterias
gramnegativas, 4 exhibieron el SNP Asp299Gly (pero no el Thr399lle), mientras se detectaron 0 SNP en el grupo de
control [15]. La colonizacion de mujeres gestantes con Gardnerella spp y otros comensales gramnegativos se
incrementd 10 veces en mujeres que portaban el alelo mutado de TLR4 Thr399lle [16]. Se descubrié una correlacion
clara entre la bronquiolitis aguda por virus sincitial respiratorio (RSV) en nifios y ambos SNP de TLR4, a la vez que
no se descubrié ninguna correlacion con SNP de CD14 [17].

El bloqueo de TLR4 puede tener un efecto beneficioso sobre la aterosclerosis en ratones, y dos estudios
descubrieron un efecto protector de las variantes de TLR4 en episodios coronarios agudos [18], [19], [20]. Los SNP
infrecuentes de TLR4 también podrian ser importantes en algunos casos, tales como meningococcemia en la que
Asp299Gly/Thr399lle no fueron significativos (regién extracelular y dominio C-terminal de la region TIR, [21], [22]).

Los ensayos funcionales mediante el uso de PBMC completos o monocitos dirigidos a detectar TLR4 disfuncional
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pueden no ser relevantes [23], [24], [25].

La asociaciéon de los SNP con la susceptibilidad a enfermedades infecciosas, asi, solamente se puede considerar
preliminar, ya que los estudios que informan de correlaciones positivas se llevaron a cabo con poblaciones
pequefias. El hallazgo de que la presencia de SNP no influye en la activacion de los monocitos de sangre completa
por sus ligandos es una prueba adicional contra la hipotesis de un papel potencial para estos SNP en la
susceptibilidad a enfermedades infecciosas.

Recientemente se ha considerado un papel para el polimorfismo de TLR4 y el cancer, debido a que la inflamacion
cronica puede exponer a un riesgo superior de tumorigénesis. Se descubrié que un SNP de TLR4 en la posicion 11
381 en Suecia era mas frecuente (24,1% frente al 19,7%, p=0,02) entre personas con cancer de prostata [26]. Un
estudio mas reciente también concluyé que los polimorfismos heredados del gen inmunitario innato de TLR4 estan
asociados al riesgo de cancer de préstata [27]. La homocigosidad para los alelos variantes de ocho SNPs se asocid
a un riesgo significativamente mas bajo estadisticamente de cancer de prostata (TLR4_1893, TLR4_2032,
TLR4_2437, TLR4_ 7764, TLR4_11912, TLR4_16649, TLR4_17050, y TLR4_17923), pero el polimorfismo de
TLR4_15844 correspondiente a 11381G/C no estuvo asociado al cancer de préstata (GG frente a CG/CC: OR, 1,01;
intervalo de confianza del 95%, 0,79-1,29). Se observaron seis haplotipos comunes (frecuencia acumulativa, 81%);
el ensayo global de la asociacion entre los haplotipos y el cancer de préstata fue estadisticamente significativo
[chi(2) = 14,8 en 6 grados de libertad; P = 0,02]. Dos haplotipos comunes estuvieron estadisticamente asociados de
manera significativa a un riesgo alterado de cancer de préstata.

La primera demostracion de un papel modulador para TLR4 en la inflamacién pulmonar crénica y la tumorigénesis
ha sido presentada por Bauer AK et al. [28]. Para determinar el papel de TLR4 en la inflamacién pulmonar crénica,
compararon la permeabilidad pulmonar, la infiltracion de leucocitos, y el factor nuclear kappa B (NFkappaB) y la
union al ADN de la proteina activadora 1 (AP-1) en cepas de ratones endogamicas tratadas con hidroxitolueno
butilado (BHT) con TLR4 funcional (Oud y BALB) y TLR4 mutado [HeJ y BALB(Lps-d)]. También midieron la
formacion de tumores primarios en estos ratones tras una uUnica inyeccion de carcindgeno (3-metilcolantreno)
seguido de tratamiento con BHT. Los ratones con TLR4 funcional tuvieron una permeabilidad pulmonar, inflamacion
de leucocitos, y formacion de tumores primarios reducidas (BALB(Lps-d), media = 22,3 tumores/ratdn, frente a
BALB, media = 13,9 tumores/ratén, diferencia = 8,4 tumores/ratén, intervalo de confianza del 95% = 4,6 a 12,1
tumores/raton; P = 0,025) en comparacion con los ratones con TLR4 mutado. La actividad de union al ADN de
NFkappaB fue superior en los ratones OuJ que en los ratones HeJ; sin embargo, la actividad de AP-1 estuvo
elevada en los ratones HelJ.

Mas recientemente, Okamoto et al. [29], describié una correlacién entre la ausencia de expresion de TLR-4 en
pacientes con cancer de cabeza y cuello y una respuesta disminuida a un tratamiento terapéutico particular que
comprendia la administracion de OK-PSA o OK-432, opcionalmente junto con UFT (tegafur.uracilo, 1:4), y
opcionalmente junto con radioterapia. Este documento, sin embargo, no describe ni sugiere un método segun la
presente invencion para determinar la sensibilidad de un sujeto a un tratamiento del cancer que consiste en un
tratamiento quimioterapico del cancer.

El combate eficaz del cancer se basa en compuestos farmacéuticos que seleccionan como objetivo directamente las
células tumorales o que potencian las defensas del hospedador contra dichas células. Aunque se proponen varias
terapias anticancerosas, entre las cuales se encuentra la quimioterapia [las antraciclinas, tales como doxiciclina
(DOX), oxali-platino (en la presente memoria denominado PLAT) y cis-platino (en la presente memoria denominado
PLAT) se consideran los agentes citotoxicos mas eficaces del armamento oncoldgico] y la radioterapia [rayos X
(RX)], los beneficios de dichos tratamientos todavia tienden a ser insuficientes. Debido a que las antraciclinas,
oxaliplatino, cis-platino y los rayos X representan la base de hasta un 70% de las terapias anticancerosas, la
deteccién de las disfunciones responsables de una respuesta reducida a dichos tratamientos parece ser critica para
el tratamiento de los pacientes.

SUMARIO

En la presente memoria se describe un método para determinar la sensibilidad de un sujeto a un tratamiento del
cancer, en particular a un tratamiento quimioterapico. El método comprende detectar la presencia de un acido
nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4 en una muestra del sujeto, y la
presencia de dicho acido nucleico de TLR4 mutado o la expresion o actividad anormal de TLR4 es indicativa de una
resistencia a dicho tratamiento.

También se describen mutaciones particulares en el gen de TLR4 y los productos de expresién. Estas mutaciones
son utilizables en un método para determinar la sensibilidad de un sujeto a un tratamiento del cancer. Ciertos alelos
del gen de TLR4 también estan relacionados con la susceptibilidad al cancer, y representan objetivos para la
intervencion terapéutica.

También se describe en la presente memoria un método para determinar una predisposicion a un cancer o una
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probabilidad incrementada de tener un cancer en un sujeto, y el método comprende detectar la presencia de un
acido nucleico de TLR4 mutado o una expresién o actividad anormal de la proteina TLR4 en una muestra del sujeto.
Un método particular comprende la deteccion de la presencia de una secuencia de TLR4 mutada que comprende
una mutacién puntual, preferiblemente un polimorfismo de nucledtido simple (SNP), que conduce a la sustitucion de
asparagina por glicina en la posicién 299 o de treonina por isoleucina en la posiciéon 399, en una muestra del sujeto.

También se describe un método para el cribado de compuestos utiles para prevenir o tratar el cancer, en particular
en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.
Dicho método comprende determinar la capacidad de un compuesto de ensayo de modular la expresion o actividad
de TLR4 o la relocalizacion en la membrana plasmatica de las células tumorales de los ligandos de TLR4, tales
como HMGB1 (caja 1 de peso molecular elevado HMGB1/anfoterina).

La presente solicitud describe ademas el uso de un compuesto capaz de restablecer una expresion de TLR4
funcional para preparar una composicion farmacéutica para tratar o prevenir un cancer en un sujeto que tiene un
acido nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

La presente solicitud describe ademas un compuesto capaz de restablecer una expresion de TLR4 funcional y una
composicion farmacéutica que comprende tal compuesto para prevenir o tratar un cancer en un sujeto que tiene un
acido nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

Los solicitantes describen ademas el uso de un ligando de TLR3 y/o TLR9 para preparar una composicion
farmacéutica para tratar o prevenir un cancer en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o una
expresion o actividad anormal de la proteina TLR4. Tales ligandos permiten evitar la ruta de sefializacion de TLR4 y
conducen a la activacion de NF-kB.

También se describe en la presente memoria un ligando de TLR3 y/o TLR9 capaz de restablecer una expresion de
TLR4 funcional y una composicion farmacéutica que comprende tal ligando de TLR3 y/o TLR9 para prevenir o tratar
un cancer en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la
proteina TLR4.

Los solicitantes describen ademas el uso de un compuesto lisosomotropico alcalinizante para preparar una
composicion farmacéutica para tratar o prevenir un cancer en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado
0 una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

También se describe en la presente memoria un compuesto lisosomotrépico alcalinizante y una composicién
farmacéutica que comprende tal compuesto para prevenir o tratar un cancer en un sujeto que tiene un acido nucleico
de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar o prevenir un cancer en un sujeto a través de la
activacion de la expresion o actividad de TLR4.

Mas en particular, en la presente memoria se proporcionan métodos para tratar a un sujeto que porta alelos mutados
del gen de TLR4, cuyos métodos incluyen emplear una terapia combinada. Los sujetos se pueden tratar asi, por
ejemplo, por medio de terapia génica, terapia de sustitucion proteica o por medio de la administracion de moléculas
miméticas y/o activadores de la proteina TLR4, tales como HMGB1. Al menos uno de dichos métodos se pueden
combinar ademas con la quimioterapia y/o con la radioterapia.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Inmunogenicidad de la apoptosis.

A. Farmacos que inducen la muerte celular apoptética in vitro. Se incubaron diversos farmacos (aprobados o no
por la FDA) con células tumorales CT26. Se llevaron a cabo analisis mediante citometria de flujo de las CT26 a las
24 hrs después de marcar con DAPI y anexina V. Los porcentajes de las células doblemente positivas son las barras
negras, y de anexina V+/DAPI- son las barras blancas.

B. Vacunas profilacticas compuestas de células apoptéticas inducidas por farmacos en ratones de tipo natural.
3x10° células CT26 tratadas durante 24 hrs con diversos farmacos in vitro se inocularon en el flanco izquierdo de
BALB/c TN en el dia 0. Los controles se trataron con PBS. En el dia 7, se inyectaron 5x10° CT26 vivas en el flanco
derecho, y se monitoriz6 el crecimiento tumoral dos veces a la semana mediante el uso de un calibre. Se indican los
porcentajes de ratones exentos de tumores. Cada experimento incluyé 5-10 ratones/grupo, y se llevé a cabo al
menos dos veces proporcionando resultados similares. Se llevaron a cabo analisis estadisticos mediante el uso del
método exacto de Fisher y ANOVA. * indica resultados significativos a p<0,05.
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Figura 2: TLR4 es critico en la inmunogenicidad de las vacunas profilacticas basadas en DOX.
A. Cinética del crecimiento tumoral de CT26 (colon) natural en ratones TLR4-/- respecto de ratones TLR4+/+.

B. La apoptosis inducida mediante DOX de CT26 no protegi6 a los ratones TLR4-/- contra la exposicién a CT26.
Condiciones experimentales idénticas a las de 1B., pero llevadas a cabo en ratones TLR4-/- en vez de BALB/c TN.

C. Se inocula directamente DOX en tumores establecidos en ratones TN o TLR4-/-. El efecto antitumoral directo
se monitoriza midiendo los tamanos de los tumores bisemanalmente.

Cada experimento incluyd 5-10 ratones/grupo, y se llevé a cabo al menos dos veces proporcionando resultados
similares. Se llevaron a cabo analisis estadisticos mediante el uso del método exacto de Fisher y ANOVA. * indica
resultados significativos a p<0,05.

Figura 3: TLR4 esta implicado en la remision tumoral inducida por oxaliplatino.

El osteosarcoma Glasgow (GOS) se inoculé en el dia 0 en ratones C57BL/6 TN (A.) o ratones suizos atimicos (B.) o
ratones C57BL10ScNJ (C.). Se administro oxaliplatino (o PBS) en el dia 5 de manera sistémica y se monitorizo el
crecimiento de los tumores. Cada experimento incluyé 5 ratones/grupo, y se llevd a cabo al menos dos veces
proporcionando resultados similares. Se llevaron a cabo analisis estadisticos mediante el uso de la prueba t de
Student. * indica resultados significativos a p<0,05.

Figura 4: Los rayos X controlan la progresion tumoral al menos en parte por medio de TLR4.

El tumor mamario TS/A se inoculé en ratones |IC BALB/c, BALB/c atimicos o BALB/c TLR4-/- (A.) y se irradié a 10 Gy
en una sola dosis cuando alcanzé un tamafio de 30-50 mm? (alrededor del dia 9-12) (B.). (C.) Se inocularon
inhibidores basados en ODN de TLR7/9 i.p. antes y después de la radioterapia. Se monitorizé el tamafio de los
tumores dos veces a la semana. Cada experimento incluyd 5 ratones/grupo, y se llevd a cabo al menos tres veces
proporcionando resultados similares. Se llevaron a cabo analisis estadisticos mediante el uso del método exacto de
Fisher. * indica resultados significativos a p<0,05.

Figura 5: MyD88 esta implicado en la inmunogenicidad mediada por oxali-platino.

Condiciones idénticas a las de 3A, pero se implantd GOS en ratones TRIF-/- (A) o MyD88-/- BL/6 (B). Se monitorizd
el tamafno de los tumores dos veces a la semana. Cada experimento incluyé 5 ratones/grupo, y se llevo a cabo al
menos tres veces proporcionando resultados similares. Se llevaron a cabo analisis estadisticos mediante el uso del
método exacto de Fisher. * indica resultados significativos a p<0,05.

Figura 6: Los ratones TLR4™ recuperan una sensibilidad completa a los rayos X en presencia de ligandos de
TLR3.

Igual que en 4., pero se administré una terapia concomitante con 50 ug de poli I:C i.p. en los dias +1, +4 y +7 tras la
radioterapia en animales que albergaban TS/A (A) que recibian también radioterapia (B).

Se monitorizé el tamafo de los tumores dos veces a la semana. Cada experimento incluyd 5 ratones/grupo, y se
llevdé a cabo al menos tres veces proporcionando resultados similares. Se llevaron a cabo andlisis estadisticos
mediante el uso del método exacto de Fisher. * indica resultados significativos a p<0,05.

Figura 7: Los ratones TLR4™ recuperan una sensibilidad completa a los rayos X en presencia de ligandos de
TLRO9.

Igual que en 6., pero en vez de poli I:C, los animales recibieron 50 pg de ODN CpG 5'-
TCCATGACGTTCCTGACGTT-3' (SEQ ID N°:8).

Figura 8: La fagocitosis y la maduracién no se ven dificultadas en las CD TLR4™".

A. EL40VA apoptoticas marcadas con CytoTracker Red 1 yM (CMTMR; Invitrogen) se incubaron a 1:1 con CD-
MO (de ratones TLR4™ o TLR4™) en una etapa inmadura durante 4 hrs a 37 °C o 4 °C. Los analisis mediante
citometria de flujo seleccionando las células CD11c+ permitieron la determinacion del % de células dendriticas
positivas para PE. Se muestra un experimento representativo.

B. Igual que en A., pero EL4OVA no se marcaron con CMTMR vy las células CD11c+ se examinaron en busca de
la expresion superficial de I-AP y CD86. Se muestra un experimento representativo en los paneles superior (TLR4+’+)
e inferior (TLR4™").

Figura 9: Las CD TLR4-/- exhiben capacidades defectuosas para activar el clon B3Z y presentar de manera
cruzada antigenos tumorales asociados a células
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A. El clon B3Z, que es un CTL especifico de OVA, se ha incubado con CD de médula d6sea singénica H2b para
ratones C57BL/10 o C57BL10ScNJ (CD-MO) pulsadas con EL4-OVA (irradiadas o no) o con EL4 sin transfectar.
B3Z secreta IL-2, que se puede medir mediante ELISA en los sobrenadantes. Se ha llevado a cabo la dosificacion de
IL-2 en experimentos a diferentes proporciones entre CD-MO y células EL40OVA irradiadas.

B. Se inyectaron EL4-OVA, irradiadas o no, en la planta de la pata en el dia 0 en un hospedador Balb/c TLR4™ o
TLR4™. Se recogieron gangliocitos y se expusieron a proteina OVA durante 4 dias, y se recogieron los
sobrenadantes para las medidas de IFNy en el dia 3. En el dia 3, se afiadi6 timidina tritiada a estos pocillos, y se
monitorizé la proliferacion en cpm.

Figura 10: HMGB1 es un ligando critico para el desencadenamiento de TLR4 durante la inducciéon de estrés
mediante antraciclinas y rayos X.

A. El clon B3Z, que es un CTL especifico de OVA, se ha incubado con CD de médula ésea singénica H2b (CD-
MO) pulsadas con EL4-OVA (irradiada o no) o con EL4 sin transfectar. B3Z secreta IL-2, que se puede medir
mediante ELISA en los sobrenadantes. Se ha llevado a cabo la dosificacion de IL-2 en experimentos a diferentes
proporciones entre células irradiadas CD-MO y EL40OVA en presencia de moléculas TLR4Fc bloqueantes o Abs de
control de isotipo.

B. Igual, pero en presencia de anticuerpos (Abs) anti-HMGB1 o Abs de control de isotipo.
Figura 11: Genotipado de mujeres con cancer de mama con respecto a Asp299Gly de TLR4.

A. Susceptibilidad genética al cancer de mama. Las pacientes ingresaron en una unidad de urgencia durante 2
afos, y se monitorizd la comorbilidad (cancer, p.ej.). Se registraron 640 casos de pacientes que tenian un cancer en
su historial presente o pasado en este estudio. Se clasificaron segun su subtipo histoldgico. Se llevé a cabo una
PCR en un unico tubo basada en la degradacion por exonucleasas de oligonucleétidos especificos de alelo
doblemente marcados con ADN gendémico de sangre de las pacientes. Se representa el porcentaje de
heterocigosidad (un alelo mutado de Asp299Gly de TLR4) para cada cohorte de n individuos. La frecuencia de
Asp299Gly es significativamente mayor en las pacientes que presentan un cancer de mama esporadico.

B. Resistencia primaria a antraciclina y rayos X en mujeres con cancer de mama (BC). 12 mujeres con BC que
tenian un genotipo Asp299Gly de TLR4 se hicieron coincidir con 24 mujeres con BC con un genotipo TN por edad,
indice pronostico de Nottingham vy terapia adyuvante (antraciclina y rayos X). Se representa la supervivencia sin
progresion (en 5 afos), y es significativamente mas larga en las mujeres que tenian un genotipo TN (Log Rank).

Figura 12: TLR4 controla la presentacion de antigenos por las CD que captan corpusculos apoptoéticos in
vitro.

TLR4 y MyD88 son necesarios para la presentaciéon de antigenos por las CD cargadas con células tumorales
irradiadas a las células T restringidas a la clase | del MHC (H-2°). Las CD del genotipo indicado (origen C57BL/6, H-
2° I-Ab) se sometieron a un pulso con el péptido SIINFEKL, células EG7 vivas o irradiadas (proporcion de EG7
respecto de CD 1:1) y se incubaron con el hibridoma B3Z especifico de SIINFEKL durante 48 h, seguido de
cuantificacion de IL-2 en el sobrenadante (véase § 12 de la seccidn experimental).

Figura 13: Fagocitosis normal por CD deficientes de TLR4 y maduracion normal de CD deficientes de TLR4.
A. La fagocitosis de las células tumorales moribundas es independiente de TLR4.

indice de fagocitosis de CT26 tratadas con DXR (panel izquierdo) y células EL4 irradiadas (panel derecho) por
CD TN singénicas o TLR4™ o Trif-- o MyD88-/-. En placas de 12 pocillos, se marcaron células tumorales con
Celltracker Green (Calbiochem) y se cultivaron con CD durante 2 horas en una proporcion 1:1. Al final de la
incubacién, se recogieron las células adherentes con Versene, se mezclaron con las células no adherentes, se
lavaron y se tifieron con anticuerpo CD11c-APC. Se determind la fagocitosis mediante andlisis FACS de las células
doblemente positivas. Los indices fagociticos se refieren a la proporcidon entre los valores obtenidos a 4 °C y los
valores obtenidos a 37 °C de la co-incubacion entre CD y células tumorales.

B. La maduracién de células dendriticas de ratdon por células tumorales moribundas es independiente de TLR4. Se
cultivaron CD-MO murinas de C57BL/6 24 horas con células EG7 irradiadas vivas (a una proporcion 1:1) o LPS.
Después de 24 horas, se recogieron los sobrenadantes del cocultivo y se llevo a cabo la deteccién de TNFa, IL-
12p40 e IL-6 de raton mediante ELISA.

LPS, que es un ligando de TLR-4, se usa como control positivo.
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Figura 14: La deficiencia de TLR4 en las células dendriticas afecta al procesamiento de los antigenos
derivados de células tumorales.

A. (panel superior) Las CD-MO de raton TN o TLR4” se cargaron con celulas TS/A-OVA irradiadas. En los
momentos indicados, se detectaron las células CD11c+ que expresaban K°-SIINFEKL mediante el uso de
anticuerpos antl CD11c y anti- K°-SIINFEKL. Las CD sin pulsar se usaron para ajustar el umbral positivo para el
anticuerpo K°-SIINFEKL. La expresion de K® en ambos tipos de CDs se verificd determinando el MFI de las CDs
marcadas con el anticuerpo anti- K"

(panel inferior). Mismas condiciones que en el panel superior, con 0,5 uM de cloroquina o 10 ug/ml de
anticuerpo Anti-HMGB1. * p<0,01. CO= control.

B. Las CD-MO de ratén TN o TLR4™ se cargaron con 1 mg/ml de proteina OVA (que puede asimilarse a un
antigeno soluble) o células EG7 irradiadas (que pueden asimilarse a un corpusculo apoptético), en ausencia o
presencia de las concentraciones indicadas de cloroquina o bafilomicina A1. Seis horas mas tarde, se lavaron las
CD-MO vy se incubaron con el hibridoma B3Z durante 48 h (como en la Fig. 12), y dicho hibridoma reaccioné a la
presentacion de un antigeno por las CD. Se obtuvieron resultados similares (medias de los triplicados tEEM, n=3)
en dos experimentos. * p<0,01.

C. Se tifieron CD-MO de raton TN o TLR4” con Lysotracker Red y se cargaron con células EG7 marcadas con
CFSE irradiadas. Los fagosomas sin fusionar que contenian células objetivo marcadas con CFSE se observaron de
color verde, mientras los fusionados con endosomas/lisosomas se observaron en color amarillo debido a la
coexistencia de los dos fluorocromos. La determinacién del porcentaje de fagosomas fusionados en CD que
captaron los objetivos se llevo a cabo después mediante microscopia de fluorescencia en momentos diferentes.

La fusién de endosomas/lisosomas se acelera en CD-MO de raton TLR-47".

Figura 15: TLR4 y su ligando HMGB1 son necesarios para la eficacia de la vacunacién contra células
tumorales.

A. Impacto de TLR4 en la vacunacién con células tumorales moribundas. Los ratones se inmunizaron con PBS o
células tumorales moribundas (CT26, EL4 o MCAZ205) tratadas con oxaliplatino-doxorrubicina o irradiacion X. Siete
dias mas tarde, se inocularon a los ratones (10 por grupo) células tumorales singénicas vivas, y se monitorizd el
crecimiento tumoral.

B. Lainhibicién de la sefializacion de TLR4 reduce la eficacia de la vacunacién con células tumorales moribundas.
Mismas condiciones que en A. mediante el uso de ratones a los que se les inyectaron previamente (dia -7 y dia -3)
100 pg de un péptido inhibitorio de TLR4 (péptido de control = CO).

C. Impacto de HMGB1 sobre la vacunacion con células tumorales moribundas. El experimento se llevé a cabo
como en A. y B. con CT26, EL4 y MCA205. Para la vacunacion anti-tumoral, las células se transfectaron con un
control o siARN que eliminaba HMGB1 antes del tratamiento quimioterapico o radioterapico. * p<0,05.

Figura 16: TLR4 dicta la eficacia de la quimioterapia y radioterapia anti-tumoral en ratones.

A.-D. Impacto de TLR4, MyD88, TRIF y células T sobre la eficacia de la terapia anti-tumoral convencional. Se
establecieron tumores de timoma EL4, cancer de colon CT26, cancer de mama TS/A, y osteosarcoma GOS en
ratones con los genotipos indicados. Al llegar al tamafio tumoral indicado, los ratones se dejaron sin tratar o se
trataron mediante quimioterapia sistémica o radioterapia localizada.

Los ratones de tipo natural o TLR4™ que portaban tumores EL4 se trataron con oxaliplatino y/o cloroquina (50 ug i.p.
una vez al dia). En la Fig. 16D. se obtiene una correccion de la respuesta quimioterapica defectuosa de ratones
TLR4” mediante el uso de cloroquina.

Los resultados (media de triplicados *EEM, 5 ratones por grupo) obtenidos en A.-D. son representativos de tres
experimentos independientes. * p<0,05.

Figura 17: TLR4 dicta la eficacia de la quimioterapia anti-tumoral en seres humanos.

A. Unién de HMGB1 defectuosa conferida por la mutacion Asp299Gly de TLR4. Se transfectaron células HelLa con
vector vacio, TLR4 de tipo natural o mutante. Después, las células se incubaron en presencia de rHMGB1 durante
una hora y se inmunoprecipitaron.

B. Respuesta a LPS defectuosa conferida por la mutacion Asp299Gly de TLR4. Se cultivaron CD derivadas de
monocitos humanos (generadas en GM- CSF+IFNa durante 3 dias) que portaban el alelo de TLR4 normal
Asp299Asp o el alelo Asp299Gly mutado con 2x10° células T alogénicas en las proporciones indicadas en ausencia
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o presencia de las dosis indicadas de rHMGB1 o LPS. Se determiné la proliferacion de células T después de 4 dias
mediante la incorporacion de *H.

C. Capacidad defectuosa de las CDs humanas que albergan la mutacion Asp299Gly de TLR4 para presentar de
manera cruzada antigenos tumorales. Se trataron células tumorales de melanoma Mel96 negativas para HLA-A2 y
positivas para MART1 con oxaliplatino durante 24 horas, y después se cargaron en células dendriticas derivadas de
monocitos humanos (CD-DM), tratadas o no con 0,5 uM de cloroquina durante el cocultivo. Después de la adicion de
anticuerpo de control o anticuerpo anti-HMGB1 (10 pug/ml) y el clon LT12 (especifico del péptido MART) se llevé a
cabo la deteccion de células productoras de IFN gamma mediante el uso de ELISPOT. La presencia de IFN gamma
se debe correlacionar con la activacion del clon LT-12, que a su vez esta correlacionada con la presentacion de
antigenos de CD.

DESCRIPCION DETALLADA

La invencidn se basa en la observacion de que los agentes citotoxicos usados en el tratamiento de pacientes de
cancer involucran al sistema inmunitario, y mas especificamente la ruta de sefializacion de TLR4. Por lo tanto, la
deteccién de las disfunciones de TLR4 innatas o adquiridas se describe en la presente memoria como una manera
adecuada de definir el tratamiento mas adecuado a usar en un sujeto que padece un cancer, es decir, un tratamiento
que permite el restablecimiento o el aumento de la sensibilidad de dicho sujeto a la terapia. Las rutas de TLR
sustitutas pueden estar involucradas en tal tratamiento (como se describe adicionalmente mas adelante).

En los modelos preclinicos descritos en la presente memoria, los datos de los inventores indican que los tumore§
tienen tendencia a exhibir una cinética de crecimiento mas rapida en su progresion natural en los ratones TLR4™
comparado con los ratones TLR4™*, en particular en el cancer de colon (véase, por ejemplo, la Figura 2A).

Los inventores demuestran en la presente memoria que la progresion tumoral mediada a través de TLR4
disfuncional es independiente de procesos proinflamatorios exégenos intrinsecos a sus condiciones experimentales.
De hecho, cuando se inyectaron células CT26 en ratones sin afiadir ningin compuesto procarcindgeno o
proinflamatorio, la cinética del crecimiento de las células tumorales aumentoé significativamente en los hospedadores
de TLR4 deficiente en comparacion con los animales de la misma camada inmunocompetentes (Figura 2A).

Desafiando la visién actual por la que los compuestos citotdxicos actian solamente por medio de efectos auténomos
celulares, los inventores compararon el efecto antitumoral mediado por una antraciclina, por cis-platino, por oxali-
platino o por rayos X (RX) y otros agentes pro-apoptoéticos (taxanos, mitomicina-C) en animales de la misma camada
inmunocompetentes frente a inmunodeprimidos [que carecian de células T o receptores similares a toll (TLR)].
Descubrieron que la administracion de doxiciclina (DOX), PLAT o RX en ratones que albergaban tumores estimulo
selectivamente la supervivencia a largo plazo de una manera dependiente de células T a través de TLR-4 (pero no
de TLR-7, 9). En contraste, taxano o mitomicina C dificultaron el crecimiento tumoral independientemente de las
células inmunitarias o receptores (véase la parte experimental). Los inventores demostraron que los agentes
citotdxicos inducian o incrementaban la expresion de los ligandos de TLR4, tales como HMGB1, por la célula
tumoral, lo que hacia que las células tumorales sometidas a estrés fueran accesibles para los fagocitos, tales como
CD. Los inventores pudieron demostrar que las células dendriticas (CD) TLR4-/- tenian inalterada su capacidad de
experimentar un programa de maduracion o de secretar citocinas inflamatorias tras la interacciéon con la muerte
celular apoptotica. TLR4 fue, sin embargo, critico en el procesamiento y la presentacion de los antigenos, mas que
en el desencadenamiento de una cascada proinflamatoria.

DEFINICIONES
Para facilitar la revisién de las diversas realizaciones, se proporcionan las descripciones siguientes de los términos:

El término "cancer", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier tipo de neoplasia maligna
(primaria o metastasis).

Los canceres tipicos son los canceres sensibles a rayos X, antraciclina, cis-platino y/o oxali-platino, tales como
cancer de mama, estémago, sarcoma, ovarico, endometrio, vejiga, cuello del utero, recto, colon, pulmén, cancer
ORL, tumores pediatricos (neuroblastoma, glioblastoma multiforme), linfoma, leucemia, mieloma, seminoma,
Hodgkin y hemopatias malignas.

La expresion "sensibilidad a un tratamiento" se refiere al nivel de respuesta de un sujeto a un tratamiento, que
incluye, pero sin limitacion, la capacidad de metabolizar un compuesto terapéutico, la capacidad de convertir un pro-
farmaco en un farmaco activo, la farmacocinética (absorcién, distribucion, eliminacién) y la farmacodinamica
(relacionada con el receptor) de un farmaco en un individuo. El tratamiento puede ser quimioterapia, que incluye, por
ejemplo, la administracion de una antraciclina, tal como doxiciclina (DOX), oxali-platino o cis-platino, y/o el
tratamiento puede ser radioterapia mediante el uso de rayos gamma o X (RX), por ejemplo.

Las expresiones "predisposicion a un cancer", "susceptible a desarrollar un cancer", "en riesgo de desarrollar un

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2378 847 T3

cancer" o "que tiene una probabilidad incrementada de tener un cancer", tal como se usan en la presente memoria,
significan que un sujeto tiene un riesgo incrementado de desarrollar un cancer en comparacion con la poblacién
media.

La muestra a analizar contiene acidos nucleicos y/o polipéptidos. Los ejemplos de tales muestras incluyen fluidos,
tejidos, muestras de células, érganos, biopsias, etc.

La naturaleza de la muestra recogida no se correlaciona necesariamente con un tipo particular de cancer. El tejido
recogido puede ser, de hecho, un tejido canceroso (preferiblemente congelado, en vez de incrustado en parafina) o
un tejido sano (por ejemplo sangre, piel, estroma).

El tejido se puede recoger de un tejido canceroso seleccionado.

La muestra también se puede obtener, por ejemplo, de un tejido seleccionado de sangre, plasma y médula 6sea,
independientemente del estado anormal o patoldgico opcional de dicho tejido.

Preferiblemente, la muestra comprende células que se sabe que expresan TLR4, preferiblemente células
seleccionadas de monocitos autdlogos, células dendriticas y células mononucleares.

En un ejemplo particular, si el ensayo se lleva a cabo para determinar si un sujeto es susceptible al desarrollo de un
cancer de mama o un cancer de colon, se puede proporcionar una muestra de sangre, estroma o piel o tejido
tumoral.

La invencion se puede usar en diversos sujetos, por ejemplo animales, en particular mamiferos, preferiblemente
humanos, que incluyen adultos, nifios y en la etapa prenatal, aun mas preferiblemente en un sujeto que tiene un
acido nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

El término "sujeto" se refiere a un paciente que padece un cancer, o a un sujeto que puede desarrollar un cancer. El
paciente, en particular el paciente de cancer, puede ser ademas un paciente que se sometera a un trasplante
alogénico de médula dsea.

El término "anormal" esta asociado en la presente memoria a una desviacion de las caracteristicas normales. Las
caracteristicas normales se pueden hallar en un control, un patréon para una poblacion, etc. Por ejemplo, cuando el
estado anormal es un estado patolégico tal como un cancer, algunas fuentes adecuadas de caracteristicas normales
podrian incluir un individuo que no padece el cancer, un patrén de una poblacion de individuos que se cree que no
padecen el cancer, etc.

De forma similar, "anormal" se puede referir a una afeccidon que esta asociada a una enfermedad. La expresion
"asociado a" incluye un riesgo incrementado de desarrollar la enfermedad, asi como la enfermedad propiamente
dicha. Por ejemplo, se puede describir que una cierta anormalidad (tal como una anormalidad en un acido nucleico
de TLR4 o de la expresion de la proteina TLR4) esta asociada a la tendencia a desarrollar un cancer.

Un &acido nucleico anormal, tal como un acido nucleico de TLR4 anormal, es uno que es diferente de alguna manera
respecto de un acido nucleico normal (tipo natural). Tal anormalidad incluye, pero no se limita necesariamente a, una
mutacion en el acido nucleico [tal como una mutacion puntual (p.ej., un polimorfismo de nucleétido simple, también
denominado SNP) o delecion o duplicacion corta de unos pocos a varios nucleétidos], en comparacion con un
control o patron. Se entendera que estos tipos de anormalidades pueden co-existir en el mismo acido nucleico o en
la misma célula o muestra. Ademas, se entiende que una anormalidad en un acido nucleico puede provocar una
anormalidad en la expresion de la proteina correspondiente. La ausencia de expresion de la proteina
correspondiente es un ejemplo particular de tal anormalidad.

Una proteina TLR4 anormal es, por tanto, una proteina cuya secuencia, configuracion, o maduracion es diferente de
la proteina de tipo natural normal. Preferiblemente, la proteina anormal no es funcional, o so6lo parcialmente
funcional.

La expresion o actividad proteica anormal, tal como la expresion anormal de la proteina TLR4, se refiere a una
expresion o actividad de una proteina que es de alguna manera diferente a la expresion o actividad de la proteina en
una situacién normal (tipo natural) tal como se explica adicionalmente mas adelante, cuando se compara con un
control o patron. El término incluye preferiblemente la expresion de una proteina TLR4 anormal, pero también abarca
la expresion anormal de una proteina TLR4 normal, debido, por ejemplo, a una transcripcion anormal del mARN que
codifica una proteina TLR4 normal (tal transcripciéon anormal puede ser una transcripcion disminuida en comparacion
con un nivel o cantidad de control o patrén, inducida, por ejemplo, por un tratamiento del cancer o por el propio
cancer).

De forma similar, el nivel de actividad de la proteina TLR4 puede reflejar una expresion anormal de una proteina
TLR4 normal, o la expresion de una proteina TLR4 anormal.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2378 847 T3

Los controles o patrones adecuados para la comparacion de una muestra, para la determinacion de una
anormalidad, incluyen muestras que se cree que son normales, asi como valores de laboratorio, incluso los
establecidos posiblemente de una manera arbitraria, teniendo en cuenta que tales valores pueden variar de
laboratorio a laboratorio.

Los patrones y valores de laboratorio se pueden establecer basandose en un valor conocido o determinado en una
poblacion, y se pueden suministrar con un formato de grafico o tabla que permite la comparacién sencilla de los
valores medidos determinados experimentalmente.

El término proteina TLR4 anormal incluye, pero no se limita necesariamente a: (1) una mutacion en la proteina de
manera que uno o mas de los residuos de aminoacidos es diferente; (2) una delecion o adicion corta de uno o unos
cuantos residuos de aminoacidos respecto de la secuencia de la proteina; (3) una delecién o adicién mas larga de
residuos de aminoacidos, de manera que se elimina o se afiade un dominio o sub-dominio completo de la proteina;
(4) la expresion de una cantidad disminuida de la proteina funcional, en comparacion con una cantidad de control o
patrén; (5) la alteracion de la localizacion celular o la selecciéon del objetivo de la proteina; (6) la alteracion de la
expresion regulada en el tiempo de la proteina (de forma que la proteina se expresa cuando normalmente no se
expresaria, o de manera alternativa no se expresa cuando normalmente se expresaria); y (7) la alteraciéon de la
expresion localizada (p.ej., especifica de 6rgano o de tejido) de la proteina (de forma que la proteina no se expresa
donde normalmente se expresaria, o0 se expresa donde normalmente no se expresaria), cada uno comparado con un
control o patrén.

El término "actividad de la proteina TLR4" abarca cualquier unién directa de TLR4 a uno de sus ligandos naturales,
cualquier unién indirecta mediada o favorecida por TLR4, asi como los efectos de dichas uniones directas o
indirectas, en particular en los efectores posteriores de la ruta de TLR4 (MyD88, por ejemplo).

Tal como se usa en la presente solicitud, la expresion "gen de TLR4" designa el gen del receptor 4 similar a Toll en
el cromosoma humano 9932-g33, asi como las variantes, analogos y fragmentos del mismo, que incluye los alelos
del mismo (p.ej., mutaciones de la linea germinal) que estan relacionados con la susceptibilidad al cancer. El gen de
TLR4 se puede referir también a CD284, TOLL, hToll (otras denominaciones: homoélogo de Drosophila de toll)

Los acidos nucleicos recombinantes se pueden preparar mediante técnicas convencionales, que incluyen la sintesis
quimica, ingenieria genética, técnicas enzimaticas, o una combinacién de las mismas. Las secuencias del gen de
TLR4 adecuadas se pueden hallar en bancos de genes, tales como el NCBI [véase la SEQ ID N°: 1 (NM 138554,
GenelD: 7099)]. La secuencia polipeptidica correspondiente se halla con la referencia NP 612564 en el banco de
genes del NCBI.

La expresion "gen de TLR4" incluye cualquier variante, fragmento o analogo de SEQ ID N°: 1 o de cualquier
secuencia codificante tal como se identificd anteriormente.

Un ejemplo especifico de un polipéptido TLR4 comprende todo o parte de SEQ ID N°: 2 (Ref. del NCBI: NP 612564;
Ref. de swissprot: 000206)

Se puede hacer referencia a los polimorfismos, por ejemplo, mediante la posicidon de los nucledtidos en la que existe
la variacion (896A/G, por ejemplo), mediante el cambio de secuencia de aminoacidos provocado por la variacion de
nucleétidos (D299G, por ejemplo), 0 mediante un cambio en otra caracteristica de la molécula de acido nucleico que
esta asociada a la variacion (p.ej., una alteracion de una estructura secundaria tal como un bucle en horquilla, o una
alteracion de la afinidad de union del acido nucleico por las moléculas asociadas, tales como polimerasas, RNasas,
etc.). A modo de ejemplo, se puede hacer referencia al polimorfismo descrito en la presente memoria en la regién del
gen de TLR4 mediante su locacién en el gen de TLR4 [p.ej., basandose en la posiciéon numérica del residuo variante
D299G o Asp299Gly (informe de agrupacion de SNP de referencia: rs4986790) o T399I (informe de agrupacion de
SNP de referencia: rs4986791)], basandose en la posicién numérica del aminoacido variante D299G en el
polipéptido TLR4, mediante el efecto que tiene en la estructura secundaria del mARN de TLR4 o mediante el efecto
que tiene en la estructura terciaria del polipéptido TLR4 (p.ej., una alteracion de la afinidad de unién del polipéptido
por ligandos tales como HMGB1 o hsp).

METODOS DE DIAGNOSTICO

Mediante el uso de las observaciones anteriormente mencionadas, los inventores proporcionan en la presente
memoria métodos de diagnostico basados en los analisis del locus del gen de TLR4 en un sujeto. En el contexto de
la presente descripcion, el término "diagnéstico” incluye la deteccidn, dosificacion, comparacion, etc., en diversas
etapas, que incluyen las etapas tempranas, pre-sintomaticas, y las etapas tardias en un sujeto como se definié
anteriormente. El diagnéstico incluye en general el prondstico, la determinacién de una predisposicidén o riesgo de
desarrollo, la caracterizacion de un sujeto, la definicion del tratamiento mas adecuado, etc.

Un método de diagnéstico particular descrito en la presente memoria es un método para determinar la sensibilidad
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de un sujeto a un tratamiento del cancer, y dicho método comprende detectar la presencia de un acido nucleico de
TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4 en una muestra del sujeto. La presencia de
dicho acido nucleico de TLR4 mutado o expresion o actividad anormal de la proteina TLR4 es indicativa, de hecho,
de una resistencia, es decir, una respuesta negativa o escasa del sujeto a dicho tratamiento. Una respuesta negativa
se puede definir como la ausencia de una respuesta eficaz. Esto significa que el tratamiento no parece ser eficaz
para prevenir o tratar un cancer. En otras palabras, el propio cancer parece resistente a dicho tratamiento. Una
respuesta escasa es una respuesta significativamente inferior a la respuesta observada en los pacientes que portan
un TLR4 de tipo natural o que expresan una proteina TLR4 normal.

Opcionalmente, dicho método comprende una etapa previa de proporcionar una muestra, como se definié
previamente, de un sujeto.

Segun la presente invencidn, el tratamiento hacia el cual se puede medir la sensibilidad de un sujeto se selecciona
preferiblemente de al menos uno de quimioterapia, que incluye por ejemplo la administracion de una antraciclina, tal
como DOX (doxorrubicina, Idarrubicina, 4 Epirrubicina, mitoxantrona), oxali-platino, cis-platino (PLAT), y rayos X
(RX).

Los métodos de diagnédstico, que analizan y predicen la sensibilidad a un tratamiento tal como se menciono
anteriormente, se pueden usar para determinar si un sujeto deberia ser tratado con un farmaco de tratamiento
particular. Por ejemplo, si el método indica una probabilidad de que un sujeto responda positivamente a una
antraciclina, PLAT y/o RX, dicho(s) tratamiento(s) se puede(n) administrar al individuo. A la inversa, si el método
indica que un individuo probablemente respondera negativamente a dicho tratamiento, se puede prescribir un curso
de tratamiento alternativo.

Los inventores también proporcionan en la presente memoria métodos de diagndstico para determinar una
predisposicion a un cancer o una probabilidad incrementada de tener un cancer en un sujeto, y el método
comprende detectar la presencia de un acido nucleico de TLR4 mutado o una expresiéon o actividad anormal de la
proteina TLR4 en una muestra del sujeto.

La mutacion de TLR4 se puede determinar en la secuencia gendmica de TLR4 o en el ARN.
La mutacién detectada puede ser una mutacioén innata o adquirida.

La mutacion en el locus del gen de TLR4 puede ser cualquier forma de mutacidon(es), delecion(es),
reordenamiento(s) y/o inserciones en la regién codificante y/o no codificante del locus, sola o en combinacién(es)
diversa(s). Las mutaciones incluyen de manera mas especifica mutaciones puntuales. Las deleciones pueden
abarcar cualquier regién de uno, dos o mas residuos en una porcion codificante o no codificante del locus del gen, tal
como de un residuo hasta el gen o locus completo. Las deleciones tipicas afectan a regiones menores, tales como
dominios (intrones) o secuencias o fragmentos repetidos de menos de alrededor de 20 pares de bases consecutivos,
aunque también se pueden dar deleciones mayores. Las inserciones pueden abarcar la adicion de uno o varios
residuos en una porcion codificante o no codificante del locus del gen. Las inserciones pueden comprender en
general una adicién de entre 1 y 20 pares de bases en el locus del gen. El reordenamiento incluye la inversion de
secuencias. La mutacién del locus del gen de TLR4 puede dar como resultado la creaciéon de codones de parada,
mutaciones del marco de lectura, sustituciones de aminoacidos, corte y empalme o procesamiento del ARN
particular, inestabilidad del producto, produccién de polipéptidos truncados, etc. La alteracion puede dar como
resultado la producciéon de un polipéptido TLR4 con una funcién, estabilidad, seleccion del objetivo o estructura
alteradas. La alteracion puede provocar también una reduccion de la expresion de la proteina o, de manera
alternativa, un incremento de dicha produccion.

En una realizacién particular del método segun la presente invencion, la alteracion del gen de TLR4 se selecciona de
una mutacion, una delecidon y una insercién puntuales en el gen de TLR4 o el producto de expresion
correspondiente, mas preferiblemente una mutacién puntual, ain mas preferiblemente un polimorfismo de nucleétido
simple (SNP).

La presente invencion describe en particular un acido nucleico de TLR4 mutado que comprende una mutacion
puntual, preferiblemente la secuencia de tipo natural de TLR4 (preferiblemente de TLR4 humano) que comprende
una mutacion puntual, preferiblemente un polimorfismo de nucleétido simple (SNP) que conduce a la sustitucion de
asparagina por glicina en la posicion 299.

Un método particular segun la presente invencion comprende por tanto detectar la presencia de una secuencia de
TLR4 mutada que comprende una mutacion puntual, preferiblemente un polimorfismo de nucleétido simple (SNP)
que conduce a la sustitucion de asparagina por glicina en la posicion 299 o a la sustitucién de treonina por isoleucina
en la posicién 399 en una muestra del sujeto.

Un ejemplo particular de una secuencia de acido nucleico humano de TLR4 mutado comprende una secuencia de
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TLR4 que comprende el Polimorfismo D299G (informe de agrupacién de SNP de referencia: rs4986790) o una
secuencia de TLR4 que comprende el Polimorfismo T399Il (informe de agrupacion de SNP de referencia:
rs4986791).

Los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender ademas una etapa cuyo objetivo es determinar
si el sujeto es homocigoto o heterocigoto para el polimorfismo.

En los métodos de esta invencién, se puede determinar cualquier mutacién o alteracion en el gen de TLR4 en
combinacion con otros marcadores, tales como otras mutaciones o alteraciones en cualquier otro gen o proteina.

La presencia de un TLR4 mutado en la muestra se puede detectar a través del genotipado de la muestra. La
deteccién se puede llevar a cabo secuenciando todo o parte del gen de TLR4, mediante el uso de hibridacién y/o
amplificacion selectiva de todo o parte del gen de TLR4. Mas preferiblemente, se lleva a cabo una amplificaciéon
especifica del gen de TLR4 antes de la etapa de identificacion de la mutacion.

En una realizacion particular descrita en la presente memoria, se detecta la presencia de un acido nucleico de TLR4
mutado mediante el uso de digestion de restriccion, secuenciacién, hibridacion selectiva y/o amplificacion selectiva.

Una realizacion especifica comprende la deteccion de la presencia de al menos un SNP en la secuencia del gen de
TLR4 de un sujeto.

En otra realizacion, el método comprende detectar la presencia de una expresion anormal de ARN de TLR4. La
expresion anormal de ARN incluye la presencia de una secuencia de ARN mutada, la presencia de un corte y
empalme o procesamiento de ARN anormal, la presencia de una cantidad anormal de ARN, etc. Esto se puede
detectar mediante diversos métodos conocidos en la técnica, que incluyen la digestién de restriccion, la
secuenciacion de todo o parte del ARN de TLR4 o la hibridacién selectiva o amplificacion selectiva de todo o parte
de dicho ARN, por ejemplo.

En una realizacion adicional, el método comprende detectar la presencia de una expresion anormal de polipéptido o
proteina TLR4. La expresion anormal de la proteina o polipéptido TLR4 incluye la presencia de una secuencia
polipeptidica mutada, la presencia de una cantidad anormal de polipéptido TLR4, la presencia de una distribucion
tisular anormal, etc. Esto se puede detectar mediante diversos métodos conocidos en la técnica, que incluyen la
secuenciacion y/o union a ligandos especificos (tales como anticuerpos), por ejemplo.

Se pueden usar otros métodos adecuados para detectar o cuantificar la expresion o la secuencia anormal de un gen
o ARN de TLR4. Estos incluyen los oligonucleétidos especificos de alelos (ASO), la amplificacion especifica de
alelos, transferencia de Southern (para ADNs), transferencia de Northern (para ARNs), analisis de la conformacién
monocatenaria (SSCA), PFGE, hibridacion in situ fluorescente (FISH), migracion en geles, electroforesis en gel
desnaturalizante fijado, analisis heteroduplex, proteccion de RNasas, escision quimica de emparejamientos
incorrectos, ELISA, radio-inmunoensayos (RIA) y ensayos inmuno-enzimaticos (IEMA).

Como se explico previamente, en una realizacidn particular, el método comprende detectar o determinar la presencia
de un acido nucleico de TLR4 anormal en una muestra del sujeto. Esto se puede llevar a cabo como se explico
previamente mediante el uso de digestion de restriccion, secuenciacion, hibridacion selectiva y/o amplificacion
selectiva de los acidos nucleicos presentes en dicha muestra.

La digestiéon de restriccion se puede llevar a cabo mediante el uso de métodos y enzimas muy conocidas en la
técnica.

La secuenciacion se puede llevar a cabo mediante el uso de métodos muy conocidos en la técnica, mediante el uso
de secuenciadores automaticos. La secuenciacion se puede llevar a cabo con el gen de TLR4 completo o, mas
preferiblemente, en dominios especificos del mismo, en general aquellos que se sabe o se sospecha que portan
mutaciones perjudiciales u otras alteraciones.

Se proporcionan ejemplos de cebadores especificos que amplifican la region que comprende el polimorfismo
Asp299Gly (A896G) en la presente memoria:

TLR4_Directo 5' GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG 3' (SEQ ID N°:4),
TLR4_Inverso 5' TGTGGGAAACGTTCCAAATTTACA 3' (SEQ ID N°:5).
Estas secuencias se pueden usar para amplificar un fragmento de 86 pb.

Otro ejemplo de un grupo de cebadores (que se pueden usar para amplificar un fragmento de 101 pb) se
proporciona en la parte experimental de la presente solicitud.

Otra mutacion implicada en la union al ligando es Thr399lle.
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También se proporcionan ejemplos de cebadores especificos que amplifican la regién que comprende el
polimorfismo Thr399lle (C1196T) en la presente memoria:

TLR4_directo 5-TGAGTTTCAAAGGTTGCTGTTCTC-3' (SEQ ID N°: 6),
TLR4_inverso 5'-AGGAATACTGAAAACTCACTCATTTGTT-3' (SEQ ID N°:7).
Estas secuencias se pueden usar para amplificar un fragmento de 178 pb.

Los ASO de Thr399lle son 5'-[6-FAM]-TTAGGCTGGTTGTCC-[MGB][NFQ]-3' (SEQ ID N° 8) y 5'-[VIC™]-
TTAGGCTGATTGTCC-[MGB][NFQ]-3' (SEQ ID N°: 9), respectivamente.

La amplificacion se basa en la formacion de hibridos especificos entre secuencias de acidos nucleicos
complementarios que sirven para iniciar la reproduccion del acido nucleico.

La amplificacién se puede llevar a cabo segun los diversos métodos conocidos en la técnica, tales como mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), reaccién en cadena de la ligasa (LCR), amplificacion por
desplazamiento de cadenas (SDA), amplificacion basada en la secuencia del acido nucleico (NASBA) y polimorfismo
de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP).

Estas técnicas se pueden llevar a cabo mediante el uso de reactivos y protocolos disponibles comercialmente. Las
técnicas preferidas usan PCR o PCR-SSCP especificas de alelo. La amplificacion requiere normalmente el uso de
cebadores especificos del acido nucleico para iniciar la reaccion.

Los cebadores de acidos nucleicos utiles para amplificar las secuencias del gen o locus de TLR4 son capaces de
hibridar especificamente con una porcién del locus del gen de TLR4 que flanquea una region objetivo de dicho locus,
y dicha region objetivo estd mutada en ciertos sujetos que tienen un cancer o que tienen riesgo de desarrollar un
cancer.

Los cebadores que se pueden usar para amplificar la region objetivo de TLR4 se pueden disefiar basandose en la
secuencia genomica o de ARN de TLR4 y, en particular, en la secuencia de SEQ ID N° 1 (NM 138554; GenelD:
7099).

Otro objetivo particular descrito en la presente memoria consiste en un cebador de acido nucleico util para amplificar
secuencias del gen o locus de TLR4 que incluyen las regiones circundantes. Tales cebadores preferiblemente son
complementarios, e hibridan especificamente, a las secuencias de acido nucleico en los locus del gen de TLR4. Los
cebadores particulares son capaces de hibridar especificamente con una porcién de los locus del gen de TLR4 que
flanquean una regién objetivo de dicho locus, y dicha regién objetivo esta alterada en ciertos sujetos que tienen un
cancer, una predisposicion a un cancer o una probabilidad incrementada de tener un cancer.

Se describe ademas un cebador de acido nucleico en la presente memoria, y dicho cebador es complementario e
hibrida especificamente a una porcidon de una secuencia codificante de TLR4 (p.ej., gen o ARN) mutada en ciertos
sujetos que tienen un cancer, una predisposicion a un cancer o una probabilidad incrementada de tener un cancer. A
este respecto, los cebadores particulares son especificos para las secuencias mutadas de un gen o ARN de TLR4.
Mediante el uso de tales cebadores, la detecciéon de un producto de amplificaciéon indica la presencia de una
mutacion en el locus del gen de TLR4. En contraste, la ausencia de producto de amplificacion indica que la mutacion
especifica no esta presente en la muestra.

Un cebador de acido nucleico tipico utilizable en los métodos descritos en la presente memoria es un cebador que
es complementario y que hibrida especificamente a una secuencia de TLR4 mutada que comprende una mutacién
puntual, en general una secuencia de TLR4 de tipo natural que comprende una mutacion puntual, preferiblemente un
polimorfismo de nucleétido simple (SNP) que conduce a la sustitucion de asparagina por glicina en la posicion 299 o
a la sustitucion de treonina por isoleucina en la posicién 399.

Los cebadores particulares utilizables para el polimorfismo Asp299Gly en los métodos descritos en la presente
memoria comprenden toda o una parte caracteristica de una secuencia seleccionada, por ejemplo, de TLR4_Directo
5' GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG 3' (SEQ ID N°: 10), TLR4_Inverso 5' TGTGGGAAACGTTCCAAATT
TACA 3' (SEQ ID N°: 11) o de directo 5'-CCATTGAAGAATTCCGATTAGCATA-3' (SEQ ID N°: 12) e inverso 5'-
CACTCACCAGGGAAAATGAAGAA-3' (SEQ ID N°: 13).

Los cebadores particulares utilizables para el polimorfismo Thr399lle en los métodos descritos en la presente
memoria comprenden toda o una parte caracteristica de una secuencia seleccionada, por ejemplo, de TLR4_directo
5'-TGAGTTTCAAAGGTTGCTGTTCTC-3' (SEQ ID N°: 14), TLR4_inverso 5'- AGGAATACTGAAAACTCACTCATT
TGTT-3' (SEQ ID N°: 15).

Los métodos de deteccién mediante hibridacidén se basan en la formacién de hibridos especificos entre secuencias
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de acidos nucleicos complementarias que sirven para detectar la(s) mutacion(es) en la secuencia de acido nucleico.

Una técnica de deteccion particular implica el uso de una sonda de acido nucleico especifica para el gen o ARN de
TLR4 de tipo natural o mutado, seguido por la deteccion de la presencia de un hibrido. La sonda puede estar en
suspension o inmovilizada en un sustrato o soporte (como en las técnicas de matrices de acidos nucleicos). La
sonda esta marcada en general para facilitar la deteccién de los hibridos.

Los métodos tipicos de deteccién de la hibridacion comprenden las etapas siguientes de poner en contacto la
muestra del sujeto con una sonda de acido nucleico especifica para un acido nucleico de TLR4 mutado
(preferiblemente el locus del gen), y determinar la formacién de un hibrido. En una realizacion especialmente
preferida, el método comprende poner en contacto simultdneamente la muestra con un grupo de sondas que son
especificas, respectivamente, para el locus del gen de TLR4 de tipo natural y para las diversas formas mutadas del
mismo. En esta realizacion, es posible detectar directamente la presencia de diversas formas de mutaciones en los
locus del gen de TLR4 en la muestra. Ademas, las diversas muestras de diversos sujetos se pueden tratar en
paralelo.

Un método particular descrito en la presente memoria comprende las etapas de determinar la sensibilidad de un
sujeto a un tratamiento de un céncer, en particular a un tratamiento quimioterapico, que comprende (a) obtener del
sujeto una muestra de ensayo de ADN que comprende una secuencia de TLR4, (b) poner en contacto la muestra de
ensayo con al menos una sonda de acido nucleico, en el que dicho acido nucleico es complementario e hibrida
especificamente con una secuencia de TLR4 mutada para formar una muestra de hibridacion, (c) mantener la
muestra de hibridaciéon en condiciones suficientes para que se dé la hibridacion especifica de la secuencia de TLR4
con la sonda de acido nucleico, y (d) detectar si hay hibridacion especifica de la secuencia de TLR4 con la sonda de
acido nucleico. La hibridacion especifica de la secuencia de TLR4 con la sonda de acido nucleico identifica, de
hecho, el cancer como resistente a dicho tratamiento en el sujeto.

Preferiblemente, la secuencia de TLR4 mutada esta asociada a la resistencia a un tratamiento. Dicho tratamiento se
selecciona preferiblemente de una quimioterapia, por ejemplo que incluye la administraciéon de una antraciclina, tal
como DOX, y/o oxali-platino o cis-platino (PLAT), y una radioterapia, que incluye preferiblemente rayos X (RX). El
tratamiento puede comprender ademas una quimioterapia combinada con una radioterapia.

También se describe en la presente memoria un método para detectar o determinar una predisposicién a un cancer
0 una probabilidad incrementada de tener un cancer en un sujeto. Dicho método comprende las etapas siguientes de
(a) obtener del sujeto una muestra de ensayo de ADN que comprende una secuencia de TLR4, (b) poner en
contacto la muestra de ensayo con al menos una sonda de acido nucleico, en el que dicho acido nucleico es
complementario a, e hibrida especificamente con, una secuencia de TLR4 mutada para formar una muestra de
hibridacion, (c) mantener la muestra de hibridacion en condiciones suficientes para la hibridacion especifica de la
secuencia de TLR4 con la sonda de acido nucleico, y (d) detectar si hay una hibridacién especifica de la secuencia
de TLR4 con la sonda de acido nucleico. La hibridacion especifica de la secuencia de TLR4 con la sonda de acido
nucleico indica, de hecho, una predisposicion al cancer o una probabilidad incrementada de tener un cancer en el
sujeto.

Las condiciones de hibridacion rigurosas tipicas incluyen temperaturas superiores a 30 °C, preferiblemente
superiores a 35 °C, mas preferiblemente mayores de 42 °C, y/o una salinidad menor de alrededor de 500 mM,
preferiblemente menor de 200 mM. Las condiciones de hibridacion pueden ser ajustadas por una persona experta
modificando la temperatura, salinidad y/o la concentracion de otros reactivos tales como SDS, SSC, etc.

Para el fin de la presente descripcidn, las "condiciones rigurosas" abarcan las condiciones bajo las cuales la
hibridacion se dara solamente si hay menos de un 25% de emparejamientos incorrectos entre la molécula de
hibridacion y la secuencia objetivo.

En una realizacion preferida, la secuencia de TLR4 mutada comprende una mutacién puntual, preferiblemente una
mutacion puntual seleccionada de un polimorfismo de nucleétido simple (SNP) que conduce a una sustitucion de
asparagina por glicina en la posicion 299 y un polimorfismo de nucleétido simple (SNP) que conduce a una
sustitucion de treonina por isoleucina en la posicién 399.

Una sonda se refiere en la presente memoria a una secuencia polinucleotidica que es complementaria a, y capaz de
hibridacion especifica con, (una porcién seleccionada como objetivo de) un gen o ARN de TLR4, y que es adecuada
para detectar polimorfismos de polinucleétidos asociados a los alelos de TLR4, en particular con un polimorfismo
que conduce a la sustitucion de asparagina por glicina en la posicion 299 o a la sustitucidén de treonina por isoleucina
en la posicién 399, lo cual predispone o esta asociado al cancer. Las sondas son preferiblemente perfectamente
complementarias al gen de TLR4, ARN, o porcién seleccionada como objetivo del mismo. Las sondas comprenden
en general acidos nucleicos monocatenarios de entre 25 a 100 nucleétidos de longitud, preferiblemente de entre 20 y
50 nucledtidos de longitud. Se deberia entender que también se pueden usar sondas mas largas. Una sonda
preferida es una molécula de acido nucleico monocatenaria de entre 25 a 30 nucleotidos de longitud, que puede
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hibridar especificamente con una region de un acido nucleico de TLR4 (por ejemplo gen o ARN) que porta una
alteracion.

En la presente memoria se describen sondas de acido nucleico especificas para una secuencia de TLR4 anormal
(p-ej., mutada) (gen o ARN en particular), es decir, una sonda de acido nucleico que hibrida de manera especifica
con dicha secuencia de TLR4 anormal y que basicamente no hibrida con una secuencia de TLR4 normal
(referencia). La especificidad indica que la hibridacién a la secuencia objetivo genera una sefial especifica que se
puede distinguir de la sefal generada a través de la hibridacién inespecifica. Se prefieren las secuencias
perfectamente complementarias para disefiar sondas. Se deberia entender, sin embargo, que se pueden tolerar
ciertos emparejamientos incorrectos, con tal de que la sefial especifica se pueda distinguir de la hibridacion
inespecifica.

La secuencia de la sonda se puede preparar facilmente basandose en cualquier secuencia del gen o ARN de TLR4
que porte una mutacién, en particular una mutacion puntual tal como un SNP, asociada a la sensibilidad de un sujeto
a un tratamiento del cancer, a la presencia de un cancer, a una predisposicidon hacia un cancer o a una probabilidad
incrementada de tener un cancer.

También es adecuado generar sondas y cebadores basados en fragmentos o porciones de estas moléculas de
acidos nucleicos, por ejemplo regiones que abarcan el polimorfismo identificado en el nucleétido 896 (A896G) y en el
nucleotido 1196 (C1196T) en la secuencia de TLR4.

Una secuencia de TLR4 mutada tipica utilizable de hecho en los métodos, descrita en la presente memoria,
comprende la secuencia de tipo natural de TLR4 y una mutaciéon puntual, preferiblemente un polimorfismo de
nucleétido simple (SNP) que conduce a la sustitucion de asparagina por glicina en la posicion 299 o a la sustitucion
de treonina por isoleucina en la posicién 399.

Una sonda particular descrita en la presente memoria comprende todo o una parte caracteristica de una secuencia
de TLR4 que comprende el Polimorfismo D299G (informe de agrupacion de SNP de referencia: rs4986790) o todo o
una parte caracteristica de una secuencia de TLR4 que comprende el Polimorfismo T399I (informe de agrupacion de
SNP de referencia: rs4986791).

Se pueden llevar a cabo sustituciones de nucledtidos, asi como modificaciones quimicas de la sonda. Tales
modificaciones quimicas se pueden realizar para incrementar la estabilidad de los hibridos (p.ej., grupos
intercalantes) o para marcar la sonda. Los ejemplos tipicos de marcadores incluyen, sin limitacion, isétopos
radiactivos, sustratos de enzimas, cofactores, ligandos, agentes quimioluminiscentes o fluorescentes, haptenos, y
enzimas. Se discuten métodos para el marcaje y consejos para la eleccion de los marcadores adecuados para
diversos fines, p.ej., en Sambrook et al. (en Molecular Cloning. A Laboratory Manual, CSHL, Nueva York, 1989) y
Ausubel et al. (en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, 1998).

Los inventores describen en la presente memoria el uso de una sonda o cebadores de acido nucleico como se
describieron anteriormente en un método para determinar la sensibilidad de un sujeto a un tratamiento del cancer, en
particular a un tratamiento quimioterapico, o en un método para detectar o determinar una predisposicién a un
cancer o una probabilidad incrementada de tener un cancer en un sujeto.

Los métodos descritos en la presente memoria para determinar la sensibilidad de un sujeto a un tratamiento del
cancer, en particular a un tratamiento quimioterapico, o para determinar una predisposicion a un cancer en un sujeto
se pueden llevar a cabo ademas, como se indicé anteriormente, detectando una proteina TLR4 anormal o expresién
anormal de proteina TLR4, que pueden ser innatas o adquiridas.

Los métodos preferidos comprenden las etapas de poner en contacto la muestra con un ligando identificado para la
union a una proteina TLR4 (un TLR4 normal, es decir, un TLR4 de tipo natural, o un TLR4 anormal) y determinar si
se da o no la unién entre el TLR4 del sujeto y dicho ligando de TLR4, por ejemplo determinando la formacién de un
complejo entre dicho TLR4 del sujeto y dicho ligando de TLR4.

Un ligando es un agente que se une especificamente a un objetivo definido.

El término "especificamente" significa que menos del 10%, preferiblemente menos del 5% del agente se une a un
objetivo diferente de dicho objetivo definido. Asi, un ligando especifico de la proteina TLR4 se une sustancialmente
solamente a la proteina TLR4. Se pueden usar diferentes tipos de ligandos, tales como anticuerpos especificos y
otros agentes (y fragmentos funcionales de los mismos) que se unen sustancialmente solamente a la proteina TLR4.

Un ligando preferido descrito en la presente memoria es un ligando identificado para unirse especificamente a una
proteina o polipéptido TLR4 anormal.

Se pueden producir anticuerpos anti-proteina TLR4 mediante el uso de procedimientos habituales descritos en
varios textos, que incluyen Harlow y Lane (Antibodies, A Laboratory Manual, CSHL, Nueva York, 1988). La
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determinacién de que un ligando particular se une sustancialmente solamente a la proteina TLR4 se puede realizar
facilmente usando o adaptando procedimientos rutinarios. Un ensayo in vitro adecuado utiliza el procedimiento de
transferencia de Western (descrito en muchos textos habituales, lo que incluye Harlow y Lane (Antibodies, A
Laboratory Manual, CSHL, Nueva York, 1988)). Se puede usar la transferencia de Western para determinar si un
agente de uniéon a la proteina TLR4 dado, tal como un anticuerpo monoclonal anti-proteina TLR4, se une
sustancialmente solamente a la proteina TLR4.

Un anticuerpo en la presente memoria designa un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, asi como
fragmentos o derivados de los mismos que tienen sustancialmente la misma especificidad hacia el antigeno.

Los fragmentos mas cortos de anticuerpos también pueden servir como agentes de union especifica. Por ejemplo,
los FAbs, Fvs, y Fvs de cadena simple (SCFvs) que se unen a TLR4 serian ligandos de unién especifica a TLR4.

Estos fragmentos de anticuerpos se definen como sigue: (1) FAb, cuyo fragmento contiene un fragmento de union al
antigeno monovalente de una molécula de anticuerpo producido mediante la digestion del anticuerpo completo con
la enzima papaina para proporcionar una cadena ligera intacta y una porcién de una cadena pesada; (2) FAb', el
fragmento de una molécula de anticuerpo obtenido tratando un anticuerpo completo con pepsina, seguido de
reduccion, para proporcionar una cadena ligera intacta y una porcion de la cadena pesada; se obtienen dos
fragmentos FAb' por molécula de anticuerpo; (3) (FAb')2, el fragmento del anticuerpo obtenido tratando un
anticuerpo completo con la enzima pepsina sin reduccion posterior; (4) F(Ab')2, un dimero de dos fragmentos FAb'
unidos por dos puentes disulfuro; (5) Fv, un fragmento modificado mediante ingenieria genética que contiene la
region variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada expresadas en forma de dos cadenas; y
(6) un anticuerpo de cadena simple ("SCA"), una molécula modificada mediante ingenieria genética que contiene la
region variable de la cadena ligera, la regién variable de la cadena pesada, unidas mediante un ligador polipeptidico
adecuado en forma de una molécula de cadena simple fusionada genéticamente. Los métodos para producir estos
fragmentos son rutinarios.

Un anticuerpo particular presentado en la presente memoria es especifico para una proteina o polipéptido TLR4
anormal, en general un polipéptido TLR4 mutado, tal como se definié previamente y como se ejemplifica en la
presente memoria. Preferiblemente, el anticuerpo comprende todo o una parte caracteristica de una secuencia
seleccionada del dominio extracelular de TLR4. El dominio extracelular de TLR4 se representa en SEQ ID N°: 3.

Otro anticuerpo particular utilizable en la presente invencién es especifico de un polipéptido TLR4 de tipo natural.

Asi, en una realizaciéon especifica, la muestra se pone en contacto con un anticuerpo especifico para una proteina o
polipéptido TLR4 anormal, y se determina la formacion de un complejo inmunitario. Se pueden usar diversos
métodos para detectar un complejo inmunitario, tales como ELISA, radio-inmunoensayos (RIA) y ensayos
inmunoenzimaticos (IEMA).

Otros ligandos identificados para la unién a TLR4 se pueden seleccionar, por ejemplo, de (i) un ligando de TLR4
inducido en células tumorales mediante una antraciclina, mediante cis-platino, oxali-platino o0 mediante rayos X, (ii)
una célula apoptoética por DOX o PLAT o rayos Xy (iii) el lipopolisacarido (LPS) de bacterias gramnegativas.

El ligando inducido en las células tumorales mediante una antraciclina, mediante oxali-platino, mediante cis-platino o
mediante rayos X se puede detectar en la superficie de una célula tumoral mediante el uso, en particular, de una
sonda seleccionada de un TLR4Fc (fragmento Fc de anticuerpo anti-TLR4), una TLR4lg (inmunoglobulina anti-TLR4)
y un anticuerpo anti-HMGB1. La sonda preferiblemente estd marcada. Este ensayo incluye preferiblemente células
dendriticas alogénicas para aumentar la secrecion de dicho ligando de TLR4.

En la presente memoria se describe un método para detectar la carencia de inmunogenicidad de las células
tumorales a través de la ruta de TLR4, y dicho método comprende poner en contacto células tumorales autélogas
que se han tratado con una antraciclina, cis-platino, oxali-platino o rayos X y que expresan un ligando de TLR4, un
TLR4Fc (fragmento Fc de anticuerpo anti-TLR4), o una TLR4Ilg (inmunoglobulina anti-TLR4), y la ausencia de unién
de dicho TLR4Fc o TLR4lg se correlaciona con la carencia de inmunogenicidad de la célula tumoral.

Se pueden aplicar métodos muy conocidos para el experto de la técnica, tales como un ensayo de union ELISA o
transferencia de Western (WB) en los métodos descritos anteriormente.

Aunque se puede dar una unién inespecifica, la unién al polipéptido TLR4 objetivo se da con una afinidad superior, y
se puede distinguir de manera fiable de la unién inespecifica.

La puesta en contacto entre los acidos nucleicos o polipéptidos de la muestra y el ligando o la sonda descrita
previamente se puede llevar a cabo en cualquier dispositivo adecuado, tal como una placa, tubo, pocillo, vidrio, etc.
En las realizaciones especificas, la puesta en contacto se lleva a cabo en una matriz de acidos nucleicos o en una
matriz de sondas o ligandos especificos, tal como una sonda de acido nucleico presente en una matriz de
nucleotidos.
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Los ejemplos de ligandos conocidos son HMGB1, GMP, LPS, hialuronano, fibrindgeno, fibronectina, hsp 60 o hsp
70, que se pueden usar en una composicién farmacéutica como se describié en la presente memoria. Son
especialmente Utiles para tratar o prevenir un cancer en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 normal o no
mutado o una expresion o actividad normal de la proteina TLR4, pero sin la induccién de ligandos de TLR4 tras el
tratamiento con antraciclinas, cis- platino, oxali-platino o rayos X.

También se describe en la presente memoria un método que comprende la determinacion de la actividad de TLR4
anormal detectando una presentacién cruzada anormal de células tumorales alogénicas, en particular células de
melanoma, sometiendo a células dendriticas autélogas (CD), a un clon de linfocitos T citotoxicos (CTL).

El tumor o célula cancerosa alogénica puede ser, por ejemplo, una célula tumoral tratada con antraciclina, cis-
platino, oxali-platino o rayos X. En un ejemplo particular, la célula tumoral alogénica es un corpusculo apoptético.

El ligando, como la sonda previamente descrita, puede estar en suspensién o inmovilizado en un sustrato o soporte.

El sustrato puede ser un sustrato solido o semi-sélido tal como cualquier soporte que comprende vidrio, plastico,
nilon, papel, metal, polimeros y similares. El sustrato puede ser de diversas formas y tamafios, tal como un
portaobjetos, una membrana, una microesfera, una columna, un gel, etc.

La puesta en contacto se puede realizar en cualquier condicion adecuada para que se forme un complejo entre el
reactivo (ligando o sonda) y los acidos nucleicos o polipéptidos de la muestra.

La muestra se puede poner en contacto asi de manera simultanea, o en paralelo, o secuencialmente, con los
diversos ligandos o sondas especificas para formas diferentes de un acido nucleico o polipéptido TLR4, tales como
una forma de tipo natural y diversas formas anormales de la misma.

TLR4 se expresa principalmente en las células mieloides in vivo [por ejemplo, monocitos, células dendriticas (CD)].
La sefializacion de TLR4 es crucial para desencadenar la secrecién de citocinas proinflamatorias (IL-1b, IL-6, TNFa
e IL-12, por ejemplo) y acelerar la maduracion de las CD.

En la presente solicitud, la expresién o actividad anormal de TLR4 también se puede correlacionar asi con la
ausencia o presencia de una secrecion de, o con una alteracién en el nivel celular de un compuesto seleccionado,
por ejemplo, de IL-6, TNFa, IL-1b, IL-2 o0 IL-12p40, Rantes, IP-10 y MIP1a. Tal nivel celular de IL-6, TNFa, IL-1b, IL-2
o IL-12p40 se puede medir en los métodos descritos en la presente memoria por los inventores. Tal medida se
puede comparar ademas con un nivel normal. El nivel medido se compara preferiblemente con un nivel de referencia
medido a partir de un cultivo que comprende (i) monocitos y/o células dendriticas (CD) y (ii) un ligando de TLR4,
preferiblemente HMGB1.

La expresion o actividad de TLR4 anormal se puede correlacionar también con una transcripcion anormal de TLR4
normal. La transcripcién anormal puede ser una expresion incrementada en comparacion con una cantidad o nivel
de control o patrén. También puede ser una expresion disminuida en comparaciéon con una cantidad o nivel de
control o patrén, por ejemplo inducida mediante un tratamiento del cancer o por el propio cancer.

La presente descripcion proporciona un método que comprende determinar la expresion de la proteina TLR4
anormal midiendo el nivel celular de mARN que codifica un TLR4 normal, en el que un nivel disminuido comparado
con un nivel de control o patrén se correlaciona con una expresién anormal de la proteina TLR4. El nivel de mARN
se puede medir, ex vivo o in vitro, en monocitos o células dendriticas aisladas del paciente.

Tal método puede incluir una etapa que comprende el uso de RT-PCR (transcripcion inversa - reaccion en cadena
de la polimerasa).

Una expresion o actividad anormal de TLR4 se puede detectar ademas midiendo el nivel celular de IFNy (derivado
de las células NK) en un cocultivo que comprende células dendriticas (CD) y células citotoxicas naturales (NK). Las
CD son células autdlogas del sujeto a analizar. Las células NK pueden ser autélogas o alogénicas. El cocultivo se
puede llevar a cabo, en paralelo, en presencia de al menos un ligando de TLR4, y en ausencia de cualquier ligando
de TLRA4.

El nivel medido de IFNy de interés se compara ademas con un nivel de referencia. Los inventores descubrieron, de
hecho, que un nivel anormal de IFNy (valor disminuido en comparacién con patrones conocidos) o la ausencia de
IFNy se correlaciona con una expresién anormal de TLR4.

Las interleucinas y la secrecion de IFNy se pueden determinar mediante métodos muy conocidos en la técnica, tales
como ELISA o tincidn de citocinas intracelulares en citometria de flujo.

La expresion o actividad anormal de TLR4 se puede detectar también midiendo el pH endosdémico de fagocitos que
exhiben o no la mutacion de TLR4. Dicho pH se puede comparar ademas con un pH normal. Un pH anormal se
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correlaciona con una expresion anormal de TLR4. Un pH inferior a 7, preferiblemente inferior a 6, 5 6 4, se
correlaciona con una actividad anormal de TLRA4.

Sin desear limitarse a ninguna teoria particular, los inventores creen que los mecanismos mediante los cuales TLR4
podria afectar a la sensibilidad a antraciclina/oxali-platino/cis-platino/RX implican probablemente a los precursores
de médula 6sea, concretamente las células dendriticas (CD). De hecho, las CD de médula 6sea TLR4-/- sometidas a
un pulso con células tumorales apoptéticas inducidas con DOX no pueden sensibilizar a las células T sin exposicion
previa en ratones TLR4-/-, mientras sus homdlogos de CD TLR4+/+ si pueden hacerlo. Sin embargo, las deficiencias
en la sensibilizacion de las células T provocadas por la disfuncion de TLR4 no afectan a los procesos de captacion o
maduracion, sino al transporte y degradacién de antigenos dentro de los compartimentos endosémicos de las CD.
Por lo tanto, TLR4 controla la eficacia de la apoptosis inmundégena desencadenada por la quimio- o radio-terapia en
hospedadores que albergan un cancer.

Los inventores describen asi en la presente memoria un método que comprende determinar la actividad anormal de
TLR4 detectando una presentacién cruzada anormal de células tumorales alogénicas, sometiendo a las células
dendriticas (CD) autélogas a un clon de linfocitos citotoxicos (CTL) o a un clon de células T CD4+, preferiblemente
respectivamente de manera dependiente de la clase | o clase Il del MHC.

En un ejemplo particular, las CD que expresan HLA-A*02 se pueden someter a un pulso, por ejemplo, con una linea
celular tumoral de melanoma alogénica inducida mediante rayos X (HLA-A2 negativa) que contiene antigenos
MelanA/Mart1. Tales CD se podrian incubar con un clon de CTL especifico de Mart1 restringido por HLA-A2 que
producira IFNy si se da la presentacion cruzada in vitro. Mientras en los individuos de tipo natural para TLR4, se dara
la presentacion cruzada y el IFNy se medira en EIA, en CD con TLR4 Asp299Gly o TLR4 Thr399lle, la presentacion
cruzada no se dara a ninguna dosis de material apoptético pulsado en CD.

Los inventores describen ademas un método que comprende determinar la actividad anormal de TLR4 detectando la
fusion entre endosomas tardios y lisosomas.

Este método se dirige a detectar, en microscopia confocal o microscopia electrénica, la cinética de la fusion de
compartimentos endosémicos (que comprenden fagocitos, células tumorales apoptoéticas por rayos X captadas,
preferiblemente células tumorales marcadas) con lisosomas (por ejemplo, marcados con Ab anti-LAMP en FITC). La
fusién permitira una cuantificacion precisa de compartimentos positivos dobles dentro de una célula, por ejemplo, a
los 15 min, 30 min, 1 hora y 3 horas. En CD TLR4-/-, la colocalizacién de compartimentos que contienen corpusculos
muertos con lisosomas se acelera significativamente.

Los métodos descritos en la presente solicitud se llevan a cabo asi, como se indico previamente, preferiblemente en
una muestra que comprende células que expresan TLR4 en condiciones normales, preferiblemente seleccionadas
de monocitos autdlogos, células dendriticas y células mononucleares.

Los inventores describen ademas en la presente memoria un método de diagndstico que comprende la
determinacion del estado mutacional de TLR4 de un sujeto que experimentara un trasplante de medula 6sea.

También se proporciona en la presente memoria un equipo para el uso en un método para determinar la sensibilidad
de un sujeto a un tratamiento de un cancer, en particular a un tratamiento quimioterapico del cancer, tal como se
definié previamente, o para el uso en un método para determinar la predisposicidon a un cancer en un sujeto. Este
equipo comprende una sonda de acido nucleico, como se describié previamente, que hibrida especificamente con
una secuencia de TLR4 anormal, preferiblemente mutada, como se describié previamente, que identifica el cancer
como resistente a dicho tratamiento en el sujeto, o que esta asociado a una predisposicion incrementada al cancer o
una probabilidad incrementada de tener un cancer.

El equipo puede comprender ademas un cebador y/o un ligando, tal como un anticuerpo, como se describio
previamente. El equipo puede comprender ademas reactivos y/o un protocolo para llevar a cabo una hibridacion,
amplificaciéon o una reaccién inmunitaria antigeno-anticuerpo.

Los métodos descritos en la presente memoria se pueden llevar a cabo in vivo, in vitro o ex vivo. Preferiblemente se
llevan a cabo in vitro o ex vivo.

METODOS DE CRIBADO

La presente solicitud también describe métodos nuevos para cribar compuestos, preferiblemente candidatos a
farmaco o compuestos principales, para prevenir o tratar un cancer en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4
mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4, que comprende determinar la capacidad de un
compuesto de ensayo de modular la expresién o actividad de TLR4.

Los compuestos de ensayo preferidos cribados mediante el uso de un método como se describié previamente son
capaces de restablecer o aumentar la expresion funcional de un TLR4 mutado o anormal.
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Los métodos de cribado descritos en la presente memoria usan preferiblemente acido nucleico o polipéptido TLR4
asi como moléculas que evitan la ruta de sefializacion de TLR4 y conducen a la activacion de NF-kB, como objetivos
nuevos. Los métodos incluyen ensayos de unién y/o ensayos funcionales, y se pueden llevar a cabo in vitro, en
sistemas celulares, en animales, etc.

Los inventores describen en particular un método para seleccionar un compuesto biolégicamente activo, mas en
particular un compuesto activo en la prevencion o el tratamiento del cancer, y dicho método comprende poner en
contacto in vitro un compuesto de ensayo con un producto seleccionado de un acido nucleico de TLR4 (gen o ARN,
por ejemplo), un polipéptido TLR4, una molécula que evita la ruta de sefalizacion de TLR4 y que conduce a la
activacion de NF-kB, y un fragmento de los mismos, y determinar la capacidad de dicho compuesto de ensayo de
unirse a dicho producto.

El método puede comprender poner en contacto una célula hospedadora recombinante que expresa un polipéptido
TLR4 o una molécula que evita la ruta de sefializacion de TLR4 y que conduce a la activacion de NF-kB, con un
compuesto de ensayo, y determinar la capacidad de dicho compuesto de ensayo de unirse respectivamente a dicho
polipéptido TLR4 o dicha molécula que evita la ruta de sefalizacién de TLR4 y modular su actividad. Dicho
polipéptido TLR4 o fragmento del mismo es un polipéptido TLR4 anormal, preferiblemente mutado, o fragmento del
mismo responsable del estado anormal de TLR4 o que comprende la(s) mutacion(es).

La union a dicho acido nucleico, polipéptido o molécula proporciona una indicacién sobre la capacidad del
compuesto de ensayo de modular la actividad de dicho objetivo, y asi tener efecto sobre una ruta que conduce a un
cancer en un sujeto.

La determinacién de la unién se puede llevar a cabo mediante diversos métodos conocidos para el experto en la
técnica, algunos de los cuales se describieron previamente en la presente memoria, tales como marcando el
compuesto de ensayo, mediante competicion con un control o ligando de referencia marcado que se sabe o que se
ha identificado que se une a una proteina o polipéptido TLR4 particular (tipo natural o TLR4 anormal), etc.

Un objetivo adicional descrito en la presente memoria consiste en un método para seleccionar compuestos
biolégicamente activos, mas en particular compuestos activos en la prevencion o el tratamiento del cancer en un
sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o una expresién o actividad anormal de la proteina TLR4, y dicho
método comprende poner en contacto in vitro un compuesto de ensayo con un gen de TLR4 como se describe en la
presente memoria y determinar la capacidad de dicho compuesto de ensayo de modular la expresion de dicho gen
de TLRA4.

Se proporciona otro método para seleccionar tal compuesto biolégicamente activo, en el que dicho método
comprende las etapas de poner en contacto in vitro un compuesto de ensayo con un polipéptido TLR4 o una
molécula que evita la ruta de sefalizacion de TLR4 y que conduce a la activacion de NF-kB, y determinar la
capacidad de dicho compuesto de ensayo de modular la actividad de dicho polipéptido TLR4 o de dicha molécula
que evita la ruta de sefalizacion de TLR4, respectivamente.

Un gen de TLR4 particular, polipéptido o fragmento del mismo utilizable en un método como se describe ahora es un
gen de TLR4 mutado, polipéptido o fragmento del mismo como se describidé previamente en la presente solicitud,
que comprende preferiblemente una mutacién que conduce a la sustitucién de asparagina por glicina en la posicién
299 del polipéptido TLR4 y/o una mutacion que conduce a la sustitucion de treonina por isoleucina en la posicién 399
del polipéptido TLR4.

Una molécula particular que evita la ruta de sefializacion de TLR4 y que conduce a la activacion de NF-KB utilizable
en un método como se ha descrito ahora se puede seleccionar de ligandos de TLR3 y/o TLR9, tales como ARN
bicatenario (por ejemplo Poli A:U y Poli I:C) y/o oligonucleétidos enriquecidos en C y G hipometilados
(oligonucledtidos CpG).

Otro objetivo particular descrito en la presente memoria consiste en un método para seleccionar compuestos activos
en la prevencién o el tratamiento del cancer en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o una
expresion o actividad anormal de proteina TLR4, y dicho método comprende poner en contacto in vitro un
compuesto de ensayo con un polipéptido implicado en la regulacion de la actividad de TLR4, preferiblemente un
polipéptido MyD88 o TRIF, aun mas preferiblemente un polipéptido MyD88, o un fragmento que contiene el sitio de
union del mismo, y determinar la capacidad de dicho compuesto de ensayo de unirse a dicho polipéptido o
fragmento del mismo.

En un objetivo particular adicional, el método comprende poner en contacto una célula hospedadora recombinante
que expresa un polipéptido implicado en la regulacién de la actividad de TLR4, preferiblemente un polipéptido
MyD88 o TRIF, aun mas preferiblemente un polipéptido MyD88, con un compuesto de ensayo, y determinar la
capacidad de dicho compuesto de ensayo de unirse a dicho polipéptido y modular la actividad de dicho polipéptido.
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Un método adicional descrito en la presente memoria comprende las etapas de seleccionar compuestos
biolégicamente activos, mas en particular compuestos activos en la prevencion o el tratamiento del cancer en un
sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o una expresién o actividad anormal de la proteina TLR4, y dicho
método comprende poner en contacto in vitro un compuesto de ensayo con un gen implicado en la regulacién de la
actividad de TLR4, preferiblemente un gen que codifica MyD88 o TRIF, aun mas preferiblemente un gen que codifica
MyD88, y determinar la capacidad de dicho compuesto de ensayo de modular la expresién de dicho gen.

En un objetivo particular de los métodos de cribado, la modulacién es una activacion. En otro objetivo particular de
los métodos de cribado, la modulacion es una inhibicion.

El método descrito en la presente memoria es adecuado para cribar muchos compuestos. Estos compuestos pueden
ser de origen, naturaleza y composicion diversos. Un compuesto de ensayo puede ser cualquier sustancia organica
o inorganica, tal como un lipido, péptido, polipéptido, acido nucleico, molécula pequefa, etc., aislado o en mezcla
con otras sustancias. Los compuestos pueden ser todo o parte de una biblioteca combinatoria de productos, por
ejemplo.

Se puede cribar el ligando inducido en células tumorales mediante una antraciclina, mediante PLAT o mediante
rayos X en un cultivo de células tumorales mediante el uso de una sonda seleccionada en particular de un TLR4Fc,
un TLR4lg y un anticuerpo anti-HMGB1. La sonda preferiblemente esta marcada.

También se describe un método para cribar un compuesto Util para tratar un cancer en un sujeto que tiene un acido
nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de proteina TLR4. Este método comprende
determinar la capacidad de un compuesto de ensayo de inducir o incrementar in vitro, in vivo 0 ex vivo la expresion o
actividad de un ligando de TLR4.

Se ha demostrado que los ligandos de TLR4 estimulan la expresion de TLR4. Los inventores han demostrado
ademas que los ligandos de TLR4 son capaces de incrementar la sensibilidad de un sujeto a la quimioterapia o
radioterapia, en particular a la quimioterapia.

Tales compuestos se pueden detectar mediante el uso de microscopia confocal. De hecho, los inventores han
demostrado que los ligandos de TLR4 enddgenos se translocan del nucleo a la membrana plasmatica de la célula
tumoral en 1 a 30 minutos tras la administracion de quimioterapia o de radioterapia.

Los ligandos preferidos, identificados en la presente memoria, que se pueden usar para estimular la expresiéon de
TLR4 y/o para incrementar la sensibilidad de un sujeto a la quimioterapia y/o radioterapia son HMGB1 y LPS.

Los métodos de cribado anteriores se pueden llevar a cabo en cualquier dispositivo adecuado, tal como placas, por
ejemplo placas multi-pocillo, tubos, placas de cultivo, matraces, etc. Se pueden ensayar varios compuestos de
ensayo en paralelo.

Las sustancias obtenidas mediante el método de cribado descrito se pueden usar para preparar composiciones
farmacéuticas para el tratamiento o la prevencion del cancer, en particular en un sujeto que tiene un acido nucleico
de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

Las sustancias obtenidas mediante el método de cribado descrito se pueden usar también para preparar
composiciones farmacéuticas para aumentar la sensibilidad de un sujeto, en particular de un sujeto que tiene un
acido nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4, a la quimioterapia y/o
radioterapia (mediante el uso de rayos X, por ejemplo), en particular de un sujeto que se sometera a trasplante de
médula dsea, mas en particular trasplante alogénico de medula 6sea.

En particular, en la presente memoria se proporciona el uso de un compuesto biolégicamente activo, conocido o
aislado con un método de cribado como se describié previamente, capaz de restablecer o aumentar, es decir,
incrementar o favorecer, la expresion de TLR4 funcional para preparar una composicion farmacéutica para tratar o
prevenir un cancer en un sujeto. El sujeto es preferiblemente uno que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o una
expresion o actividad anormal de la proteina TLR4, tal como se explicé anteriormente.

La presente descripcion abarca cualquier compuesto conocido y cualquier compuesto identificado mediante el uso
de un método de cribado como se describe en la presente memoria capaz de restablecer una expresion de TLR4
funcional, y cualquier composicién farmacéutica que comprende tal compuesto, para prevenir o tratar un cancer en
un sujeto, en particular en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad
anormal de la proteina TLR4.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria pueden comprender ademas de manera
ventajosa al menos un compuesto seleccionado de antraciclina, tal como DOX, oxali-platino y/o cis-platino (PLAT),
en forma de una preparacién combinada, para el uso simultaneo, separado o secuencial, en la prevencion o el
tratamiento de dicho cancer.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2378 847 T3

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria, en particular las composiciones farmacéuticas
que no comprenden un producto quimioterapico, se pueden administrar antes de cualquier tratamiento que
comprende la administracion de quimioterapia o radioterapia, en individuos con TLR4 mutado. La administracion de
la(s) composicién(es) farmacéutica(s) se puede llevar a cabo en una administraciéon simple o en administraciones
repetidas, antes y/o durante cualquier tratamiento posterior, por ejemplo un dia antes del tratamiento posterior y
cada 3 semanas durante dicho tratamiento.

En otro ejemplo, la administracion de la(s) composicion(es) farmacéutica(s) también se puede llevar a cabo cada dia
durante un periodo de tratamiento quimioterapico y varios dias después del final de dicho tratamiento quimioterapico,
en general 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 (una semana), 8, 9 6 10 dias después del final de dicho tratamiento quimioterapico.

Los inventores describen asi en la presente memoria una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido
TLR4 funcional (p.ej., de tipo natural), un acido nucleico que codifica un polipéptido TLR4 funcional, un vector que
comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido TLR4 funcional o una célula hospedadora recombinante
que comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido TLR4 funcional.

La composicién puede comprender ademas o en su lugar al menos un producto tal como se describe,
preferiblemente seleccionado de un compuesto biolégicamente activo capaz de restablecer o0 aumentar la expresion
de TLR4, conocido o seleccionado con un método como se describié previamente.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria comprenden ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

También se describe en la presente memoria el uso de un compuesto biolégicamente activo que evita la ruta de
sefalizacion de TLR4 y que conduce a la activacion de NF-kB para preparar una composicion farmacéutica para
tratar o prevenir un cancer en un sujeto, en particular en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o
una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

También se describe en la presente memoria un compuesto biolégicamente activo que evita la ruta de sefalizacion
de TLR4 y conduce a la activacion de NF-kB, y una composiciéon farmacéutica que comprende tal compuesto, para
prevenir o tratar un cancer en un sujeto, en particular en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o
una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

Un compuesto biolégicamente activo preferido que evita la ruta de sefalizacién de TLR4 y conduce a la activacion
de NF-kB es un ligando de TLR3 o TLRS.

Los ligandos de TLR3 se pueden seleccionar de Poli A:U y poli I:C, por ejemplo.

Los ligandos de TLR9 se pueden seleccionar de oligonucledtidos enriquecidos en G e hipometilados
(oligonucleétidos CpG - CpG A, B o C).

También se proporciona en la presente memoria el uso de un compuesto lisosomotrépico alcalinizante para preparar
una composicién farmacéutica para tratar o prevenir un cancer en un sujeto, en particular en un sujeto que tiene un
acido nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

También se describe en la presente memoria un compuesto lisosomotrépico alcalinizante, y una composicion
farmacéutica que comprende tal compuesto, para prevenir o tratar un cancer en un sujeto, en particular en un sujeto
que tiene un acido nucleico de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4.

El compuesto lisosomotrépico alcalinizante puede ser cualquier compuesto seleccionado de un compuesto que
interfiere con la ATPasa vacuolar, cloroquina, quinina y cualquier combinacion de los mismos. Los ejemplos de
compuestos que interfieren con la ATPasa vacuolar son bafilomicina, apicularen, archazolid y concanamicina.

La médula 6sea de un sujeto que tiene una expresidon o actividad normal de la proteina TLR4 se puede usar
adicionalmente para prevenir o tratar un cancer en un sujeto, en particular en un sujeto que tiene un acido nucleico
de TLR4 mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4, en particular en un sujeto como se definié
previamente que se sometera a un trasplante de médula ésea.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto como se describi®é anteriormente pueden
comprender ademas una antraciclina, oxali-platino y/o cis-platino (PLAT), en forma de una preparacion combinada,
para el uso simultaneo, separado o secuencial en la prevencion o el tratamiento de dicho cancer.

Asi, también se proporciona en la presente memoria una composicion farmacéutica que comprende (i) un compuesto
biolégicamente activo que evita la ruta de sefializacion de TLR4 y que conduce a la activacion de NF-kB,
preferiblemente un ligando de TLR3 y/o TLR9, y/o un compuesto lisosomotrépico alcalinizante como se describio
previamente, y (ii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dicha composiciéon farmacéutica puede comprender
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ademas al menos un producto seleccionado de una antraciclina, oxali-platino y cis-platino. Tal composicion se puede
usar para prevenir o tratar un cancer en un sujeto, en particular en un sujeto que tiene un acido nucleico de TLR4
mutado o una expresién o actividad anormal de la proteina TLR4.

Las composiciones farmacéuticas anteriormente descritas se pueden administrar antes, por ejemplo un dia antes,
y/o en espera de quimioterapia o radioterapia. Se administran preferiblemente en espera y/o después de la
quimioterapia o radioterapia.

La administracion de las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente memoria se puede llevar a
cabo mediante cualquier método conocido para los expertos en la técnica, preferiblemente por via oral o mediante
inyeccion (preferiblemente por medio de la via sistémica). Los expertos en la técnica pueden adaptar las dosis
administradas.

En general, en cuanto a los tratamientos, las dosis de administracion pueden ser, por ejemplo:
- para 4-Epirrubicina (antraciclina): 100 mg/m? cada 3 semanas;
- para Oxaliplatino: alrededor de 600-1000 mg/m2 cada 3 semanas;

- para compuestos de acidos nucleicos, las dosis pueden oscilar, por ejemplo, para Poli A:U de 30-50
mg/semana, durante 6 semanas.

En el contexto de un tratamiento profilactico, las composiciones farmacéuticas se administran preferiblemente cada 3
semanas.

Se entiende que se pueden llevar a cabo tratamientos repetidos, posiblemente en combinacién con otros agentes
activos, terapia o cualquier vehiculo farmacéuticamente aceptable (p.€j., tampones, soluciones salinas isotonicas, en
presencia de estabilizantes, etc.).

Un método para tratar o prevenir un cadncer en un sujeto, en particular en un sujeto que tiene un acido nucleico de
TLR4 mutado o una expresién o actividad anormal de la proteina TLR4, por medio de la activacién de la expresion o
actividad de TLR4. El sujeto puede ser un paciente que se sometera a un trasplante alogénico de médula dsea
mediante el uso de la médula 6sea de un sujeto donante que tiene una expresion o actividad normal de la proteina
TLRA4.

Mas en particular, en la presente memoria se proporcionan métodos para tratar a un sujeto que porta alelos mutados
del gen de TLR4 o que expresa una proteina TLR4 anormal, que incluyen la terapia combinada. Los sujetos se
pueden tratar asi, por ejemplo, por medio de terapia génica, terapia de sustitucion proteica o por medio de la
administraciéon de moléculas miméticas y/o activadores de la proteina TLR4. Al menos uno de dichos métodos se
pueden combinar ademas con la quimioterapia o con la radioterapia.

También se describe en la presente memoria un método para tratar el cancer en un sujeto por medio de la activacion
de la expresion o actividad de TLR4 mediante el uso de un producto como se describid previamente en la presente
memoria.

Los métodos de diagndstico, como se describid en la presente memoria, dirigidos a determinar la sensibilidad de un
sujeto a un tratamiento del cancer o a detectar deficiencias de TLR4 innata o adquiridas en pacientes de cancer o
que tienen riesgo de desarrollar un cancer, se pueden aplicar a un sujeto seleccionable para tal tratamiento, en
particular a un sujeto que se sometera a un tratamiento del cancer, en particular a un tratamiento quimioterapico, y/o
un transplante alogénico de médula 6sea. Con respecto al sujeto que se sometera a un transplante alogénico de
médula 6sea, es preferible seleccionar un sujeto donante de médula 6sea adecuado. Un sujeto donante de médula
Osea adecuado es un sujeto que tiene una expresion o actividad normal de la proteina TLR4, como se defini6 en la
presente memoria.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se proporcionan en la seccién experimental siguiente (con referencia
a las figuras 1 a 17), que se deberia considerar ilustrativa y no limitante del alcance de la presente solicitud.

SECCION EXPERIMENTAL

Los inventores abordaron primero el papel de la inmunidad basada en células en la eficacia de una diversidad de
agentes pro-apoptéticos utilizados habitualmente como armamento oncoldgico para tratar el cancer. En primer lugar,
descubrieron que algunos compuestos, es decir, DOX, PLAT y RX mediaban en una eficacia antitumoral mas
potente en ratones inmunocompetentes en comparacion con los animales de la misma camada Nu/Nu atimicos
desprovistos de T células.

En segundo lugar, debido a que la inmunidad innata dicta el resultado de las respuestas inmunitarias mediadas por
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células T cognadas, los inventores cribaron los receptores innatos implicados en los efectos antitumorales inducidos
mediante quimio- o radio-terapia, y descubrieron que TLR4 estaba implicado selectivamente. Posteriormente en la
sefializacion de TLR4, TRIF y MyD88 son rutas criticas que conducen a diferentes resultados inflamatorios. Las
terapias citotoxicas inducen la muerte celular inmunégena por medio de MyD88, y no de TRIF.

En tercer lugar, los inventores descubrieron que los ratones deficientes de TLR4 recuperaban una susceptibilidad
completa a la muerte celular inducida por radioterapia (RX) y una supervivencia a largo plazo cuando RX se
combinaba con ligandos de TLR3 o TLR9.

En cuarto lugar, los inventores pusieron de relieve los mecanismos por los cuales TLR4 es crucial para la
supervivencia tras la quimioterapia y/o terapia con rayos X:

- la presentacién cruzada de antigenos exdgenos (cuerpos muertos apoptoticos) no se puede dar de manera
adecuada, y no se pueden generar células T especificas antitumorales;

- el transporte intracelular de los antigenos exdgenos es diferente en CD de tipo natural (TN) y en CD TLR4-/-.
En CD TLR4-/-, se observa una aceleracion de la degradacion lisosémica de los antigenos exégenos.

En quinto lugar, los inventores descubrieron que HMGB1 esta implicado en la presentacion cruzada de corpusculos
apoptaéticos por CD TLR4" a CTL in vitro.

Los inventores demostraron ademas que la supervivencia sin progresion (en 5 afos) es significativamente mas larga
en hembras que albergan un genotipo TN frente a las hembras que albergan un alelo de TLR4 Asp299Gly mutado
(véase la Figura 11, analisis Log Rank).

En dltimo lugar, los inventores descubrieron que los pacientes de cancer de mama esporadico o pacientes de cancer
de colon también exhiben una frecuencia mayor del alelo Asp299Gly mutado (>25%) en comparaciéon con los
controles (<10%).

1. Materiales y métodos

Cepas de ratones.

Se obtuvieron ratones Balb/c (H—2d), C57BL/6 (H-2b) y Balb/c atimicos del Centre d'elevage Janvier (Le Genest St
Isle, Francia) y de Charles River Laboratories (L'Arbresle, Francia). Se obtuvieron ratones C57BL/6 de Taconic
Animal Laboratory (Ejby, Dinamarca). Se criaron ratones suizos atimicos (nu/nu) en la propia instalacion de animales
de los inventores (Villejuif, Francia). Los ratones Balb/c TLR4-/- (proporcionados por Gregoire Lauvau), asi como los
ratones MyD88-/- y Trif-/- con un origen C57BL/6 (proporcionados por Bernhard Ryffel) se criaron en la instalacion de
animales exenta de patdgenos de los inventores. Finalmente, se adquirieron ratones C57BL/10 y C57BL/10ScNJ de
Jackson Laboratory. Los animales se usaron a una edad entre 6 y 20 semanas. Todos los animales se mantuvieron
segun las directrices del Comité Etico de Experimentacién Animal (Val de Marne, Francia).

Lineas celulares tumorales

CT26 y TS/A son, respectivamente, lineas de células de cancer de colon y mama singénicas para ratones BALB/c.
B16F10 es una linea de células cancerosas de melanoma singénicas para ratones C57BL/6. Las células se
cultivaron a 37 °C en un 5% de CO; en medio RPMI 1640 complementado con un 10% de FCS, penicilina,
estreptomicina, piruvato 1 mM y Hepes 10 mM.

Se inocularon 3 x 10° células tratadas CT26 de manera subcutanea en 200 ul de PBS en ratones BALB/c hembra de
6 semanas (Charles River Laboratories) en el flanco inferior, a la vez que se inocularon 5 x 10° células de control sin
tratar en el flanco contralateral. De forma similar, se inocularon 1 x 10° células TS/A en el flanco derecho de los
ratones.

Ensayos de muerte celular.

Las células se tripsinizaron y se sometieron a un analisis citofluorométrico con un FACSVantage después de tefirlas
con DAPI 2,5 uyM durante 10 min (Invitrogen) para la determinacién de la viabilidad celular, y se conjugé anexina V
con isotiocianato de fluoresceina (Bender Medsystems) para la determinaciéon de la exposicion de fosfatidilserina
[30].

Aloinjertos tumorales.

Los tumores de osteosarcoma Glasgow (GOS) y adenocarcinoma pancreatico (P03) fueron amablemente
proporcionados por F. Levi (Paul Brousse Hospital, Villejuif). Los tumores se mantuvieron en ratones nu/nu de mas
de 6 semanas de edad y se pasaron cada 2 6 4 semanas, respectivamente, en forma de implantes subcutaneos
(s.c.) como describié previamente Granda et al [31].
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Reactivos.

Se adquirio Lipopolisacarido (LPS) Ultrapure de Invivogen y se usé a una concentracion final de 1 yg/ml en cultivo.
Se obtuvo Poliinosina-acido policitidilico (poli(I:C)) de Ampligen. Para los experimentos in vivo, se diluyé Poli(l:C) en
solucion salina y se inyectaron 50 ug i.p. en ratones sometidos a tratamiento con RX en el dia +1, dia +4 y dia +7
tras la radioterapia. De forma similar, se administré CpG (50 ug) 5'-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3' (SEQ ID N°: 16)
proporcionado por el Dr. A. Carpentier (Departamento de Neurologia, Groupe Hospitalier Pitié Salpétriére, Paris,
Francia) en el dia 1 tras la radioterapia.

Péptidos de TLR4 inhibitorios.

Los péptidos TLR4 663-686 con una secuencia Tat NH2-terminal fueron los siguientes: péptido TLR4,
RKKRRQRRRGKKYSRGESIYDAFVI-YSSQNEDWY (SEQ ID N° 17); péptdo mutante de TLR4,
RKKRRQRRRGEEYSEG-ESIYDAFVIYSSQNEDWYV (SEQ ID N°: 18).

Para los experimentos in vivo, se administraron 100 ug de péptidos i.p. a los ratones en el dia 0, dia +3 y dia +6 tras
la inmunizacién con células apoptéticas CT26.

ODN que interfiere con TLR7/9.

EL inhibidor basado en oligonucledtido (ODN) de la sefializacién TLR7/9 y el ODN de control fueron proporcionados
amablemente por F. Barrat (Dynavax, Berkeley, CA, EE.UU.). Las secuencias del ODN inhibitorio de TLR7/9 (IRS
954) y el ODN de control (ODN532) son 5-TGCTCCTGGAGGGGTTGT-3' (SEQ ID N° 19) y 5'-
TCCTGCAGGTTAAGT-3' (SEQ ID N°: 20), respectivamente. Para los experimentos in vivo, los ODNs se diluyeron
en solucion salina. Para alcanzar una inhibicion eficaz de la sefializacion TLR7/9, se administraron 50 pg de ODNs
i.p. a ratones sometidos a tratamiento de RX en el dia -4, dia -1 y dia +2. Los ratones de control también recibieron
ODNSs con el mismo calendario. Para determinar la eficacia de los ODN inhibitorios, se inyecto a los ratones Balb/c
s.c. solucion salina o 25 pyg de CpG inmunoestimulador. Dos horas tras la inyeccién, se recogié sangre de los
ratones y se determinaron mediante ELISA las concentraciones de TNFa y de IL-12p40 en los sueros de los ratones.

Preparacion de vacunas de células tumorales apoptéticas (DOX o RX)

Se cultivaron células CT26 en medio de cultivo complementado con 20 uyM de doxorrubina durante 4-24 h. De
manera alternativa, se trataron células B160VA con idarrubicina 1 uM durante 24 h (Aventis) para inducir la muerte
celular.

Protocolos de quimio- o radio-terapia para favorecer la remisiéon tumoral in vivo

Se inyectaron a ratones Balb/c 10° células TS/A en el flanco derecho. Después los ratones se asignaron
aleatoriamente a grupos de tratamiento de 3-6 ratones cada uno. Se monitoriz6 el crecimiento tumoral mediante el
uso de un calibre. Cuando el tamafno del tumor alcanzé 30-50 mm2, se iniciaron los tratamientos. Los ratones se
anestesiaron brevemente mediante el uso de isofurano y se colocaron cuidadosamente en dispositivos de
inmovilizacién de plastico para asegurar la inmovilizacion. Se protegié todo el cuerpo mediante un blindaje de plomo,
excepto en el area del tumor a irradiar. Se administré una dosis total de rayos X de 10 Gy en una Unica dosis.

Se implanté a los ratones C57BL/6 con un injerto tumoral de GOS o P03 en la piel. El tratamiento comenzé cuando
el tumor se hizo palpable (como se describiéd en [31]). Los ratones que albergaban un tumor GOS palpable se
trataron con oxaliplatino (5 mg/kg i.p.) en el dia 5. De forma similar, a los ratones que albergaban un tumor P03
palpable (normalmente entre el dia 9 y el dia 13) se les inyectd i.p. docetaxel (60 mg/kg).

Ensayos funcionales en células dendriticas de ratén. Fagocitosis. Maduracion. Secrecion de citocinas.
Activacion de células T.

Se generaron células dendriticas derivadas de médula 6sea (CD-MO) mediante el uso de FLT3l como se describid
previamente [30]. Los experimentos de maduracion y fagocitosis se llevaron a cabo como se describié previamente
[30]. Brevemente, se coincubaron células dendriticas con células CT26 apoptéticas o necréticas tefiidas previamente
con CytoTracker Red (CMTMR; Invitrogen) en una proporcion de 1:1 6 5:1 durante 2 a 4 h para los experimentos de
fagocitosis 0 24 h para los experimentos de maduracién. Las células se analizaron después mediante FACS con
anticuerpos conjugados a FITC (Becton Dickinson) especificos para las moléculas CD11c, clase Il del MHC, CD40,
CD80 y CD86.

También se determiné la maduracién de las células dendriticas y la secrecién de citocinas en esplenocitos CD11c¢”
recién aislados purificados mediante el uso de microesferas inmunomagnéticas (Miltenyi Biotec) y coincubados
durante 24 h con células CT26 o TS/A vivas o apoptoticas en proporciones de 1:1 y 5:1. Los sobrenadantes se
recogieron después y se determiné la secrecion de IL-1b, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70 e IFNg mediante ELISA (Equipo
OptEIA ELISA; BD Biosciences).
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Para los experimentos de sensibilizacion, se prepararon células dendriticas derivadas de médula 6sea (CD-MO)
segun el protocolo de Lutz et al. [32] con algunas modificaciones. Las CD-MO se cultivaron en medio de Iscoves
(Sigma) complementado con Penicilina (100 U/ml Gibco), Estreptomicina (100 ug/ml Gibco), L-glutamina (Gibco), 2-
mercaptoetanol (50 uM, Sigma), 10% de FCS (Gibco) inactivado térmicamente vy filtrado, y 30% de sobrenadante
J558. Las CD-MO se usaron entre el dia 10 y el dia 12 cuando la proporcion de células dendriticas (tanto CD11c+
como Clase II+) en el cultivo fue superior al 80%. Las CD-MO se recuperaron cuidadosamente y se cocultivaron con
células tumorales apoptéticas (CT26 DX o B160OVA Ida) en una proporcion 10:1. Después de una incubacién de
cuatro horas, las CD-MO cargadas de corpusculos apoptoticos se lavaron dos veces en tampoén fosfato salino (PBS)
y se inyectaron 3:10° células dendriticas cargadas en la planta de la pata de ratones Balb/c o C57BL/6. De manera
alternativa, para los experimentos de sensibilizacion negativa, se inyectaron 3:10° células tumorales sin células
dendriticas.

En el dia 5, se recogieron gangliocitos de los nédulos linfaticos de drenaje, se sembraron en placas Maxisorp (Nunc)
de 96 pocillos a 10° células/pocillo, y se sometieron a unién cruzada a TCR con mAb anti-CD3e (10 pg/ml) y dosis
bajas de IL-2 (100 U/ml). Los sobrenadantes se recogieron 24 horas mas tarde, y se determind la secrecion de
citocinas mediante ELISA.

Muestras de ADN

El material genémico se obtuvo de una cohorte de 153 mujeres que tenian cancer de mama, admitidas en el
Gustave Roussy Institute entre 1990 y 2006. Se aislé el ADN gendémico (gJADN) a partir de leucocitos sanguineos
mediante el uso de equipos disponibles comercialmente (Qiagen). De manera alternativa, se aislé el ADN a partir de
tejidos incrustados en parafina. Se desparafinaron cortes de 20 ym de tejidos no tumorales con xileno y se
rehidrataron con etanol. Las muestras se hirvieron después a 95 °C durante 5 minutos para recuperar el ADN, que
se almacend finalmente a 4 °C antes de la amplificacion.

Cebadores y oligonucleétidos especificos de alelo (ASOs)

Los cebadores de PCR fueron construidos por (Applied Biosystems) para amplificar un fragmento de 101 pb que
contenia el sitio de la mutacion Asp299Gly de TLR4. Se usaron los siguientes cebadores para el polimorfismo
Asp299Gly: directo 5'-CCATTGAAGAATTCCGATTAGCATA-3' (SEQ ID N°: 21) e inverso 5-CACTCACCAGGGAA
AATGAAGAA-3' (SEQ ID N°: 22). Se disefiaron ASOs doblemente marcados (Applied Biosystems) para el alelo
Asp299 de tipo natural y la variante alélica 299Gly con las secuencias directas: 5'-[VIC™]-CCTCGATGATATTATT-
[MGB][NFQ]-S' (SEQ ID N° 23) y 5'-[6-FAM]-CTCGATGGTATTATTG-[MGB]INFQ]-3' (SEQ ID N° 24),
respectivamente. (Las bases en cursiva indican el sitio polimérfico para cada ASO).

Condiciones de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y analisis de los datos

Se amplificé un volumen estandar de 2 ul de gADN (5 ng) por reaccion afiadiendo 5 pl de 2X Universal Tagman
Master Mix (Applied Biosystems), 0,25 pl de cebadores de PCR 40X y sondas Tagman MGB y 2,75 ul de dH»0. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en placas de fluorescencia de 96 pocillos (ABgene). Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 min, 45 ciclos de desnaturalizacién durante 15 s a
92 °C y renaturalizaciéon durante 60 s a 60 °C. Las sefiales de fluorescencia se midieron automaticamente en un
detector de secuencias ABIPrism 7700 (Applied Biosystems). Los genotipos se asignaron a cada sujeto,
comparando la sefial FAM con su sefial VIC™ correspondiente y calculando la proporcién -log(FAM/VIC) para cada
dato, como describié previamente Van Rijn et al. [33].

2. Compuestos citotoxicos que inducen respuestas inmunitarias antitumorales

Recientemente se ha informado de que la apoptosis inducida por antraciclina estimula la inmunogenicidad de las
células tumorales de una manera dependiente de caspasa [30]. Por lo tanto, los inventores llevaron a cabo un
cribado de varios compuestos aprobados por la FDA usados habitualmente en los protocolos actuales de
quimioterapia que son capaces de i) inducir la apoptosis de células tumorales in vitro (lo que incluye los rayos X)
(Figura 1A) vy ii) inducir respuestas inmunitarias de células T protectoras contra células tumorales vivas in vivo. El
disefio experimental fue el siguiente. Se sometié a células tumorales CT26 de cancer de colon a una incubacion de
4-18 hr con compuestos citotoxicos, se lavaron y se inocularon sc en ratones singénicos BALC/c en el flanco
abdominal. Quince dias mas tarde, se expuso a los ratones a 10 veces la dosis tumorigénica minima de células
tumorales CT26 en el flanco contralateral, y se monitorizd la cinética del crecimiento tumoral. Los inventores
descubrieron que la muerte celular inducida por oxaliplatino (PLAT) (no mostrado), doxorrubicina (o Idarrubicina,
DOX, Figura 1B) e irradiacién (no mostrado) pudo impedir el crecimiento de tumores en animales de la misma
camada inmunocompetentes, pero no atimicos. En contraste, los taxanos, mitomicina-C, aunque mediaban en la
muerte celular apoptética, fueron tan eficaces en ratones inmunocompetentes como en ratones atimicos (no
mostrado). En una lista extensa de diversos farmacos que inducen la muerte celular, solamente las antraciclinas, la
irradiacion y el oxaliplatino (no mostrado) pudieron mediar en la inmunogenicidad (Figura 1B).
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3. La apoptosis inducida por antraciclina es inmunégena de una manera dependiente de TLR4

Como postularon Janeway y col., las respuestas inmunitarias cognadas estan dictadas por la inmunidad innata.
Debido a que TLR4, 7-8 y 9 son componentes criticos de la inmunidad innata hacia antigenos exdgenos, los
inventores determinaron el papel de estos receptores en la inmunidad antitumoral inducida por las células
apoptéticas. En ratones con pérdida de la funcion de TLR4 (TLR4"'), la vacunacion anteriormente mencionada
(CT26 tratadas con antraciclina) no protegid al hospedador hacia la exposicion a CT26 vivas (Figura 2B). Se
obtuvieron resultados similares en ratones BALB/c de tipo natural a los que se les inyect6 un péptido competitivo que
se unia a TLR4 (pero no un péptido de control mutado) (no mostrado).

Es notable que la DOX coadministrada con vacunas no inmundgenas (tales como células tumorales apoptéticas
inducidas con mitomicina-C) no induce la inmunidad de células T, excluyendo la presencia de ligandos de TLR4 en
las preparaciones de DOX (no mostrado). En la Figura 2C, los inventores demuestran que la inoculacién directa de
DOX en tumores establecidos inducen la remisién tumoral en hospedadores TLR4+/+, pero no en los animales de la
misma camada TLR4-/-.

4. Los compuestos basados en platino mantienen controlados los tumores por medio de TLR4

Para definir adicionalmente el papel del sistema inmunitario en la sensibilidad a la quimioterapia en hospedadores
que albergan tumores, los inventores determinaron los efectos antitumorales inducidos mediante oxaliplatino (PLAT)
sistémico contra un injerto establecido de un osteosarcoma Glasgow en ratones C57BL/6 inmunocompetentes
(Figura 3A), ratones suizos Nu/Nu (atimicos, Figura 3B) y ratones C57BL10ScNJ (que portaban un TLR4 mutado,
Figura 3C). PLAT pudo controlar significativamente la progresién tumoral en ratones inmunocompetentes, pero no en
ratones negros atimicos C57BL/6 Nu/Nu (no mostrado) o en ratones mutados para TLR4. Este experimento descarta
un papel potencial de contaminacién con LPS del inéculo tumoral, ya que se utilizan fragmentos tumorales
injertados.

5. Los rayos X controlan el crecimiento tumoral de una manera dependiente de TLR4

La apoptosis inducida mediante rayos X es capaz de proteger a los ratones de la exposicion tumoral en situaciones
profilacticas (Figura 1A). Los inventores determinaron si los rayos X podrian controlar el crecimiento de tumores de
mama TS/A en crecimiento de 30-50 mm? en ratones inmunocompetentes (IC) respecto de sus homdlogos BALB/c
atimicos. Primero, el crecimiento natural de TS/A no fue significativamente diferente en ratones TN respecto de los
atimicos respecto de BALB/c TLR4-/- (Figura 4A). Sin embargo, una vez mas, la actividad antitumoral estimulada por
los rayos X fue mas potente en los ratones IC que en los ratones atimicos o en los animales de la misma camada
deficientes de TLR4 (Figura 4B). Es importante hacer énfasis en que TLR7 y TLR9 no estan implicados en las
respuestas inmunitarias antitumorales mediadas por los rayos X (Figura 4C). Los inhibidores basados en
oligonucleétidos (ODN) de TLR7 y TLR9 fueron desarrollados por Dynavax Technologies Corporation, Berkeley [34].
La especificidad de estos inhibidores se confirmé mediante la inhibicion de la produccion de IFNa por las PDCs en
respuesta a virus de ADN o ARN [34]. En manos de los inventores, tal ODN pudo disminuir significativamente los
niveles séricos de TNFa e IL-12p40 tras la inoculaciéon de CpG in vivo (no mostrado).

6. MyD88, pero no TRIF, esta implicado en la inmunogenicidad mediada por PLAT

Debido a que TLR4 puede sefalizar a través de TRIF o MyD88, los inventores determinaron cudl de estas rutas es
critica para la inmunogenicidad de la muerte celular inducida por PLAT en ratones C57BL/6 que albergaban injertos
de osteosarcoma establecidos. Aunque PLAT mantuvo su eficacia antitumoral en los animales TRIF-/- (Figura 5A),
PLAT no pudo inducir un retraso tumoral significativo en sus homélogos MyD88-/- (Figura 5B).

7. Los ligandos de TLR3 o TLR9 evitan las deficiencias de TLR4 y restauran la sensibilidad a los rayos X

Debido a que TLR3 sefializa por medio de TRIF, que no esta implicado en la transduccion de TLR4 en estas
condiciones, los inventores realizaron la hipétesis de que la estimulacién por medio de TLR3 podria potenciar los
efectos antitumorales inducidos por los rayos X a través de mecanismos independientes en los hospedados
deficientes de TLR4. De hecho, los inventores observaron que Poli I:C, un ARN bicatenario administrado de manera
sistémica durante la radioterapia local, evit6 la deficiencia de TLR4 en los animales que albergaban TS/A. Por lo
tanto, aunque Poli I:C no impidi6 significativamente la progresién tumoral natural en los ratones TLR4™ respecto de
los ratones TLR4™ (Figura 6A), los ratones TLR4" se beneficiaron de los rayos X tanto como los ratones TLR4™
solamente en presencia de Poli I:C (Figura 6B).

Debido a que TLR4 sefializa a través de MyD88 (lo que conduce a la activacion de NF-kB), cualquier deficiencia de
TLR4 impedira la interaccion de la proteina adaptadora MyD88 con los dominios TIR, indispensables para la
cascada de sefalizacidon que conduce a la induccién de citocinas pro-inflamatorias. Debido a que TLR9 también
puede estimular el ensamblaje de MyD88, los inventores investigaron si los ligandos de TLR9 podrian evitar las
deficiencias de TLR4 en la respuesta a los rayos X. Como se describié anteriormente para la ligadura de TLR3, la
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ligadura de TLR9 no solamente ejercid cierta actividad antitumoral durante la progre3|on tumoral en los ratones
(Figura 7A), sino que también restablecio la eficacia de los rayos X en los ratones TLR4™ (Figura 7B).

8. Mecanismos celulares implicados en la funcién de TLR4: percepciones

TLR4 se expresa principalmente en las células mieloides in vivo (monocitos, CD). La sefializacion de TLR4 es critica
para desencadenar la secrecion de citocinas pro-inflamatorias (IL-1b, IL-6, TNFa e IL-12 cuando MyD88 esta
implicado) y acelerar la maduracién de las CD. Tanto la diferenciacion de las CD como la activacién permiten la
sensibilizacion y la polarizacion de las células T sin exposicion previa. Los inventores determinaron la capacidad
diferencial de las CD derivadas de médula 6sea (o CD recién aisladas de nodulos linfaticos) de captar y madurar tras
la incubacion con células tumorales ELAOVA en las que se desencadend un programa de muerte celular apoptoética
con |rrad|aC|on (después de 24 hrs de estimulacion con rayos X). La captacion de EL4OVA apoptéticas fue similar en
ratones TLR4™ y TLR4™ (Figura 8A). La es’umulamon de la clase Il del MHC y CD86 indicadores de la activacion de
las CD, fue comparable tanto en los ratones TLR4™” como en los ratones TLR4" * (Figura 8B, paneles superior e
inferior). La secrecion de IL-6 y TNFa, cuando fue significativa, fue independiente de TLR4 (no mostrado). No se
pudo detectar secrecién de IL-2 ni IL-12. A pesar de los signos externos de maduracion exhibidos por las CD, la
sensibilizacion de las células T mediada por CD en ratones TLR4™ se vio afectada. Las CD son probablemente las
células presentadoras de antigenos capaces de procesar las células tumorales apoptéticas irradiadas m vivo, ya que
las células apoptéticas ELAOVA irradiadas pulsadas en CD-MO generadas a partir de ratones TLR4™ no pueden
sensibilizar al clon B3Z (Fig. 9A). Tras la |nyeCC|on de EL40OVA irradiadas en ratones Balb/c, la sensibilizaciéon
cruzada fue deficiente en los ratones TLR4™ (Fig. 9B). Ademas, los ensayos in vitro de presentacion cruzada
mediante el uso de CD-MO de ratén pulsadas con células apoptéticas inducidas mediante rayos X e incubadas con
el clon de CTL especifico del antigeno revelé que las CD TLR4-/- no son capaces de activar CTL especificos,
mientras las células TLR4+/+ lo hacen a menos que se afiadan TLR4Fc o anticuerpos anti-HMGB1 al cocultivo
(Figuras 10A y 10B).

9. Andlisis de polimorfismos de nucleétido simple de TLR4 en la resistencia a la guimioterapia o a la
irradiacion (recaida local)

Los inventores llevaron a cabo el genotipado de Asp299Gly de TLR4 en mujeres con cancer de mama admitidas
para el diagndstico o la terapia en IGR entre 1980 y 2000. ElI ADN se obtuvo de PBL o células B transformadas por
el EBV o de tejidos tumorales incrustados en parafina. El genotipado se llevé a cabo mediante una reaccién en
cadena de la polimerasa en un Unico tubo con degradacion mediante exonucleasa de oligonucleétidos especificos
de alelo doblemente marcados (un método comparado previamente con el analisis convencional de los
polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion y confirmado mediante secuenciacion directa [33]). Los
inventores estudiaron mas de 500 pacientes de cancer de mama. Alrededor del 10% de dichos pacientes albergaron
un unico alelo mutante de TLR4 (una proporcion comparable a la de los controles histéricos de la bibliografia,
revisada en [14]).

Después, examinaron la supervivencia sin progresion (PFS) en dos cohortes de mujeres caucasicas que albergaban
un cancer de mama familiar y que coincidian en edad, indice pronodstico de Nottingham y terapia adyuvante (basada
en antraciclina, y rayos X en el tumor y pecho ipsilateral): las que exhibian las mutaciones Asp299Gly o Gly299Gly
(n=12) y las que exhibian un fenotipo TN para TLR4 (Asp299Asp) (n=24). En el analisis Log Rank (Figura 11A), la
PFS fue significativamente superior en los individuos TN a los 5 afios (p<0,05). La progresion significa recidiva o
metastasis ipsilateral.

10. Analisis de polimorfismos de nucleétido simple de TLR4 en la susceptibilidad al cancer de mama

Se ha llevado a cabo una toma de muestras prospectiva de ADN periférico entre 2002 y 2006, en la unidad de
cuidados intensivos (UCI) del Hépital COCHIN (Pr Dhainaut) con el objetivo de determinar la morbilidad asociada al
polimorfismo de TLR sobre la gravedad y el resultado clinico de la sepsis grave. Se han admitido mas de 600
pacientes de cancer en la UCI de 3000 pacientes, y se ha estudiado el SNP Asp299Gly de TLR4 mediante el uso de
un cribado de alto rendimiento en una RT-PCR automatizada (Tagman, Applied biosystems 7900).

La frecuencia de los casos se ha comparado para cada tipo de neoplasia maligna (tumores hematopoyéticos frente a
tumores soélidos, y especificamente tumores de colon, préstata, mama, leucemia, linfoma, mieloma, NSCLC, etc.).
Estos "casos" se han hecho coincidir con "controles", que son pacientes hospitalizados en la UCI y que coinciden en
edad, sexo, y etnia. Las frecuencias de SNP de TLR4 se han comparado en los diferentes grupos y subgrupos, y se
han analizado como un criterio independiente de incidencia de choque séptico y como un marcador pronostico. Los
datos de los inventores apuntan al hecho de que el estado mutacional de TLR4 es un factor pronéstico
independiente para el desarrollo de un cancer de mama esporadico (Figura 11B).

11. Uso de Cloroquina o Quinina (farmacos lisosomotrépicos alcalinizantes) o de cualquier compuesto que
interfiera con la ATPasa vacuolar (lo que estimula la alcalinizacion de los lisosomas) para compensar las
deficiencias de TLR4 y para restablecer la presentacidon de antigenos y la respuesta a agentes citotéxicos en

27




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2378 847 T3

la profilaxis y la terapia del cancer

Los inventores han demostrado que un TLR4 mutante que reduce la unién de HMGB1 afecta al pronéstico de los
pacientes de cancer de mama tratados con antraciclinas. Un polimorfismo de secuencia en TLR4 (896A/G,
Asp299Gly, rs4986790) que afecta al dominio extracelular de TLR4 esta asociado a respuestas reducidas a
endotoxinas y a una susceptibilidad reducida a enfermedades cardiovasculares en seres humanos [13, 18]. Aunque
es materia de debate si la mutacion Asp299Gly de TLR4 da como resultado una sefalizacion de LPS deficiente [13,
23, 35], los inventores consideraron la posibilidad de que el polimorfismo Asp299Gly de TLR4 pudiera afectar a la
respuesta a HMGB1. La transfeccion de células HeLa (que contienen TLR4 TN) con alelos TN o mutantes de TLR4
demostré que la expresion del receptor TLR4 mutante debilité la activacion de NF-kB en respuesta a HMGB1 (no
mostrado). Se llevaron a cabo experimentos de inmunoprecipitacion después de anadir HMGB1 a células HelLa que
se transfectaron con TLR4 humano normal y mutado. La unién de HMGB1 a TLR4 mutante (Asp299Gly) se redujo,
en comparacion con TLR4 normal (Asp299Asp) (Fig. 17a), aunque ambos transfectantes albergaron cantidades
similares de moléculas de TLR4. Esta unién defectuosa de HMGB1 al TLR4 mutado podria explicar la capacidad
gravemente reducida de CD derivadas de monocitos (CD-DM) de presentar de manera cruzada los antigenos de
melanoma a los CTLs. Las CD-DM de individuos con TLR4 normal (Asp299Asp) y mutante (Asp299Gly) fueron
indistinguibles en su capacidad de estimular células T alorreactivas en una reaccién que se podria estimular
mediante LPS (pero solamente cuando las CD albergasen el alelo de TLR4 normal) y no mediante HMGB1 (Fig. 17b
suplementaria). Las CD-DM de individuos normales (Asp299Asp) presentaron de manera cruzada MART1 derivado
de células de melanoma moribundas a clones de CTL de una manera dependiente de HMGB1 (Fig. 17c). En
contraste, las CD-DM de individuos que albergaban un alelo Asp299Gly de TLR4 fueron presentadores cruzados
defectuosos (Fig. 17c). Los inventores demuestran en la presente memoria que este defecto se restablece mediante
la adicidon de cloroquina (Fig. 17c). Por lo tanto, la cloroquina puede compensar la capacidad defectuosa de las
células dendriticas de los pacientes de presentar los antigenos tumorales a sus células T.

Este resultado corrobora otros datos obtenidos in vifro con células dendriticas de raton. TLR4 controla el
procesamiento/presentacion de antigenos de células tumorales moribundas. La deficiencia de TLR4 podria
comprometer la respuesta inmunitaria anti-tumoral a nivel de CD afectando a la captamon
procesamiento/presentacion de antigenos y/o la provision de sefales coestimuladoras. Las CD de TLR4 TNy TLR4™
fueron igualmente eficaces para captar células de timoma EG?7 irradiadas o células de carcinoma de colon CT26
tratadas con doxorrubicina (Fig. 13a). La adquisicion de marcadores de maduracion (que incluyen la clase Il del
MHC y las moléculas coestimuladoras CD4O CD80, CD86), y la produccion de citocinas inflamatorias (IL-6, IL-
12p40, TNF-a) por parte de las CD TLR4™, fueron deficientes en respuesta al lipopolisacarido bacteriano (LPS, un
ligando conocido de TLR4), aunque estuweron intactas en respuesta a las células tumorales moribundas (no
mostrado y Fig. 13b). Sin embargo, TLR4 influyé en la cinética a la que las CD expresan complejos

b/SIINFEKL/peptldo de la clase | del MHC en la superf|C|e de la membrana plasmatica despues de cargarlas con
células TS/A transfectadas con OVA moribundas (H- -2° ). Las CD de TLR4 TN y TLR4™ expresaron niveles
comparables de moléculas K® a niveles iniciales y obtuvieron complejos K°/SIINFEKL después de someterlas a
pulsos con cantidades saturables de péptidos SIINFEKL libres con una cinética similar (no mostrado) Sin embargo,
se detectd una exposicion notablemente reducida de complejos K®/SIINFEKL en CD de TLR4™, en comparacién con
los controles TN, después de cargar células TS/A que expresaban OVA moribundas (Fig. 14a).

Los inventores demuestran en la presente memoria, basandose en estos hallazgos, que TLR4 probablemente afecta
al procesamiento/presentacion de antigenos.

Se ha informado que TLR4 inhibe la degradacion de fagosomas dependiente de lisosomas [36]. Las CD TLR4™
degradarian células moribundas en el compartimento lisosdémico en vez de presentar sus antigenos [37]. En Ia
presente invencion, los inventores buscaban restablecer la presentacién de antigenos por parte de las CD TLR4™

inhibiendo la actividad de los lisosomas, con cloroquina (un producto lisosomotrépico alcalino) o con bafilomicina A1
(un inhibidor especifico de la ATPasa vacuolar responsable de la acidificacién lisosémica). De hecho, la
alcalinizacion de los lisosomas mediante cualquiera de los agentes, preferiblemente usados a concentraciones
subtoxicas (concentraciones subtéxicas en el ratén de cloroquina: 10-20 uM, bafilomicina A1: 20-30 uM), aumento la
capacidad de las CD TLR4™ de presentar antigenos de células moribundas, aunque no mejord la presentacion de
antigenos de las CD TN (Fig. 14b). Por lo tanto, eI tratamiento de las CD TLR4™ con cloroquina restablecio la
capacidad de las CD de presentar complejos K°/SIINKEKL a niveles normales (Fig. 14a, panel inferior). A
continuacion, los |nventores determinaron directamente la cinética de la fusion entre los fagosomas y lisosomas en
CD TN respecto de TLR4™ cargadas con células tumorales moribundas. Se observo una aceleracion significativa de
la colocalizacion de la carga fagocitica con los lisosomas en las CD TLR4™ en comparaciéon con las CD TN (Fig.
14c).

Estos datos confirman que TLR4 regula el procesamiento/presentacion de antigenos de las células tumorales por las
CD, supuestamente inhibiendo la destruccion lisosdmica de los antigenos.
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12. La cloroquina y quinina restablecen la sensibilidad a la quimioterapia en animales que carecen de
moléculas TLR4.

La inyeccién de células de cancer de colon CT26 tratadas con doxorrubicina es muy eficaz en la induccién de una
respuesta inmunitaria que impide el crecimiento de células CT26 vivas inoculadas una semana mas tarde [30]. Se
obtuvieron resultados similares con células de sarcoma MCA205 tratadas con doxorrubicina que protegian contra
MCAZ205. Aunque esto se aplico a ratones TN, no se pudo conseguir una vacunacion tumoral con células tratadas
con antraciclina o oxaliplatino en ratones TLR4™ (Fig. 15a). Estos datos se pudieron confirmar para células de
timoma EL4 tratadas con oxaliplatino o irradiadas, que no protegieron a los hospedadores TLR4" contra la
exposicion tumoral (Fig. 15a). La inhibicion farmacolégica de TLR4 con un péptido que bloquea la permeabilidad
celular [38] que se coinyectd con las células tumorales moribundas también impidié la inmunidad anti-tumoral (Fig.
15b). Ademas, la eliminacion del ligando de TLR4 HMGB1 de las células CT26 tratadas con antraciclina o
oxaliplatino mediante el uso de anticuerpos neutralizantes (Fig. 15b) o siARNs especificos de HMGB1 (Fig. 15¢c)
comprometio la eficacia de la vacunacién anti-tumoral.

En una situacion clinica mas relevante, concretamente el tratamiento de tumores establecidos con quimioterapia
sistémica o radioterapia local, los inventores descubrieron que la presencia de TLR4 dict6 el resultado terapéutico.
Los tumores de colon CT26 (Fig. 16a), carcinomas de mama TS/A (Fig. 16b), osteosarcomas GOS
heterotrasplantados (Fig. 16c), y timomas EL4 (Fig. 16d), progresaron con una cinética similar en ratones TN
inmunocompetentes, TLR4'/' y atimicos nu/nu. La quimioterapia con agentes citotdxicos adecuados o la radioterapia
local redujo el crecimiento del tumor y prolongé la supervivencia de los ratones que tenian tumores en los ratones
TN inmunocompetentes, aunque fue menos eficaz en los ratones TLR4 (Fig. 16a-d) y nu/nu (Fig. 16b y no
mostrado). De acuerdo con los datos in vitro (Fig. 12), los ratones Trif” generaron una respuesta quimioterapica
similar a la de los ratones TN, mientras los animales MyD88 se comportaron como los ratones inmunodeficientes
(Fig. 16c). De forma similar, la inhibicién de TLR7 y 9 con un oligonucleétido sintético mediante el uso de un régimen
que inhibe la produccion de IFNa a partir de las CD plasmacitoides en respuesta a los ligandos de TLR7 y 9 [34] in
vivo no influyd en la eficacia de la radioterapia (no mostrado). Ademas, la administracion sistémica de cloroquina
aumento la eficacia de la quimioterapia en los ratones TLR4™, pero no en los ratones TN (Fig. 16d) de acuerdo con
los datos presentados en la Fig. 14. Estos resultados apuntan a una contribuciéon hasta ahora desconocida de la
inmunidad dependiente de TLR4/MyD88 a los regimenes quimioterapicos que se ha pensado que actua
exclusivamente a través de efectos citotoxicos intrinsecos de las células tumorales. Es importante indicar que tal
efecto inmunitario sobre el resultado quimioterapico se detectd unicamente para un grupo limitado de farmacos, tales
como las antraciclinas y oxaliplatino, mientras paclitaxel, camptotecina y los agentes alquilantes fueron igualmente
eficaces en los ratones inmunocompetentes e inmunodeficientes (no mostrado).

CASO CLIiNICO

Una paciente de cancer de mama que portaba la mutacion Asp299Gly de TLR4 y que se presentd con una Unica
metastasis pulmonar estaba progresando con una terapia que combinaba Navelbina y Xeloda durante 3 meses. El
ndédulo pulmonar crecié desde un tamafio de 10 mm a 22 mm en 3 meses. Después de 3 meses del mismo régimen
de quimioterapia combinado con cloroquina oral 200 mg/dia durante 14 dias (y una semana sin tratamiento, reinicio
igual durante 3 ciclos), el nédulo permanecio estable (criterios RECIST).

PROTOCOLO MEDIANTE EL USO DE CLOROQUINA
Terapia de tumores establecidos (terapia adyuvante):

Se ha administrado cloroquina (100 a 300 mg/dia) durante una duracion que corresponde a la administracion de los
compuestos citotdxicos (quimioterapia) mas 5 dias después.

PROTOCOLO MEDIANTE EL USO DE QUININA

En pacientes con TLR4 mutado, se puede administrar quinina de manera intravenosa a 8 mg/kg cada 8 horas
(x3/dia) durante 3 dias, comenzando preferiblemente al dia siguiente tras la quimioterapia o radioterapia.
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aag
Lys

aac
Asn

agc
Ser
790

atc
Ile

ttc

tag
Phe

Trp

aat
Asn

cca
Pro

gaa
Glu

tct
Ser

atc

tga
Ile

ctgggtccaa
ctaagggtga
ccagtgcaga
ccaactcagt
gaataaagac
attgtattat
cactttttcc
gggctcctga
ctagtggcta
tcgagcatgt
gttttcattt
tgcttcaaat
cactttgtca
gcagcattga
ttcctggtct
gaggtcacct
aaatgagttg
atctctttag

aad
Lys

agc
ser
730

tog
Trp

cgc
Arg
745

agt
ser

agc
Ser

acc

ctg
Thr

Leu

tac
Tyr

act
Thr

aga
Arg

cga
Arg
810

aca

gga
G?y Thr
825

cacttgttca
gtaattccat
gggaataaat
caaggaaccc
agagaaaaca
gttatagcca
tttttgattg
tgcaagatgc
attcctaagg
tctatttttt
ttttacgtct
atccatatta
ctcgatgtca
aataatttgt
tatcatggac
tttcttoatt
cagcagaagt

ggagacacag

2331

2379

2427

2475

2523

2571

2619

2661

2721
2781
2841
2901
2961
3021
3081
3141
3201
3261
3321
3381
3441
3501
3561
3621
3681
3741



10

atggctggga
tcaaggcagg
ggaagagtgg
agaaggttcc
ggacaatcag
accaggtaga
acccttcttc
aggtttctca
tatacccaaa
tggcactctt
aataaatgga
agggggaatc
aatgagcaag
agtcaaactc
aaatgaggaa
ctctaaagat
acattttgtt
gaagcttttg
atgtgactat
caattatgtc
ggaaatatga
agcaggtcta
agtagatgtg
gaaagtgtgt
aagaatacat
tgcttgtaca
gtggatctct
ataaatacct
taacaataaa

tctttctttc

<210> 2
<211> 839
<212> PRT

tccctceecect
gagtatacat
atgttatcat
cagaaaagaa
gatgtcatca
atggctacta
actgctggag
aaaattaaaa
ataattgaaa
cacaatcact
caaagaaaat
ctgttattta
taacagaaag
atagaagcag
atagggagtt
cagctgtata
aagagggtac
gaggtgatgg
gtctaaactc
tgaatgaagc
ccacagtcag
gggtgattga
tgcatttgtg
gtgtccgcat
ccatttgaaa
gtagtctccc
gagaccgcag
aagataaagt
attgaatagt

tctctctcaa

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Met Ser Ala Ser

ES 2378 847 T3

gtacccttct
tgctgtttcc
tgagaaaaca
tgttcatcca
gggaaatgaa
taaaaaaatg
ggaatggaaa
atagaactgc
tcagaatttc
gtttccaaag
gtgcatatac
tgacaacatg
acaaatactg
agaatagaac
gtctaattgg
gcagagttcg
ctctcatgtt
atatatttat
atcaaattgt
tataaaaaag
aagtgtttgt
acatccctgg
cacatatccc
gatcatatct
tggatgtcta
cttatccctt
atggtaccaa
tcatcttctg
tataataata

aa

cactgccagg
tgttgggcaa
atgtgtctgg
gcctcctcag
aataaaaacc
aagtgtcatc
atggtgtagc
tatatgatcc
aagaaaatat
ttatggaaac
gtacaatggg
aataaacccg
cctgatttca
agtggttcct
tataaaatta
tataatgaac
aagtgttctt
taccttgatt
atacattaaa
aaaagacaac
tactgagtgt
gtgtgtttcc
tatgtatccc
gtatagaaga
tggctgtttg
atgcttggtg
acctcatata
aattaggcac

tattgtaata

agaactacgt
tgctccttga
aattaatggg
aaacagaaca
acaatgagat
aaggatatag
cgttatgaaa
agcaatctca
ttacactccc
aacccaaatt
atattattca
gaggccatta
tttatatgag
agggaaaagg
tagtatgcaa
aatactgtat
accatataca
gtggtgatgg
tatatgcagt
aaaattcagt
ttcagagtgt
atgtctcatg
tatcagggct
gagtgtgatt
agatgagttc
gatacgttct
tgcaatattt
agtaagagat
aaagttatgt

gtgaaggtat
ccacattttg
gttcttataa
ttcaagaaaa
atcaccttat
agaaattgga
aacagtacgg
cttctgtata
atgttcattg
tccattgaaa
gcctaaaaaa
tgctatgtaa
gttctaaaat
aggaagggag
gatgaattag
tatgcactta
tatacacaag
tttgacaggt
tttataatat
tgtcaaaact
gtttggtttg
tactagtgaa
gtgtgtattt
atatttcttg
tctactcttg
tagaccccaa
tttcctatac
taacaataac

gaatgtgatc

3801
3861
3921
3981
4041
4101
4161
4221
4281
4341
4401
4461
4521
4581
4641
4701
4761
4821
4881
4941
5001
5061
5121
5181
5241
5301
5361
5421
5481
5503

Arg Leu Ala Gly Thr Leu Ile Pro Ala Met Ala

36



Phe

val:

Pro

Pro

65

Gln

Ala

Pro

Gln

Pro

145

Leu

Leu

Thr

Asp

Glu

Asn

Arg

Asp

Leu

Pro

ASp

50

Leu

val

Tyr

Ile

Ile

Glu

Asp

Leu

210

Ile

val

Leu

Lys

ser

Asn

35

AsSn

Arg

Leu

Gln

Gln

115

Leu

Gly

Gln

His

Leu

195

ser

Arg

Met

val

Ser
275

Cys

20

Ile

Leu

His

Asp

ser

100

Ser

val

His

Ser

Leu

180

Arg

Leu

Leu

Lys

Leu

260

Ala

val

Thr

Pro

Leu

Leu

85

Leu

Leu

Ala

Leu

Phe

165

Asp

val

Asn

His

Thr

245

Gly

Leu

Arg

Tyr

Phe

Gly

70

Ser

Ser

Ala

val

150

Lys

Leu

Leu

Pro

Cys

Glu

Glu

Pro

Gln

ser

55

Ser

Arg

His

Leu

Glu

135

Thr

Leu

ser

His

Met

215

Leu

Ile

Phe

Gly

ES 2378 847 T3

Glu

Tyr

Cys

Leu

Leu

Pro

Ser

Gln

200

Asn

Thr

Gln

Arg

Leu
280

ser

25

Met

LysS

Ser

Glu

Ser

105

Ala

Asn

Lys

Glu

Asn

185

Met

Phe

Leu

Gly

Asn

265

Cys

10

Trp Glu

Glu Leu

Asn teu

Phe Phe
75

Ile Gln
90

Thr Leu
Phe ser
Leu Ala
Glu Leu

155

Tyr Phe
170

Lys Ile
Pro Leu
Ile GIn
Arg Asn

235

Leu Ala
250
Glu Gly

Asn Leu

37

Pro

Asn

Asp

60

Ser

Thr

Ile

Gly

ser

140

Asn

ser

Gln

Leu

Pro

220

Asn

Gly

Asn

Thr

Cys

Phe

45

Leu

Phe

Ile

Leu

Leu

125

Leu

val

Asn

Ser

Asn

205

Gly

Phe

Leu

Leu

Ile
285

val

30

Tyr

Ser

Pro

Glu

Thr

110

Ser

Glu

Ala

Leu

Ile

190

Leu

Ala

Asp

Glu

Glu

270

Glu

15

Glu

Lys

Phe

Glu

Asp

95

Gly

Ser

Asn

His

Thr

175

Tyr

ser

Phe

Ser

val

255

Lys

Glu

val

Ile

Asn

Leu

80

Gly

Asn

Leu

Phe

Asn

160

Asn

Cys

Leu

Lys

Leu

240

His

Phe

Phe



Arg
Asn
305
Glu
Leu
Leu
Glu
Leu
385
Leu
Asn
Asn
Leu
Gly
Asnh
Asn
Pro
His

ser
545

Leu

290

Cys

Arg

val

Lys

val

370

Ser

Lys

Phe

Leu

Ile

450

Ile

Ser

Leu

Thr

Asn

530

Leu

Ala

Leu

val

Asn

Arg

355

Asp

Phe

Tyr

Leu

Lys

TYyr

Phe

Phe

Thr

Ala

515

Asn

Gln

Tyr

Thr

Lys

Cys

340

Leu

Leu

Lys

Leu

Gly

Gln

Leu

Asn

GlIn

Phe

500

Phe

Phe

val

Leu

Asn

Asp

325

Lys

Thr

Pro

Gly

Met

Asp

Gly

Glu

485

Leu

Asn

Phe

Leu

Asp

val

310

Phe

Phe

Phe

Ser

Cys

390

Leu

Glu

ser

Ile

Leu

470

AsSn

Asp

ser

ser

550

Tyr

295

Ser

Ser

Gly

Thr

Leu

375

cys

ser

GlIn

Glu

Ser

455

Ser

Phe

Leu

Leu

Leu

535

Tyr

ES 2378 847 T3

Tyr

Ser

Tyr

Gln

Ser

360

Glu

ser

Phe

Leu

Phe

440

His

Ser

Leu

ser

ser

520

Asp

Ser

Leu

Phe

Asn

Phe

345

Asn

Phe

Gln

AsSn

Glu

Ser

Thr

Leu

Pro

Gln

505

Ser

Thr

Leu

Asp

Ser

Phe

330

Pro

Lys

Leu

ser

Gly

His

val

His

Glu

490

cys

Leu

Phe

Asn

Asp

Leu

315

Gly

Thr

Gly

Asp

395

val

Leu

Phe

Thr

val

475

Ile

Gln

Gln

Pro

His
555

38

Ile

300

val

Trp

Leu

Gly

Leu

380

Phe

Ile

Asp

Leu

Leu

Phe

Leu

val

Tyr

540

Ile

Ile

Ser

Gln

Lys

Asn

365

Ser

Gly

Thr

Phe

ser

445

val

Lys

Thr

Glu

Leu

525

Lys

Met

Asp

val

His

Leu

350

Ala

Arg

Thr

Met

Gln

430

Leu

Ala

Met

Glu

Gln

510

Asn

Cys

Thr

Leu
Thr
Leu
335
Lys
Phe
Asn
Thr
ser
415
His
Arg
Phe
Ala
Leu
495
Leu
Met
Leu

Ser

Phe

Ile

320

Glu

Ser

ser

Gly

ser

400

ser

Ser

Asn

Asn

Arg

ser

ser

Asn

560



Lys

Thr

Trp

Cys

His

Ile

Arg

Leu

705

Asn

val

Ile

Ile

Leu

785

val

Asp

Trp

Gln

GlIn

Ile

Ala

610

Thr

Leu

Leu

Tyr

Asn

690

Ccys

Ile

Ser

Ala

val

770

Tyr

Leu

Gly

Glu

Asn

Cys

val

Met

Asp

Glu

Leu

Ile

GlIn

GlIn

755

Leu

Arg

Gly

Lys

Leu

Asp

580

Asp

Pro

Gln

val

Leu

660

Ala

Leu

His

His

His

740

Thr

Gln

Leu

Arg

ser
820

Gln

565

Phe

Gln

Ser

Met

Ser

645

Leu

Phe

val

TYyr

Glu

725

Phe

Trp

Lys

Leu

His

805

Trp

His

Ala

Arg

Asp

Asn

630

val

Ala

val

Lys

Arg

710

Gly

Ile

Gln

val

Ser

790

Ile

Asn

Phe

Cys

Gln

Lys

Lys

val

Gly

Ile

Asn

695

Asp

Phe

Gln

Phe

Glu

775

Arg

Phe

Pro

GIn Glu Ala Thr ser Ile
835

ES 2378 847 T3

Pro

Thr

Leu

600

Gln

Thr

Ala

Cys

Tyr

680

Leu

Phe

His

ser

Leu

760

Lys

Asn

Trp

Glu

ser
Cys
585
Leu
Gly
Ile
val
Ile
665
sSer
Glu
Ile
LysS
Arg
745
ser
Thr
Thr

Arg

Gly

ser

570

Glu

val

Met

Ile

Leu

650

Lys

ser

Glu

Pro

ser

730

Trp

ser

Leu

Tyr

Arg

810

Thr

Leu

His

Glu

Pro

Tyr

Gln

Gly

Gly

Arg

Cys

Arg

Leu

Leu

795

Leu

val

39

Ala

Gln

val

val

620

val

Tyr

Gly

Asp

val

700

val

Lys

Ile

Ala

Arg

780

Glu

Arg

Gly

Phe

Ser

Glu

605

Leu

ser

Lys

Arg

Glu

685

Pro

Ala

val

Phe

Gly

Gln

Trp

Lys

Thr

Leu

Phe

590

Arg

Ser

val

Phe

Gly

Asp

Pro

Ile

Ile

Glu

750

Ile

Gln

Glu

Ala

Gly

Asn

575

Leu

Met

Leu

Leu

Tyr

655

Glu

Trp

Phe

Ala

val

735

Tyr

Ile

val

Asp

Leu

815

cys

Leu

Gln

Glu

Asn

ser

640

Phe

Asn

val

Gln

Ala

720

val

Glu

Phe

Glu

Ser

800

Leu

Asn



<210> 3

<211> 608
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3
Glu

1

Cys

Thr

Tyr

Cys

65

Leu

Gly

Thr

Leu

Pro

145

Ser

GlIn

Asn

Thr

Gln

ser

Met

Lys

Ser

50

Glu

ser

Ala

Asn

Lys

Glu

Asn

Met

Phe

Leu

210

Gly

Trp

Glu

Asn

35

Phe

Ile

Thr

Phe

Leu

115

Glu

Tyr

Lys

Pro

Ile

195

Arg

Leu

Glu

Leu

20

Leu

Phe

Gln

Leu

ser

100

Ala

Leu

Phe

Ile

Leu

180

Gln

Asn

Ala

Pro
5
Asn
Asp
ser
Thr
Ile
85
Gly
ser
Asn
Ser
Gln
165
Leu
Pro

Asn

Gly

Cys
Phe
Leu
Phe
Ile
70

Leu
Leu
Leu
val
Asn
150
ser
Asn
Gly

Phe

Leu
230

val

Tyr

Ser

Pro

55

Glu

Thr

Ser

Glu

Ala

135

Leu

Ile

Leu

Ala

Asp

215

Glu

ES 2378 847 T3

Glu

Lys

Phe

40

Glu

Asp

Gly

Ser

Asn

120

His

Thr

Tyr

Ser

Phe

200

Ser

val

val

Ile

25

Asn

Leu

Gly

Asn

Leu

105

Phe

Asn

Asn

Cys

Leu

185

Lys

Leu

His

val

10

Pro

Pro

Gln

Ala

Pro

90

Gln

Pro

Leu

Leu

Thr

170

Asp

Glu

Asn

Arg

40

Pro

Asp

Leu

val

TYyr

75

Ile

Lys

Ile

Ile

Glu

155

Asp

Leu

Ile

val

Leu
235

Asn

Asn

Arg

Leu

60

Gln

GlIn

Leu

Gly

GlIn

140

His

Leu

ser

Arg

Met

220

val

Ile

Leu

His

45

Asp

Ser

ser

val

His

125

Ser

Leu

Arg

Leu

Leu

205

Lys

Leu

Thr

Pro

30

Leu

Leu

Leu

Leu

Ala

110

Leu

Phe

Asp

val

Asn

190

His

Thr

Gly

Tyr

15

Phe

Gly

ser

Ser

Ala

95

val

Lys

Lys

Leu

Leu

175

Pro

Lys

cys

Glu

Gln

Ser.

ser

Arg

His

80

Leu

Glu

Thr

Leu

Ser

160

Met

Leu

Ile

Phe
240



Arg

Leu

Tyr

Ser

Tyr

GlIn

Ser

Glu

ser

Phe

385

Leu

Phe

His

Ser

Leu

465

Ser

Ser

Asn

cys

Leu

Phe

290

Asn

Phe

Asn

Phe

GlIn

370

Asn

Glu

Ser

Thr

Leu

450

Pro

Gln

Ser

Glu

Asn

Asp

275

Ser

Phe

Pro

Lys

Leu

355

Ser

Gly

His

val

His

435

Glu

Asp

Cys

Leu

Gly

Leu

260

Asp

Leu

Gly

Thr

Gly

Asp

Asp

val

Leu

Phe

420

Thr

val

Ile

Gln

GlIn
500

Asn

245

Thr

Ile

val

Trp

Leu

325

Gly

Leu

Phe

Ile

405

Leu

Arg

Leu

Phe

Leu

485

val

Leu
Ile
Ile
ser
Gln
310
Lys
Asn
ser
Gly
Thr
390
Phe
Ser
val
Lys
Thr
470

Glu

Leu
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Glu

Glu

Asp

val

295

His

Leu

Ala

Arg

Thr

375

Met

Gln

Leu

Ala

Met

455

Glu

Gln

Asn

Lys

Glu

Leu

280

Thr

Leu

Lys

Phe

Asn

360

Thr

Ser

His

Arg

Phe

440

Ala

Leu

Leu

Met

Phe

Phe

265

Phe

Ile

Glu

Ser

Ser

345

Gly

Ser

Ser

Ser

Asn

425

Asn

Gly

Arg

Ser

Sser
505

41

250

Arg

Asn

Glu

Leu

Leu

330

Glu

Leu

Leu

Asn

Asn

410

Leu

Gly

AsSn

Asn

Pro

490

His

Lys

Leu

Cys

Arg

val

315

Lys

val

Ser

Lys

Phe

395

Leu

Ile

Ile

Ser

Leu

475

Thr

Asn

Ser

Ala

Leu

val

300

Asn

Arg

Asp

Phe

TYyr

Leu

Lys

Tyr

Phe

Phe

460

Thr

Ala

Asn

Ala

Tyr

Thr

285

Lys

Cys

Leu

Leu

Gly

GlIn

Leu

Asn

445

Gln

Phe

Phe

Phe

Leu

Leu

270

Asn

Asp

Lys

Thr

Pro

350

Gly

Asp

Leu

Met

430

Gly

Glu

Leu

Asn

Phe
510

Asp

val

Phe

Phe

Phe

335

ser

Cys

Leu

Glu

Ser

415

Ile

Leu

Asn

Asp

Ser

495

Ser

Gly

Tyr

Ser

ser

Gly

Thr

Leu

Cys

Ser

Gln

400

Glu

ser

ser

Phe

Leu

480

Leu

Leu
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15

20

25

30

35

40

Asp

Ser

Pro

545

Thr

Leu

GIn

Thr

Leu

530

ser

Cys

Leu

Gly

Phe

515

Asn

ser

Glu

val

Met

Pro

His

Leu

His

Glu

580

Pro

Tyr

Ile

Ala

Gln

565

val

val

Lys

Met

Phe

550

Ser

Glu

Leu

595

<210> 4
<211> 30
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
gattagcata cttagactac tacctccatg

<210>5
<211>24
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 5 tgtgggaaac gttccaaatt taca

<210>6
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
tgagtttcaa aggttgctgt tctc

<210>7
<211>28
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

Cys

Thr

535

Leu

Phe

Arg

Ser
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Leu

520

ser

Asn

Leu

Met

Leu

Asn

Lys

Leu

Gln

Glu

585

Asn

ser

Lys

Thr

Leu

Gln

Gln

555

Ile

Ala

Thr

600

30

24

24

42

GlIn

Glu
540

Asnh

Lys

Thr

Cys

val

525

Leu

Asp

Asp

Pro

Gln
605

Leu

Gln

Phe

Gln

ser

590

Met

Asp

His

Ala

Arg

Asp

Asn

Tyr

Phe

Cys

560

Lys

Lys
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<400> 7
aggaatactg aaaactcact catttgtt

<210> 8
<211>15
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
ttaggctggt tgtcc

<210> 9
<211> 15
<212> DNA
<213> Atificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
ttaggctgat tgtcc

<210> 10
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
gattagcata cttagactac tacctccatg

<210> 11
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
tgtgggaaac gttccaaatt taca

<210> 12
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 12

ccattgaaga attccgatta gcata
<210> 13

<211> 23

<212> DNA

<213> Atrtificial
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<220>
<223> cebador

<400> 13
5 cactcaccag ggaaaatgaa gaa 23

<210> 14

<211> 24

<212> DNA
10 <213> Artificial

<220>
<223> cebador
<220>
15 <221> union al cebador
<222> (1)..(24)

<400> 14

tgagtttcaa aggttgctgt tctc 24
20

<210> 15

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial
25

<220>

<223> cebador

<400> 15
30 aggaatactg aaaactcact catttgtt 28

<210> 16

<211> 20

<212> DNA
35 <213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido CpG

40 <400> 16
tccatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 17
<211> 34

45 <212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> péptido inhibidor
50

<400> 17

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Gly Lys Lys Tyr Ser Arg Gly

1 5 10 15

Glu Ser Ile Tyr Asp Ala Phe val gge Tyr Ser Ser Gln Asn Glu Asp
20 30

Trp val

<210> 18
55 <211> 34
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55

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido mutante inhibidor

<400> 18

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg %y Glu Glu Tyr Ser Glu Gly
1 5 15

Glu Ser Ile Tyr Asp Ala Phe val Ile Tyr Ser Ser GIn Asn Glu Asp
20 25 30

Trp val

<210>19
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> ODN inhibidor de TLR7/9

<400> 19
tgctcctgga ggggttgt

<210> 20
<211> 15
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> ODN de control

<400> 20
tcctgcaggt taagt

<210> 21
<211> 25
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 21

ccattgaaga attccgatta gcata
<210> 22

<211>23

<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
cactcaccag ggaaaatgaa gaa

<210> 23
<211> 16
<212> DNA
<213> Artificial
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<220>
<223> Oligonucleotido especifico de alelo

<400> 23
cctcgatgat attatt 16

<210> 24
<211> 16
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleostido especifico de alelo

<400> 24
ctcgatggta ttattg 16
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para determinar la sensibilidad de un sujeto a un tratamiento quimioterapico del cancer
seleccionado de una antraciclina, oxali-platino y cis-platino, cuyo método comprende detectar la presencia de un
acido nucleico de receptor 4 similar a Toll (TLR4) mutado o una expresion o actividad anormal de la proteina TLR4
en una muestra del sujeto, y la presencia de dicho acido nucleico de TLR4 mutado o expresion o actividad anormal
de TLR4 es indicativa de una resistencia a dicho tratamiento.

2. Un método in vitro para determinar la sensibilidad de un sujeto a la radioterapia, cuyo método comprende
detectar la presencia de un acido nucleico de un receptor 4 similar a Toll (TLR4) mutado o una expresion o actividad
anormal de la proteina TLR4 en una muestra del sujeto, y la presencia de dicho acido nucleico de TLR4 mutado o la
expresion o actividad anormal de TLR4 es indicativa de una resistencia a dicho tratamiento.

3. Elmétodo de la reivindicacion 1, en el que el tratamiento incluye ademas rayos X (RX).

4. El método de la reivindicacion 1 6 2, en el que el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de
mama, estébmago, sarcoma, ovarico, endometrio, vejiga, cuello de uUtero, préstata, recto, colon, pulmén, cancer ORL,
tumores pediatricos (neuroblastoma, glioblastoma multiforme), linfoma, leucemia, mieloma, seminoma, Hodgkin y
hemopatias malignas.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la presencia de un &cido nucleico de TLR4
mutado se detecta mediante el uso de la digestion de restriccion, secuenciacion, hibridacion selectiva y/o
amplificacion selectiva.

6. El método de la reivindicacion 1 6 2, en el que el acido nucleico de TLR4 mutado es un acido nucleico de TLR4
de tipo natural que comprende una mutacion puntual, preferiblemente un polimorfismo de nucleétido simple (SNP)
que conduce a la sustitucion de asparagina por glicina en la posicién 299 y/o a la sustitucion de treonina por
isoleucina en la posicion 399.

7. El método de la reivindicacién 1 6 2, cuyo método comprende determinar la expresion de la proteina TLR4
anormal midiendo el nivel celular de mARN que codifica un TLR4 normal, en el que un nivel disminuido en
comparacioén con un nivel de control o patrén se correlaciona con una expresion anormal de la proteina TLR4.

8. El método de la reivindicacion 1 6 2, cuyo método comprende determinar la presencia de una proteina TLR4
anormal, poniendo en contacto la muestra con un ligando identificado para unirse especificamente a tal proteina
TLR4 anormal, tal como un anticuerpo especifico para dicho TLR4 anormal.

9. El método de la reivindicacién 1 6 2, en el que el sujeto se sometera a un trasplante alogénico de médula ésea

mediante el uso de la médula 6sea de un sujeto donante que tiene una expresion o actividad normal de la proteina
TLR4.
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Grupo de control Cancer de mama | Valor p
. in=112) (n=56)
Edad m + DE 635112 65.7x£12 NS
Mujer n (%) 112 (100) 36 (100) NS
_{-III'I'_._‘L‘H ctnico _
- Caucasico n(%) 93 (83) 48 (B5.7) NS
- Africano n (%) 2 {1-:3] 1 (1-3_? NS
- Mediterraneo ni%) 15(13.4) 6(10.7) ‘h’!g
- Asiatico n{%) 2(L8) 1(1.8) NS
Patologia
- Control ni{%) 54 (45.2) 26 (46.4) NS
- Choque n (%) 28(25) 16 (28.6) NS
: ]
- 50|‘Iiwl.ﬂ n I: [t} o :: .SD {ZGS‘) |.4 {.—'. 5] NE
[ncidencia de la 7(6.3) 12 (21.4) 0.004
mutacion Asp299(ly

Figura 11B
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. I|' b T
Transfeccion ncuzacion P HMGB1
® — ® — ® —
: TLE4 cDNA PES iB: TLR4
Celulas Hela Asp25¢Asp normal) HMOBA
ASpP2 GG Cvaniante)
Vector vacio
PBS rHMGB 1
TLR4 TLR4 Vector TLR4
Asp299Asp Asp299Asp vacio Asp259Gly
IP: HMGB1 ] 9 kD
IB: TLR4 — ' 3
IP: HMGB1 _ ]
vammiiie RERD SaANEEe - 29 kDa
1B: HMGB1 B
Control de
transfeccitn | wesemss smmi— wraee " 90 kDa
iB: TLR4
Figura 17a
Asp299Asp MDDC Asp299Gly MDDC
100 7 ——PBS ] —~—PBS
-O—LPS —a—1 PS5
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