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La presente invencion se relaciona con un método in
vitro para predecir la respuesta clinica de un paciente
diagnosticado de cancer colorrectal a una terapia
antitumoral o para identificar a un paciente
diagnosticado de cancer colorrectal con baja
probabilidad de responder a un tratamiento con una
terapia antitumoral, preferiblemente una terapia
antitumoral neoadyuvante, que comprende la
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invencion también se relaciona con kits para poner en
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DESCRIPCION

HUELLA GENOMICA PARA LA PREDICCION DE LA RESPUESTA
CLINICA A TERAPIA ANTITUMORAL EN CANCER COLORRECTAL

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con un método in vifro para predecir la respuesta
clinica de un paciente diagnosticado de cancer colorrectal a una terapia antitumoral o
para identificar a un paciente diagnosticado de cancer colorrectal con baja probabilidad
de responder a un tratamiento con una terapia antitumoral, preferiblemente una terapia

antitumoral neoadyuvante.

ANTECEDENTES

El cancer de intestino grueso es el tercer tumor maligno mas frecuente en el mundo
occidental, después del cancer de pulmon y mama, representando el 10% de todos los
canceres y ocasionando el 10% de la mortalidad secundaria a cancer. Aproximadamente
un tercio de los canceres de intestino grueso se forman en el recto, y la mayoria de estos

se diagnostican como canceres de recto localmente avanzados (CRLAsS).

En el CRLA el desarrollo de la Excision Total del Mesorrecto (ETM) y de estrategias
preoperatorias con quimioterapia y radioterapia ha mejorado notablemente la
supervivencia global, el control local y probablemente la tasa de procedimientos que
preservan el esfinter anal. Ademas, de esta forma, se ha mitigado la toxicidad de la

quimiorradioterapia (QRT).

De acuerdo a los datos de ensayos clinicos aleatorizados antiguos y recientes, el
tratamiento combinado preoperatorio con QRT ha extendido la supervivencia global a
los 5 afios desde un 45% con cirugia convencional (Douglass, H.O., ef al. 1986,
N.Engl.J Med., 315: 1294-1295; Tveit, K.M., ef al. 1997 Norwegian Adjuvant Rectal
Cancer Project Group, Br.J Surg., 84: 1130-1135), a un 66-76% con QRT preoperatoria,
y las recidivas locales han disminuido desde un 30-50% a un 6-8%. Sin embargo, un

tercio de los pacientes desarrollard metastasis a distancia, que son responsables de la
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elevada mortalidad (Sauer, R., ef al. 2004 N.Engl.J Med., 351: 1731-1740; Bosset,
JF., etal 2006 N.Engl.J Med., 355: 1114-1123).

Ademas, un numero importante de enfermos sufre considerables efectos adversos
asociados a la QRT sin beneficio alguno. De forma opuesta, otros pacientes pueden ser
infra-tratados. Asi, resulta de enorme interés identificar las potenciales dianas
involucradas en la resistencia a la QRT e identificar a los pacientes que recaeran y que

pueden ser subsidiarios de tratamientos mas intensivos.

La seleccion del tratamiento QRT para cada caso individual de adenocarcinoma de
recto depende de variables clinicas y patoldgicas que resultan incapaces de predecir la
eficacia terapéutica. Estrategias dirigidas, individuales, que correlacionan
biomarcadores basales concretos con la respuesta al tratamiento QRT preoperatorio
han mostrado marcadores de interés, incluyendo las mutaciones en p53 (Kandioler, D.
et al.,, 2002. Ann.Surg., 235:493-498; Rebischung, C., et al 2002, Int. J Cancer,
100: 131-135), expresion de timidilato sintetasa (Johnston, P.G., ef al. 1994, J Clin
Oncol, 12: 2640-2647; Edler, D. et al., 2000, Clin Cancer Res. 6:1378-1384), p21
(Reerink, O., et al. 2004, Anticancer Res., 24:1217-1221; Qiu, H., et al. 2000, Dis.
Colon Rectum, 43: 451-459 ; Fu, C.G., et al. 1998, Dis. Colon Rectum, 41: 68-74;
Rau, B, ef al. 2003, J Clin Oncol, 21: 3391-3401), EGFR (Milas, L., et al. 2004, Int. J
Radiat.Oncol.Biol. Phys., 58: 966-971), COX 2 (Smith, F.M., et al. 2006, Int. J
Radiat.Oncol.Biol.Phys., 64: 466-472 ; Min, B.S., et al. 2008, Arch Surg, 143: 1091-
1097), indice de apoptosis espontanea (Rodel,C., ef al. 2002, Int. J Radiat.Oncol
Biol Phys., 52: 294-303; Abe,T., et al. 2001, Anticancer Res., 21: 2115-2120) o el
CEA (Park, Y.A., et al. 2006, J Surg.Oncol, 93: 145-150). Sin embargo, ninguna de

ellas ha demostrado claramente su utilidad predictiva en clinica.

Por otra parte, existen pocos trabajos que estudien la expresion de colecciones de

genes en series significativas de pacientes antes del tratamiento QRT preoperatorio.

Ghadimi, BM. er al, 2005 (J Clin Oncol, Vol. 23(9): 1826-38) describe la
evaluacion con microarrays de una muestra de 23 tumores de recto procedentes del

ensayo aleman CAO/ARO/AIO-94, en el que los pacientes recibieron fluorouracilo y
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radioterapia antes de la cirugia. En este estudio se gener6 un algoritmo predictivo de
respuesta a la QRT preoperatoria de 54 genes, que fueron posteriormente validados

en otra muestra de siete pacientes.

Watanabe, T., ef al., 2006 (Cancer Res, vol. 66(7): 3370-3374) describe un perfil de
expresion genético de 33 genes util para predecir la sensibilidad de células de cancer

de recto en respuesta a la radioterapia preoperatoria.

Kim, 1.J., et al., 2007 (Dis Colon Rectum, Vol. 50(9): 1342-53) describe un perfil de
expresion génica compuesto por 95 genes analizados mediante microarrays, que
permiten predecir si la respuesta a la QRT preoperatoria en pacientes con cancer

rectal avanzado serd parcial o completa.

La solicitud de patente internacional W02009/071720, a nombre de Universidad
Autonoma de Madrid, describe un perfil de 13 genes que permite predecir la
respuesta a una terapia, monitorizar el efecto de dicha terapia o pronosticar la
evolucion del paciente tras la administracion de la terapia en sujetos diagnosticados

de adenocarcinoma colorrectal.

Por tanto, existe en el estado de la técnica la necesidad de proporcionar una huella
gendmica alternativa a las ya existentes, que permita pronosticar con fiabilidad la
respuesta de un sujeto diagnosticado con cancer colorrectal a la terapia neoadyuvante
administrada en el tratamiento de dicho cancer, previamente a la administracion de
dicha terapia. Del mismo modo, dicha huella gendmica podria ser también util para
pronosticar la respuesta de un sujeto diagnosticado con cancer colorrectal a la terapia

adyuvante administrada en el tratamiento de dicho cancer.

COMPENDIO DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencidn se relaciona con un método in vifro para

predecir la respuesta clinica a una terapia antitumoral en un paciente diagnosticado

de cancer colorrectal o para la identificacion de un paciente diagnosticado de cancer
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colorrectal que presenta baja probabilidad de responder a un tratamiento con una

terapia antitumoral que comprende

(i) determinar los niveles de expresion de los genes ALOXI1S5, CTNNBI,
MAPKI14, NOS24, PTGES2 y PTGS2 en una muestra de dicho paciente
antes de la administracion de la terapia,
(ii) calcular un factor predictivo en base a los niveles de expresion de dichos
genes y
(iii)comparar el valor del factor predictivo obtenido en la etapa (ii} con un
valor de referencia
en donde una alteracién del valor del factor predictivo con respecto al valor de
referencia es indicativa de una peor respuesta clinica a la terapia antitumoral o de que el

paciente tiene una baja probabilidad de responder a la terapia antitumoral.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un kit para predecir la respuesta de un
paciente que sufire cancer colorrectal a una terapia antitumoral que comprende reactivos
adecuados para la deteccion de los niveles de expresidn de los genes ALOXIS,

CTNNBI, MAPK 14, NOS24, PTGES2 y PTGS2.

Por dltimo, en ofro aspecto, la invencion también se relaciona con el uso de dicho kit
para predecir la respuesta de un paciente que sufie cancer colorrectal a una terapia

antitumoral.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra la supervivencia global en funcién de la expresion de los 6 genes
(ALOX15, CTNNBI, MAPKI4, NOS24, PTGES2 y PTGS2) en pacientes con
adenocarcinoma rectal tras el tratamiento con quimiorradioterapia. Como punto de corte
se ha utilizado el valor de la mediana: 0.8. Aquellos pacientes con tumores que
presentan un resuftado >0.8 de expresion global de los 6 genes, calculada mediante el

anélisis factorial, presentan una probabilidad de supervivencia global a los 50 meses del
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50% comparado con aquellos pacientes con resultade <=0.8 cuya probabilidad de

supervivencia a los 50 meses es del 85%.

La figura 2 muestra la clasificacion de los pacientes estudiados en funcion del grado de
respuesta tumoral obtenida a partir del andlisis del perfil de los 6 genes ALOXIS,
CTNNBI, MAPKI14, NOS2A, PIGES2 y PTGS2. Se observa en el diagrama de cajas
como con la expresion de los 6 genes se obtiene una puntuacioén que se correlaciona de
forma significativa con el grado de respuesta tumoral (no respuesta vs. buena vs.
respuesta completa), de forma que a mayor puntuacién mayor es la probabilidad de
obtener una mejor respuesta. Los asteriscos (*) y circulos (°) de la figura corresponden a

valores atipicos.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La seleccion del tratamiento quimioterapéutico para cada caso individual de cancer
colorrectal depende de variables clinicas y patologicas que resultan incapaces de
predecir la eficacia terapéutica de un tratamiento o de pronosticar la evolucion de un

paciente que sufre dicho tipo de cancer.

Los autores de la presente invencion han identificado un conjunto de 6 genes cuya
cuantificacion de la expresidon respecto a un valor de referencia permite,
sorprendentemente, predecir la mejor o peor respuesta de un paciente diagnosticado
de cancer colorrectal a la administracion de una terapia e identificar a un paciente
diagnosticado de cancer colorrectal que presenta baja probabilidad de responder a un
tratamiento con una terapia antitumoral. De este modo, se puede seleccionar a
aquellos pacientes que no se beneficiaran de una terapia neoadyuvante y que son
candidatos a la reseccion directa del tumor; o a aquellos pacientes que no van a

responder a una terapia adyuvante para evitar toxicidades innecesarias

METODO PREDICTIVO DE LA INVENCION

Por tanto, en un aspecto, la invencion se relaciona con un método in vifro para la
prediccion de la respuesta clinica a una terapia antitumoral en un paciente
diagnosticado de cancer colorrectal o para la identificacion de un paciente
diagnosticado de cancer colorrectal que presenta baja probabilidad de responder a un

tratamiento con una terapia antitumoral que comprende

(1) determinar los niveles de expresion de los genes ALOXI15, CTNNBI,
MAPK 14, NOS2A4, PTGES2 y PTGS2 en una muestra de dicho paciente

antes de la administracion de la terapia,

(i1) calcular un factor predictivo en base a los niveles de expresion de dichos

genes y

(1ii) comparar el valor del factor predictivo obtenido en la etapa (ii) con un

valor de referencia
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en donde una alteracién del valor del factor predictivo con respecto al valor de

referencia es indicativa de una peor respuesta clinica a la terapia antitumoral o de que el

10

15

20

25

30

paciente tiene una baja probabilidad de responder a la terapia antitumoral.

El término “prediccion”, tal como aqui se utiliza, se refiere a la determinacion de la
probabilidad de que el paciente que sufre de cancer colorrectal responda favorable o
desfavorablemente a una terapia antitumoral. Especialmente, el término
“prediccion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la valoracion
individual de la supervivencia global esperada de un paciente que sufre de cancer

colorrectal si se trata con una terapia antitumoral.

En la presente invencidn se entiende por “respuesta clinica” la respuesta de un
paciente que sufre de cancer colorrectal a una terapia antitumoral. Para evaluar la
respuesta a la terapia antitumoral puede utilizarse el sistema propuesto por Dworak
(Dworak, O. et al., 1997 Int J Colorectal Dis., 12: 19-23) que clasifica la respuesta
basandose en el grado de respuesta tumoral (GRT) en tres grupos: no respuesta
tumoral (GRT Oy 1), buena respuesta tumoral (GRT 2 y 3) y respuesta tumoral
completa (GRT 4). El término “respuesta”, tal como se usa en el presente
documento, puede ser una respuesta tumoral completa, en la que no hay células
tumorales viables; o bien una buena respuesta tumoral, en la que se produce una
regresion mayor del 25% de la masa tumoral con al menos algunas células tumorales
viables. La “no-respuesta” se define como la no-regresion o la regresion de menos
del 25% de la masa tumoral. Los pacientes que consiguen una buena respuesta o una
respuesta completa se consideran como respondedores, y el resto de pacientes como

no-respondedores.
Para determinar la respuesta al tratamiento antes de la administracion de la terapia
puede utilizarse cualquier otro parametro ampliamente aceptado para comparar la

eficacia de tratamientos alternativos. Dichos parametros incluyen, sin limitacion:

- riesgo de recaida que, tal como se usa en el presente documento, se entiende como

la probabilidad de un paciente de volver a desarrollar cancer colorrectal tras un

periodo libre de enfermedad.
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- supervivencia global que, tal como se usa en el presente documento, se refiere al

porcentaje de pacientes que sobreviven, desde el momento del diagndstico o

tratamiento, al cabo de un periodo de tiempo definido.

-muerte por enfermedad que, tal como se usa en el presente documento, se refiere al
porcentaje de pacientes que fallecen como consecuencia de la enfermedad, desde el

momento del diagndstico o tratamiento, al cabo de un periodo de tiempo definido.

En una realizacion de la invencion el parametro que se utiliza para determinar la
respuesta clinica se selecciona de riesgo de recaida, supervivencia global y muerte

por enfermedad.

En una realizacion particular de la invencion el parametro que se utiliza para

determinar la respuesta clinica es la supervivencia global.

En la presente invencion se entiende por “paciente” cualquier animal clasificado
como mamifero e incluye, pero no se limita a, animales domésticos y de granja,
primates y humanos, por ejemplo seres humanos, primates no humanos, vacas,
caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores. Preferiblemente, el
paciente es un ser humano de sexo femenino o masculino y de cualquier raza o edad.
En el contexto de la presente invencion, el paciente es un paciente que sufre de

cancer colorrectal o que ha sido previamente diagnosticado de cancer colorrectal.

El término “cancer colorrectal”, tal como aqui se utiliza, se refiere a cualquier tipo de
cancer colorrectal, es decir, a cualquier neoplasia del colon, recto o apéndice. En una
realizacion particular, el cancer colorrectal es adenocarcinoma colorrectal, mas

preferiblemente adenocarcinoma de recto.

Una vez diagnosticado el céancer colorrectal, se llevan a cabo pruebas para
determinar su estadificacion, es decir, para evaluar la extension del cancer y si €ste se
ha propagado a otras partes del organismo. La estadificacion del cancer requiere una

combinacion de examenes fisicos, colonoscopia, ultrasonidos, radiografias, etc. Los
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hallazgos obtenidos mediante estos procedimientos permiten asignar un estadio
especifico al tumor. Existen diferentes sistemas de estadiaje del cancer colorrectal,
entre 1os que se incluyen la estadificacion de Dukes, la de Astler-Coller, y la mas
habitual, la clasificacion TNM. El método de la invencion puede aplicarse a
cualquier estadio de cancer colorrectal. No obstante, en una realizacion particular, el
cancer colorrectal es un cancer en estadios II o III, mas preferiblemente en estadios

T2N1 o T3NO.

En la terapia del cancer colorrectal se pueden utilizar una variedad de tratamientos
para intentar eliminar o contener el cancer. Dependiendo de la salud del paciente, asi
como del tamafio, sitio y etapa del cancer, se puede utilizar (1) cirugia, que consiste
en eliminar la parte del colon o del recto que contiene cancer, junto con una porcion
del tejido sano que esta a su alrededor, (ii) tratamientos citotoxicos/citostaticos, tales
como quimioterapia, que utiliza medicamentos contra el cancer para destruir las
células cancerosas al hacer circular los medicamentos por el cuerpo a través de las
vias sanguineas; radioterapia, en donde se emplean radiaciones de alta energia para
matar las células cancerosas, y agentes antitumorales; y/o (iii) inmunoterapia, en
donde el compuesto administrado estimula, realza o repara la funcion natural del
sistema inmunoldgico contra el cdncer para reconocer y eliminar las células

cancerosas del cuerpo.

Como se ha explicado previamente, el método de la invencion permite al experto en
la materia predecir la respuesta clinica de un paciente que sufre de cancer colorrectal
a una terapia antitumoral. El término “terapia antitumoral” incluye tanto la terapia

antitumoral neoadyuvante como la terapia antitumoral adyuvante.

En la presente invencion, se entiende por “terapia antitumoral neoadyuvante” a una
terapia antitumoral administrada como primer paso para reducir el tamafio del tumor
antes del tratamiento principal, que generalmente consiste en cirugia. La terapia
antitumoral neoadyuvante puede incluir quimioterapia, radioterapia, agentes

antitumorales, inmunoterapia o combinaciones de las mismas.

10
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Por tanto, en una realizacion particular, la terapia antitumoral es una terapia
antitumoral neoadyuvante, preferiblemente es un tratamiento citotoxico y/o
citostatico que, en otra realizacion todavia mas particular, se selecciona del grupo de

quimioterapia, radioterapia y quimiorradioterapia.

En la presente invencidn se entiende por “terapia antitumoral adyuvante” a una
terapia antitumoral adicional administrada después del tratamiento principal para
disminuir el riesgo de recurrencia. En general engloba a toda la terapia que se usa en
conjuncion con la cirugia con el objetivo de reducir la sobrevivencia de
micrometastasis tras dicha cirugia. La terapia antitumoral adyuvante puede incluir
quimioterapia, radioterapia, agentes antitumorales, inmunoterapia o combinaciones

de las mismas.

El término “terapia antitumoral” incluye tanto terapia local como sistémica. La
“terapia antitumoral local” afecta unicamente a las células de un tumor y al area
cercana al mismo, como es el caso de la radioterapia; mientras que la “terapia
antitumoral sistémica” utiliza sustancias que viajan por la corriente sanguinea y que
alcanzan y afectan a las células de todo el cuerpo, como la quimioterapia, los agentes
antitumorales y la inmunoterapia.

En una realizacion preferida de la invencion la terapia antitumoral es terapia

antitumoral sistémica.

Los agentes quimioterapicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, agentes
alquilantes tales como, por ejemplo, ciclofosfamida, carmustina, daunorubicina,
mecloretamina, clorambucilo, nimustina, melfalan y similares; antraciclinas, tales
como, por ejemplo, daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, idarubicina,
mitoxantrona, valrubicina y similares; compuestos de taxano, tales como, por
ejemplo, paclitaxel, docetaxel y similares; inhibidores de la topoisomerasa tales
como, por ejemplo, etopoxido, tenipdxido, tulipdxido, irinotecan y similares;
andlogos de nucleotidos tales como, por ejemplo, azacitidina, azatioprina,
capecitabina, citarabina, doxifluridina, 5-fluorouracilo, gemcitabina, mercaptopurina,
metotrexato, tioguanina, ftorafur (tegafur/uracilo) y similares; agentes de base de

platino tales como, por ejemplo, carboplatino, cisplatino, oxaliplatino y similares;

1"
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agentes antineoplasicos tales como, por ejemplo, vincristina, leucovorina (o acido
folinico), lomustina, procarbazina y similares, moduladores hormonales tales como,
por ejemplo, tamoxifeno, finasterida, inhibidores de la 5-a-reductasa y similares;
alcaloides de la vinca tales como, por ejemplo, vinblastina, vincristina, vindesina,
vinorelbina y similares. Los agentes quimioterapicos adecuados se describen con
mas detalle en la bibliografia, tal como en The Merck Index en CD-ROM, 13?*

edicion.

Estos agentes quimioterapicos pueden administrarse aisladamente o formando
combinaciones en esquemas conocidos en la practica clinica como FOLFOX
(oxaliplatino-leucovorina-fluorouracilo), FOLFIRI (leucovorina-5-fluorouracilo-
irinotecan), XELOX (capecitabina-oxaliplatino) o XELIRI (capecitabina-irinotecan).
A estos esquemas se les pueden afiadir agentes inmunoterapicos como bevacizumab

o cetuximab.

En una realizacion particular del método de la invencion, la terapia antitumoral se
selecciona de 5-fluorouracilo, irinotecan, oxaliplatino, UFT-LV (tegafur/uracilo-
leucovorina), radioterapia y combinaciones de los mismos, mas preferiblemente

dicha terapia antitumoral es una terapia antitumoral neoadyuvante.

En la presente invencion se entiende por “agentes antitumorales” aquellos
compuestos o agentes quimicos, fisicos o bioldgicos con propiedades
antiproliferativas, antioncogénicas y/o carcinostaticas que pueden emplearse para
inhibir el crecimiento, la proliferacion y/o el desarrollo de tumores. Ejemplos de
agentes antitumorales que pueden emplearse en la presente invencion son (i)
antimetabolitos, tales como antifolatos y analogos de purina; (i1) productos naturales,
tales como antibioticos antitumorales e inhibidores mitéticos; (iii) hormonas y
antagonistas de las mismas, tales como androgenos y corticosteroides; y (iv) agentes
biologicos, como vectores virales. Una relacion de compuestos que pueden
emplearse como agentes antitumorales se describe en la solicitud de patente

WO02005/112973.
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En la presente invencidén se entiende por “inmunoterapia’ todas aquellas terapias
dirigidas a estimular la respuesta inmune, que incluyen (i) la inmunoterapia activa,
tal como la utilizacion de farmacos que aumentan de forma inespecifica la respuesta
inmunitaria del organismo, por ejemplo, la interleuquina 2, el factor de necrosis
tumoral o el interferon; y (ii) la inmunoterapia pasiva, que incluye anticuerpos
dirigidos contra antigenos tumorales como bevacizumab, cetuximab, trastuzumab,

panitumumab o erlotinib.

En la presente invencidén se entiende por “baja probabilidad de responder a un
tratamiento” como la probabilidad de que el paciente muestre una respuesta
desfavorable a la terapia antitumoral. Esta respuesta desfavorable puede incluir, pero
no se limita a, persistencia o incremento de los sintomas, aumento de la duracion de
la enfermedad, estado patologico no estabilizado (especificamente deteriorado),
progresion de la enfermedad, empeoramiento del estado patologico y recurrencia
(tanto local como distante), tanto detectable como no detectable. También puede
incluir la disminucion de la supervivencia, comparado con la supervivencia esperada

si no se aplica el tratamiento.

La primera etapa del método de la invencion comprende la determinacion de los
niveles de expresion de los genes ALOX15, CTNNBI, MAPKI14, NOS24, PTGES2 y
PTGS2 en una muestra del paciente en estudio antes de la administracion de la

terapia.

El término “muestra”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a
cualquier muestra biologica que puede obtenerse de un paciente. Ejemplos
ilustrativos, no limitativos, de dichas muestras incluyen muestras de biopsia, tejido,
célula o fluido (sangre, suero, plasma, saliva, semen, esputo, liquido cefalorraquideo,
liquido peritoneal, heces, orina, lagrimas, moco, sudor, leche, extractos cerebrales y
similares). En una realizacion particular, dicha muestra es una muestra de tejido,
preferiblemente una muestra de tejido tumoral, mas preferiblemente una muestra de
tejido tumoral colorrectal de un paciente que sufre cancer colorrectal. Dicha muestra
puede obtenerse por métodos convencionales, tales como biopsia, usando

procedimientos conocidos en el estado de la técnica por el experto en la ciencia
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médica. Métodos para obtener la muestra de la biopsia incluyen la reseccion
quirurgica de una masa de tejido o la microdiseccion u otros métodos de separacion
celular conocidos. Las células tumorales pueden obtenerse adicionalmente por
citologia de aspiracion mediante la puncién con una aguja fina conectada a una
jeringa. Para simplificar la conservacioén y la manipulacién de las muestras, éstas
pueden fijarse en formalina y embeberse en parafina, o congelarse primero y después
embeberse en un medio criosolidificable, tal como OCT-Compound, a través de la

inmersién en un medio altamente criogénico que permita la congelacidn rapida.

La cuantificacion de los niveles de expresion de los genes ALOXI5, CINNBI,
MAPK 14, NOS24, PIGES2 y PTGS2 puede realizarse a partir del ARN mensajero
resultante de la transcripcion de dichos genes (ARNm) o de un fragmento de dicho
ARNm. Alternativamente, la cuantificacion del nivel de expresion de dichos genes
también puede realizarse a partir de su ADN complementario (ADNc) o de un
fragmento de dichos ADNc. En una realizacion particular de la presente invencion, la
determinacion de los niveles de expresidon de los genes ALOXI5, CTNNBI,
MAPK 14, NOS24, PTGES2 y PTGS2 se lleva a cabo mediante 1a medida de los
niveles del ARN mensajero (ARNm) de dichos genes.

Para medir los niveles de ARNm de los genes de la invencion, la muestra biologica
puede tratarse fisicamente o mecanicamente para disrupcionar el tejido o las
estructuras celulares y liberar los componentes intracelulares a una solucién acuosa u
organica para preparar los acidos nucleicos para un posterior analisis. Los acidos
nucleicos se extraen de la muestra por procedimientos conocidos por el experto en la
materia y comercialmente disponibles. El ARN se extrae posteriormente de las
muestras congeladas o frescas por cualquiera de los métodos habituales, por ejemplo,
los descritos en Sambrook, J., ef al., 2001. Molecular cloning: A Laboratory Manual,
3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., Vol. 1-3. Preferiblemente, debe

evitarse la degradacion del ARN durante el proceso de extraccion.

El nivel de expresion puede determinarse usando ARNm obtenido de una muestra de
tejido fijada en formalina y embebida en parafina. EI ARNm puede aislarse de una

muestra patologica almacenada o de una muestra de biopsia que primero se desparafina.
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Un método para desparafinar la muestra es lavar la muestra parafinada con un
disolvente orgénico, tal como xileno. Las muestras desparafinadas pueden rehidratarse
con una solucion acuosa de un alcohol inferior. Alcoholes inferiores adecuados
incluyen, por ejemplo, metanol, etanol, propanoles y butanoles. Las muestras
desparafinadas pueden rehidratarse, por ejemplo, mediante sucesivos lavados con
soluciones alcohdlicas de alcoholes inferiores de concentracion decreciente.
Alternativamente, la muestra puede desparafinarse y rehidratarse simultdneamente.
Después la muestra se lisa y se extrae el ARN. También puede obtenerse ARN de

muestras de tejido tumoral fresco.

Técnicas adecuadas que pueden utilizarse en la presente invencidn para estudiar el perfil
de expresion génica son, por ejemplo, RT-PCR, SAGE, Tagman o microarrays. Los
niveles de expresion del ARNm pueden determinarse mediante transcripcion inversa
(RT) del ARNm seguida de amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y cuantificacién del producto de la amplificacion del ADNc. En una realizacion
particular de la invencion, la cuantificacion de los niveles del ARNm de los genes de
interés se realiza mediante una PCR cuantitativa multiple. La deteccidon puede realizarse

en muestras individuales o en microarrays de tejidos.

El experto en la materia apreciara que el método de la invencidén puede ponerse en
practica usando tanto niveles absolutos de expresion de los genes como niveles
relativos. Asi, en la presente invencion, la expresion “niveles de expresion” se usa para

referirse tanto a niveles absolutos como a niveles relativos de expresion de un ARNm.

La expresion “niveles absolutos de expresion” se refiere a la cantidad de ARNm de
interés total que aparece en una muestra. Dicho valor puede venir dado por la
concentracion de ARNm, expresada en unidades de masa de ARNm por unidad de
volumen (p. ¢j. en ng/ml de muestra), en nimero de moléculas de ARN por unidad de
volumen (p.ej., en pmol ARN /ml de muestra), en unidades de masa de ARNm por
unidad de masa de ARN total (pg ARNm especifico / mg de ARN total) o en nimero
de moléculas de ARN por unidad de masa de ARNm total (p.ej., en pmol ARN / mg de
ARN total).
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La expresion “niveles relativos de expresion” se refiere a la relacion entre los niveles de
expresion del ARNm objeto de estudio y de un ARNm de referencia, es decir, se define
la concentracion de ARNm de forma normalizada con respecto a dicho ARNm de

referencia.

Para normalizar los valores de expresion de ARNm entre las diferentes muestras es
posible comparar los niveles de expresion del ARNm de interés en las muestras a
analizar con la expresion de un ARN control. Como “ARN control” en la presente
invencion se entiende ARN cuyos niveles de expresion no cambian o cambian sélo en
cantidades limitadas en las células tumorales con respecto a células no-tumorales.
Preferiblemente, el ARN control es ARNm derivado de genes que se expresan de
manera constitutiva, que son aquellos que siempre estan activos o que se transcriben de
manera constante, y que codifican para proteinas que estan constitutivamente
expresadas y que llevan a cabo funciones celulares esenciales. Genes constitutivos
preferidos que pueden utilizarse en la presente invencion incluyen B-2-microglobulina
(B2M), ubiquitina, proteina ribosomal 18-S, ciclofilina, GAPDH, PSMB4 y actina. En
una realizacion preferida, el ARN control es ARNm de los genes GAPDH, B2M y/o
PSMB4.

En una realizacion de la invencion, la cuantificacion de la expresion génica relativa se
calcula segun el método Ct comparativo usando GAPDH, B2M y PSMB4 como control
endogeno y controles de ARN comercial como calibradores. Los resultados finales se
determinan segun la férmula 2-(ACt de la muestra — ACt del calibrador), donde los
valores ACT del calibrador y de la muestra se calculan restando el valor CT del gen en
estudio del valor del gen control. El resultado final obtenido para cada gen en esta etapa

es un valor absoluto de expresion.

El perfil génico cuya expresion se analiza en el método de la presente invencion esta

formado por 6 genes: ALOX15, CTNNBI, MAPK 14, NOS2A, PTGES2 y PTGS2.
El gen ALOXI5 (UniGene Hs.73809) codifica para la enzima lipooxigenasa 15

(Seiler, A., et al. 2008, Cell Metab, 8: 237-48); el gen CTNNBI (UniGene
Hs.476018) codifica para la proteina beta-catenina (Fodde, R., ef al. 2001, Nat Rev
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Cancer, 1: 55-67); el gen MAPKI4 (UniGene Hs.485233) codifica para la enzima
proteina quinasa 14 activada por mitogeno, también conocida como MAP quinasa
p38 (Fang, J.Y ., Richardson, B.C. 2005, Lancet Oncol, 6: 322-7); el gen NOS24 o
NOS2 (UniGene Hs.709191) codifica para la proteina 6xido nitrico sintasa 2
inducible (Cook, T., er al 2004, Cancer Res, 64: 8015-21); el gen PTGES2
(UniGene Hs.495219) codifica para la proteina prostaglandina E sintasa 2 (Hull,
M.A. et al. 2004, Mol Cancer Ther, 3: 1031-9); y el gen PTGS2, también conocido
como (COX-2 (UniGene Hs.196384), codifica para el enzima prostaglandina
endoperoxido sintasa 2 (o ciclooxigenasa 2) (Greenhough, A., et al 2009,

Carcinogenesis, 30: 377-86).

El experto en la materia entiende que las mutaciones en la secuencia de nucleotidos
de dichos genes no afectan a la deteccion de la expresion de los mismos y, por lo
tanto, las variantes de estos genes generadas por mutaciones de su secuencia de

nucledtidos caen dentro del &mbito de la presente invencion.

Una vez que se ha determinado un valor de expresion de los genes ALOXI1S,
CTNNBI1, MAPK 14, NOS2A, PTGES2 y PTGS2 en una muestra, la etapa (i1) de la
invencion consiste en calcular un factor predictivo en base a los niveles de expresion

de dichos genes.

En la presente invencidn se entiende por “factor predictivo” o “factor prondstico” a
un factor que se obtiene del conjunto de los valores de expresion de los seis genes.
Este factor predictivo o prondstico puede calcularse mediante la suma de los valores
de expresidn obtenidos para cada gen en la etapa (i). Opcionalmente, los valores de
expresion obtenidos para cada gen en la etapa (i) pueden corregirse mediante un
coeficiente de correccion y calcular, posteriormente, una puntuacion resultante del
conjunto de los seis genes. Los métodos estadisticos para calcular dichos coeficientes
de correccion son conocidos por el experto en la materia. En uno de los métodos
estadisticos que puede utilizarse en la invencion se usa el analisis factorial, mediante
el que se generan 3 componentes para cada gen, asignandose a cada componente un
coeficiente de correccion. El valor absoluto de expresion obtenido para cada gen en

la etapa (1) puede multiplicarse por cada uno de los tres coeficientes de correccion.
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La suma de los valores corregidos obtenidos para cada uno de los genes en el
componente 1 genera el factor 1. Para obtener el factor 2 se suman los valores
corregidos para cada uno de los genes en el componente 2. Y, finalmente, la suma de
los valores corregidos de cada uno de los genes en el componente 3 genera el factor
3. Dichos factores pueden combinarse mediante la siguiente fébrmula para obtener el

factor predictivo o pronostico (puntuacidn) del conjunto de los 6 genes.

Factor predictivo o prondstico (puntuacion) = raiz cuadrada (factor 1 + factor 2 +

factor 3°%)

En una realizacion preferida de la invencion el factor predictivo o prondstico se
calcula mediante la suma de los niveles de expresion de los genes, opcionalmente

corregidos usando un coeficiente para cada gen.

Finalmente, la etapa (iii) de la invencion consiste en comparar el valor del factor
predictivo obtenido en la etapa (ii) con un valor de referencia. La coleccion de
muestras de las que deriva el valor de referencia esta constituida preferiblemente por
pacientes que sufren el mismo tipo de cancer, es decir, cancer colorrectal, o una
mezcla de tejidos colorrectales de individuos normales no afectados de cancer

colorrectal.

El valor de referencia puede determinarse mediante técnicas bien conocidas en el
estado de la técnica, por ejemplo, determinando la media de los niveles de expresion
de los genes ALOX15, CTNNB1, MAPKI14, NOS2A, PIGES2 y PTGS2 medidos en
tejido tumoral procedente de muestras de biopsias de pacientes que sufren de cancer
colorrectal que responden o no a la terapia antitumoral , o en tejido colorrectal
normal. Alternativamente, el valor de referencia podria corresponder al valor de la
media de los niveles de expresion de los genes ALOXI15, CTNNBI, MAPKI4,
NOS2A, PIGES2 y PTGS2 medidos en una muestra de ARN obtenida mezclando
cantidades iguales de ARN de cada una de las muestras tumorales obtenidas de
biopsias de los pacientes que sufren cancer colorrectal y que responden o no a una
terapia antitumoral. El valor de referencia también puede obtenerse de genes que se

expresan de forma constitutiva procedentes del mismo paciente.
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En una realizacion preferida de la invencion el valor de referencia se calcula a partir
de los valores de expresidn de los genes ALOX15, CTNNBI, MAPK 14, NOS2A4,
PTGES2 y PTGS2 en una poblacion de muestras de pacientes que no responden a la
terapia antitumoral, mas preferiblemente el valor de referencia es la media de estos

valores.

Una vez establecido el valor de referencia, el valor del factor predictivo obtenido en
la etapa (i1) puede compararse con este valor de referencia y, por lo tanto, permite
detectar alteraciones en el valor del factor predictivo con respecto al valor de

referencia.

En el contexto de la presente invencion, se entiende por “alteracion del valor del
factor predictivo con respecto al valor de referencia” cualquier variacion del factor
predictivo por encima o por debajo del valor de referencia. Una variacion del factor
predictivo por encima del valor de referencia puede ser de al menos 1,1 veces, 1,5
veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces,
80 veces, 90 veces, 100 veces o incluso méas comparado con el valor de referencia.
Por otra parte, una variacion del factor predictivo por debajo del valor de referencia
puede ser de al menos 0,9 veces, 0,75 veces, 0,2 veces, 0,1 veces, 0,05 veces, 0,025
veces, 0,02 veces, 0,01 veces, 0,005 veces o incluso menos comparado con el valor

de referencia.

Una vez que se ha realizado dicha comparacion, el método de la invencidn permite
hacer una prediccidn de si el paciente mostrara una mejor o peor respuesta a la
terapia antitumoral. Mas concretamente, en el método de la invencion una alteracion
del valor del factor predictivo con respecto al valor del factor de referencia es
indicativa de una peor respuesta a la terapia antitumoral o de que el paciente tiene

una baja probabilidad de responder a la terapia antitumoral.
En una realizacion particular, cuando el valor del factor predictivo es superior al

valor de referencia, es indicativo de una mejor respuesta clinica a la terapia

antitumoral. En otra realizacidon de la invencion, cuando el valor del factor predictivo
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es superior al valor de referencia, es indicativo de una peor respuesta clinica a la

terapia antitumoral.

En otra realizacion de la invencion, cuando el valor del factor predictivo es inferior a
la media de los pacientes no-respondedores, es indicativo de una peor respuesta

clinica a la terapia antitumoral.

Los términos “mejor” o “peor” respuesta, tal como se usan en el presente documento,
referidos a la respuesta clinica, se refieren a un paciente que muestra una respuesta

favorable o desfavorable a la terapia antitumoral.

La expresion “baja probabilidad de responder a un tratamiento” ya se ha definido
anteriormente. Como es bien sabido por el experto en la materia, la evaluacion de la
probabilidad, aunque seria lo preferible, habitualmente no es correcta para el 100%
de los pacientes que se analizan. El término, sin embargo, requiere que una
proporcion estadisticamente significativa de pacientes puedan identificarse como
poseedores de una predisposicion a no responder a una terapia antitumoral. Para
determinar si una proporcidon es estadisticamente significativa pueden utilizarse
varias herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas por el experto en la
materia, por ejemplo, la determinacién de intervalos de confianza, la determinacion
del valor p, la prueba t de Student, la prueba de Mann-Whitney, etc. Para mas
detalles, consultar Dowdy & Wearden, Statistics for Research, John Wiley & Sons,
New York 1983. Intervalos de confianza preferidos son al menos 50%, al menos
60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%. Los valores p

son, preferiblemente, 0,2, 0,1, 0,05.

El método de la invencion, al identificar a aquellos pacientes que tienen una baja
probabilidad de responder a la terapia antitumoral neoadyuvante, permite descartar a
los pacientes no-respondedores y someterlos directamente a cirugia sin méas demora
y evitando, al mismo tiempo, los efectos secundarios asociados a la administracion

de dicha terapia.
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Por otra parte, dicho método también es util para identificar a aquellos pacientes que
tienen una baja probabilidad de responder a la terapia antitumoral adyuvante, lo que
permite evaluar la relacion beneficio-riesgo y descartar a aquellos pacientes que no

van a responder para evitar efectos secundarios innecesarios.

Los pacientes que mas se pueden beneficiar de esta prediccion son aquellos en los
que no exista una indicacion clara de neoadyuvancia o adyuvancia, como los
pacientes de riesgo intermedio y con estadificacion T2N1, T3NO, y también los
pacientes ancianos en los que existe una dudosa relacion beneficio/riesgo. Por lo
tanto, en una realizacion de la presente invencion, el método se aplica a pacientes
que se seleccionan del grupo de (i) un paciente que tiene un cancer colorrectal en

estadio T2N1 o T3NO y; (ii) un paciente anciano.

En el contexto de la presente invencion se consideran “pacientes ancianos’ a
aquellos pacientes de edad avanzada que sufren cancer colorrectal. La edad a partir
de la cual un paciente puede considerarse anciano varia en funcién de la especie. En
general, un paciente anciano muestra algun signo de envejecimiento tal como,
aumento en la incidencia de enfermedades, disminucion de la masa muscular,
pérdida de movilidad, disminucion de la capacidad de los sentidos (vista, olfato,
oido), deterioro cognitivo, disminucion de la capacidad de regeneracion de los
tejidos, alteraciones del comportamiento, etc. En el contexto de la presente
invencion, cuando los pacientes son seres humanos, se consideran pacientes ancianos
aquellos con edad igual o superior a 65 afios que sufren cancer colorrectal.

KITS DE LA INVENCION Y SUS USOS

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un kit para predecir la respuesta de un
paciente que sufre cancer colorrectal a una terapia antitumoral que comprende
reactivos adecuados para la deteccion de los niveles de expresion de los genes

ALOXI15, CTNNBI, MAPKI4, NOS2A, PTGES2 y PTGS2. En una realizacion

particular la terapia antitumoral es una terapia antitumoral neoadyuvante.
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de un kit como el definido
anteriormente para predecir la respuesta de un paciente que sufre cancer colorrectal a

la terapia antitumoral, preferiblemente a la terapia antitumoral neoadyuvante.

El término “kit”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
combinacidén de un conjunto de reactivos adecuados para la deteccion de los niveles
de expresion de los genes ALOX15, CINNBI, MAPK 14, NOS2A, PTGES2 y PTGS2
junto con uno o mas tipos de elementos o componentes (por ejemplo, otros tipos de
reactivos bioquimicos, contenedores, envases adecuados para su venta comercial,
sustratos a los que los reactivos estan unidos, componentes de hardware electronicos,

etc.)

En la presente invencion, se entiende como “reactivo adecuado para la deteccion de
los niveles de expresion de los genes”, a cualquier compuesto o composicion que
puede usarse para detectar los genes ALOX15, CTNNB1, MAPK 14, NOS2A, PTGES?2
y PT1GS2 y, opcionalmente, reactivos para detectar uno o mas genes constitutivos.
Este conjunto de reactivos puede incluir, sin limitarse a, acidos nucleicos capaces de

hibridarse especificamente con cada uno de los genes, sondas, etc.

Acidos nucleicos capaces de hibridarse especificamente con cada uno de los genes
ALOXI5, CINNBI1, MAPK 14, NOS2A4, PIGES2 y PTGS?2 son, por ejemplo, uno o
mas pares de cebadores u oligonucleotidos para la amplificacién especifica de los
fragmentos del ARNm (o de su correspondiente ADNc) de dichos genes y/o una o

mas sondas para la identificacion de dichos genes.

Como entendera el experto en la materia, los oligonucleétidos y sondas del kit de la
invencion pueden usarse en todas las técnicas de determinacion de perfiles de
expresion génica (RT-PCR, SAGE, TagMan, PCR a tiempo real, PCR cuantitativa

multiple, etc.).
En una realizacion preferida de la invencion, los reactivos adecuados para la

deteccion de los niveles de expresion de los genes ALOX1S5, CTNNBI, MAPK 4,
NOS2A, PTGES2 y PTGS2 son oligonucledtidos y sondas.
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Dichos reactivos, especificamente las sondas, pueden fijarse a un soporte solido, tal
como una membrana, un plastico o un vidrio, tratado opcionalmente para facilitar la
fijacion de dichas sondas al soporte. Dicho soporte solido comprende, al menos, un
conjunto de sondas que se hibridan especificamente con los genes ALOXIS,
CTNNB1, MAPKI14, NOS2A4, PIGES2 y PTGS2, y que pueden usarse para la

deteccidn de los niveles de expresion mediante tecnologia de arrays.

Los kits de la invencidén comprenden adicionalmente reactivos para detectar un ARNm
codificado por un gen constitutivo. La disponibilidad de dichos reactivos adicionales
permite la normalizacion de las medidas realizadas en diferentes muestras (por ejemplo,
la muestra a analizar y la muestra control) para excluir que las diferencias en la
expresion de los biomarcadores sean debidas a diferente cantidad de ARNm total en la
muestra, mas que a diferencias reales en los niveles relativos de expresion. Los genes
constitutivos, en la presente invencidn, son genes que siempre estan activos o que se
transcriben de manera constante y que codifican para proteinas que estan
constitutivamente expresadas y que llevan a cabo funciones celulares esenciales. Genes
constitutivos preferidos que pueden utilizarse en la presente invencién incluyen [-2-
microglobulina (B2M), ubiquitina, proteina ribosomal 18-S, ciclofilina, GAPDH,
PSMB4 y actina. En una realizacion preferida, el ARN control es ARNm de los genes
GAPDH, B2M y/o PSMB4.

Todas las realizaciones particulares del método de la presente invencidn son

aplicables a los kits de la invencion y a sus usos.

El siguiente ejemplo es meramente ilustrativo y no se debe considerar como

limitativo de la invencion.

EJEMPLO

I. MATERIAL Y METODOS

Pacientes
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Se seleccionaron 53 pacientes, mayoritariamente con estadios II y III de
adenocarcinoma de recto por debajo de 10 cm de margen anal, que recibieron dos o mas
ciclos de quimioterapia y 50.4 Gy de radioterapia antes de la cirugia. Los pacientes
fueron reclutados retrospectivamente y las variables clinico-patoldgicas registradas

(Tabla 1).

Tabla 1: Pacientes y caracteristicas tumorales

Nuimero total de
pacientes N=53
N (%)
Edad media (rango) 64 (37-80)
Sexo
Mujeres 25 (47,2)
Varones 28 (52,8)
Escala ECOG
(Eastern Cooperative Oncologic Group)
0 19 (42,2)
1 25 (55,6)
2 1(2,2)
indeterminado 8
Clasificacion pre-QRT clinica del
tumor (T)
uT2 3(7.1)
uT3 36 (85,8)
uT4 3(7.1)
indeterminado 11
Clasificacion pre-QRT clinica nodal (N)
Negativa 21 (43.7)
Positiva 27 (56,2)
indeterminado 5(10,4)
Estadio clinico
I 1(2,4)
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11 14 (33,3)
il 27 (64,3)
indeterminado 11
Clasificacion post-QRT patoléogica del
tumor (pT)
T1 3(7.1)
T2 10 (23,8)
T3 28 (66,7)
T4 1(2,4)
indeterminado 11
Numero de ganglios aislados (pN) [0 (0-8)
promedio (rango)
Estadio patolégico
0 10 (18,9)
1 12 (22,6)
2a 17 (32,1)
2b 2 (3.8)
3a 1(1,8)
3b 5(9,4)
3¢ 6 (11,4)
Nuamero de ganglios aislados (pN) 8 (0-27)
total promedio (rango)
Numero de ganglios negativos (pN1) |7 (0-21)
promedio (rango)
Grado
No respuesta (NR) 15 (28,3)
Buena respuesta 28 (52,8)
Respuesta completa 10 (18,9)
CEA promedio (rango) 2,8 (0,6-39,1)
Linfocitos
Moderado-leve 27 (50,9)

No

26 (49,1)
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Monocitos
No 37 (69,8)
Si 16 (30,2)
Quimioterapia previa
5-fluorouracilo 8 (15,1)
irinotecan 1(1,9)
oxaliplatino 27 (50,9)
UFT-LV 17 (32,1)

Numero de ciclos promedio de |3 (1-11)

radioterapia previa (rango)

Quimioterapia adyuvante

5-fluorouracilo 2(3.,8)
irinotecan 6 (11,3)
oxaliplatino-raltitrexed 16 (30,2)
UFT-LV 16 (30,2)
No 13 (24,5)

Numero de ciclos promedio de |6 (2-8)

radioterapia adyuvante (rango)

Distancia promedio al margen anal

(rango)

<6 cm 33 (62,3)

> 6 cm 20 (37,7)
Puntuacion promedio (rango) 0,63 (0,42-5,19)

UFT-LV: uracilo/tegafur-leucovorina

En el andlisis estadistico se incluyeron los 53 pacientes y se estudio la muestra
pretratamiento. Se obtuvieron consentimientos informados en todos los casos, y el
estudio fue previamente aprobado por los correspondientes comités de ética del

hospital.

Seguimiento
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Los pacientes se siguieron a intervalos de tres meses durante dos afios, después cada
seis meses durante tres afios, y mas tarde anualmente. Las evaluaciones consistieron en
un examen fisico, hemograma y bioquimica. La colonoscopia, la ecografiay la
tomografia computerizada se realizaron segun unas guias estandar
(http://www.asco.org/asco/downloads/Colon_Cancer Tool 11-1-05.xls). Siempre que

fue posible, se recomend6 una confirmacién histopatologica de recurrencia.

Respuesta y grado de regresion tumoral (GRT)

El GRT se determin6 mediante el examen histopatologico de los especimenes
quirargicos, segun la cantidad de células tumorales viables y la fibrosis acompafiante
producida por el tratamiento, de acuerdo al sistema propuesto por Dworak (Dworak, O.

et al., 1997 Int J Colorectal Dis, 12: 19-23).

La respuesta a la quimioradioterapia se clasifico en tres grupos basandose en el GRT:
no respuesta tumoral (NR) que incluyo6 los GRT Oy 1, buena respuesta (GRT 2y 3) y
respuesta tumoral completa (GRT 4), dado que se pueden establecer estos tres grupos
con supervivencias diferenciadas. Los grados de regresion se definen como GRT Oy 1
(no regresion o menos del 25% de la masa tumoral); GRT 2 y 3 (regresion mayor del
25% de la masa tumoral con al menos algunas células tumorales viables); y GRT 4

(respuesta completa patoldgica, no células tumorales viables).

Preparacion de las muestras

Para el analisis de arrays de baja densidad mediante PCR cuantitativa multiple se
utilizaron las muestras tumorales de los 53 pacientes del estudio, que tenian historia
clinico-patologica completa. Las muestras embebidas en parafina se tifieron con
hematoxilina-eosina y fueron analizadas por un patélogo. Se requiri6 un
enriquecimiento en células tumorales superior al 75% y, cuando fue preciso, se realizé
una posterior macrodiseccion con cuchilla de seguridad. EI ARN se extrajo de 5-10
secciones de cinco micras a partir de las muestras parafinadas utilizando técnicas

estandar.

PCR cuantitativa multiple

27


PC093
Nota adhesiva
None definida por PC093

PC093
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC093

PC093
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC093


10

15

20

25

30

ES 2393709 Al

La totalidad del contenido en ARN se midid y verificé espectrofotométricamente y
electrofotométricamente. La transcripcion inversa se realizo a partir de 200 ng de ARN
total usando el High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Las reacciones de PCR cuantitativa multiple se realizaron en placas de 384
pocillos mediante el sistema de PCR cuantitativa multiple en muestras de 50 pl con
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) y 50 ul de ADNc
correspondientes a 50 ng de ARN total por canal de tarjeta microfluidica. La expresion
de cada gen se midio en triplicado, y se normalizo en relacion a tres genes de referencia

(GAPDH, B2M y PMSB4).

Analisis estadistico

Estadistica descriptiva. En el caso de variables cualitativas se calcularon las
frecuencias absolutas de aparicion de cada modalidad de la variable y las frecuencias
relativas expresadas en porcentajes. Para las variables cuantitativas se calcularon las
medidas de tendencia central media o mediana. Como medidas de dispersion se utilizo

la desviacion tipica y el recorrido de la variable.

Estadistica inferencial. Para variables cualitativas se aplico el test de chi al cuadrado
con la correcion de Yate, y en el caso de Tablas de 2x2 la prueba exacta de Fisher.
Antes de proceder a la aplicacion de test de hipotesis para variables cuantitativas se
aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov (KS) para estudiar el tipo de distribucion que
seguia la variable (normal, no normal). Para aquellas variables donde la prueba KS
indicara que seguia una distribucidén normal se aplicaron pruebas paramétricas (t de
Student) y en caso contrario test no paramétricos (Wilcoxon, U de Mann-Whitney). El

método de Kaplan-Meier fue empleado para estimar la supervivencia global.

Normalizacion de C.,.

Como paso previo al andlisis de los datos procedentes de la PCR cuantitativa se
procedio a la normalizacion de los mismos. Para ello se utilizaron dos modelos, que han
sido evaluados posteriormente: a) normalizar con tres genes y b) normalizar con 12
genes. Debido a la variabilidad obtenida con la normalizacion tipo b) se decidio aplicar
el primer método. En todos los casos se normalizé por la media de cada gen calculada

en toda la serie de pacientes.
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Andlisis factorial
Con el fin de reducir dimensiones en la matriz de datos, se utilizo el analisis factorial
utilizando los datos normalizados y aplicando el método varimax para rotar los ejes o

componentes. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Componente
1 2 3
ALOX15-Hs00609608 m1 ,011 -,014 ,997
CTNNB1-Hs00170025 m1 ,940 ,186 ,010
MAPK14-Hs00176247 ml ,930 ,310 ,042
NOS2A-Hs00167248 ml ,128 ,937 -,054
PTGES2-Hs00228159 m1 ,958 ,064 -,033
PTGS2-Hs00153133 m1 ,564 577 ,102

Tabla 2. Matriz de componentes rotados. Para obtener esta tabla se utilizé un método
de extraccion (analisis de componentes principales) y un método de rotacion

(normalizacién Varimax con Kaiser). La rotacion convergid en cuatro iteraciones.

Andlisis de conglomerados jerdrquicos

Para evaluar la posible existencia de grupos que permitan caracterizar grupos de
pacientes, se realizaron dos anélisis de conglomerados jerarquicos: uno por pacientes y
otro por genes normalizados. Se utilizé el método del vecino mas préximo y la distancia

euclidea al cuadrado como medida.

Prediccion de clase y validacion

Se utilizé un método de prediccion de clase para determinar si los patrones de expresion
génica podrian ser empleados para predecir la respuesta. Se desarrollé una funcion
multivariante basada en la expresidén génica que predice con precision la clase de
miembro (respondedor/no respondedor) en una muestra de prueba, sobre la base de

expresion de genes clave.

II. RESULTADOS
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Datos clinicos y patologicos
Los datos histopatologicos de los 53 pacientes incluidos en este estudio se ilustran en la

Tabla 1.

PCR cuantitativa maltiple y supervivencia

El estudio de la expresidn génica en relacion a la supervivencia de los pacientes
permitio identificar un perfil de 6 genes con relacidn estadisticamente significativa con
la supervivencia global p= 0,009, aunque no se logro la significacion estadistica cuando

se compar6 con la supervivencia libre de enfermedad (Figura 1).

PCR cuantitativa maltiple y respuesta tumoral a la quimiorradioterapia

Los tres grados de respuesta denominados no respuesta, buena respuesta y respuesta
completa se distribuyeron en 15 (28,3%), 28 (52,8%) y 10 (18,9%), respectivamente. El
GRT se relaciond con la supervivencia libre de enfermedad (SLE) de los pacientes,
observandose una clara tendencia a la recidiva a menor GRT. EIl perfil de 6 genes
encontrado permitid clasificar a los pacientes en los tres grupos de respuesta de una

manera estadisticamente significativa (p = 0,02, Figura 2).

IIL. DISCUSION

Los resultados de este estudio han permitido identificar un perfil de 6 genes con valor
predictivo de respuesta al tratamiento en el cancer colorrectal y que permite discriminar
significativamente entre los grados de respuesta patologica clasificados como no-
respuesta (grados de regresion GRT 0 y 1), buena respuesta (grados de regresion GRT 2
y 3) y respuesta completa (grados de regresion GRT 4).

La prediccion de la respuesta al tratamiento permite adecuar los tratamientos y actuar de
forma mas o menos agresiva. Los pacientes que mas se pueden beneficiar de esta
prediccion son aquellos en los que no exista una indicacion clara de neoadyuvancia o
adyuvancia, en virtud de las incertidumbres clinicas (pacientes de riesgo intermedio,
como los casos de enfermedad T2N1 y T3NO; aquellos con deficiente estadificacion
clinica, especialmente frecuente en relacion a la estadificacion nodal, pacientes ancianos

con dudosa relacion beneficio/riesgo, etc.).
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La no-respuesta a la terapia antitumoral se predice con una elevada sensibilidad, del
80%. De nuevo esta prediccion es de enorme interés, pues dada la muy escasa
probabilidad de beneficio, estos enfermos deberian salir del protocolo habitual de
tratamiento preoperatorio y ser intervenidos directamente, evitando demoras
innecesarias en el tratamiento local, que dan oportunidad al mayor riesgo de estos
enfermos de desarrollar metastasis a distancia y complicaciones locales como
obstruccion intestinal. Adicionalmente, se evitaria en estos pacientes la exposicion a la

considerable toxicidad de la quimiorradioterapia.

La presente invencion presenta ventajas frente a otras huellas gendmicas conocidas
en el estado de la técnica que predicen la respuesta a la terapia antitumoral
neoadyuvante en pacientes de cancer colorrectal, ya que el método de la invencion
utiliza un menor namero de genes, y por primera vez permite comparar la expresion

de las colecciones de genes con la supervivencia de los pacientes.
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REIVINDICACIONES

Un método in vifro para la prediccion de la respuesta clinica a una terapia
antitumoral  en un paciente diagnosticado de cancer colorrectal o para la
identificacion de un paciente diagnosticado de cancer colorrectal que presenta
baja probabilidad de responder a un tratamientocon una terapia antitumoral que
comprende
(1) determinar los niveles de expresion de los genes ALOXIS5, CTNNBI,
MAPK 14, NOS2A4, PTGES2 y PTGS2 en una muestra de dicho paciente
antes de la administracion de la terapia,
(i1) calcular un factor predictivo en base a los niveles de expresion de dichos
genes y
(1ii) comparar el valor del factor predictivo obtenido en la etapa (ii) con un
valor de referencia
en donde una alteracion del valor del factor predictivo con respecto al valor de
referencia es indicativa de una peor respuesta clinica a la terapia antitumoral o
de que el paciente tiene una baja probabilidad de responder a la terapia

antitumoral.

Un método segun la reivindicacion 1 en donde el factor predictivo se calcula
mediante la suma de los niveles de expresion de los genes, opcionalmente

corregidos usando un coeficiente para cada gen.

Un método segun la reivindicacion 2 en donde el valor de referencia se calcula a
partir de los valores de expresion de los genes ALOX15, CTNNBI, MAPK 14,
NOS2A4, PTGES2 y PTGS2 en una poblacion de muestras de pacientes

respondedores y no respondedores a la terapia antitumoral.
Un método segun la reivindicacion 3 en donde el valor de referencia es la media

de los valores obtenidos a partir de la poblacion de muestras de pacientes que no

responden a la terapia antitumoral.
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Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en donde la respuesta
clinica se selecciona de riesgo de recaida, supervivencia global y muerte por

enfermedad

Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en donde la respuesta

clinica es supervivencia global.

Un método segun las reivindicaciones 1 a 6 en donde la terapia antitumoral se

selecciona del grupo de quimioterapia, radioterapia y quimioradioterapia.

. Un método segun las reivindicaciones 1 a 7 en donde la terapia antitumoral es

terapia antitumoral sistémica.

Un método segun las reivindicaciones 1 a 8 en donde la terapia antitumoral es

una terapia antitumoral neoadyuvante.

Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en donde la
determinacién de los niveles de expresion de los genes ALOXI5, CTNNBI,
MAPK 14, NOS24, PIGES2 y PTGS2 se lleva a cabo mediante la medida de los
niveles del ARN mensajero (ARNm de dichos genes.

Un método segun las reivindicaciones 1 a 10 en donde el paciente se selecciona
del grupo de
(1) un paciente que tiene un cancer colorrectal en estadio T2N1 o T3NO

(i1) paciente anciano

Un kit para predecir la respuesta de un paciente que sufre cancer colorrectal a
una terapia antitumoral que comprende reactivos adecuados para la deteccion de
los niveles de expresion de los genes ALOXI5, CTINNBI, MAPK 14, NOS24,
PTIGES2 y PTGS?2.

Un kit segun la reivindicacion 12 en donde la terapia antitumoral es una terapia

antitumoral neoadyuvante.
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14. Uso de un kit seglin la reivindicacion 12 para predecir la respuesta de un

paciente que sufre cancer colorrectal a una terapia antitumoral.

15. Uso de un kit segun la reivindicacion 14 en donde la terapia antitumoral es una

terapia antitumoral neoadyuvante.
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D02 DEL RIO, M. et al. Gene expression signature in advanced 01.03.2007
colorectal cancer patients select drugs and response for the use
of leucovorin, fluorouracil, and irinotecan. Journal of Clinical
Oncology. Vol. 25(7). Pags. 773-780.ISSN 0732-183X (print).
doi:10.1200/JC0.2006.07.4187.

D03 ES 2332557 Al (UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID) 08.02.2010
D04 OGINO, S. et al. Cyclooxygenase-2expression is an independent 15.12.2008
predictor of poor prognosis in colon cancer. Clinical Cancer
Research. Vol. 14(24). Pags.8221-8227. ISSN 1078-0432 (Print)
doi:10.1158/1078-0432.CCR-08-1841.

D05 US 2009275057 Al (LINKE et al.) 05.11.2009
D06 BRETTINGHAM-MOORE, K. H. et al. Pretreatment transcriptional 11.01.2011
profiling for predicting response to neo adjuvant chemoradio
therapyin rectal adenocarcinoma. Clinical Cancer Research.
Vol. 17(9). Pags. 3039-3047. ISSN1557-3265 (electronic).
doi:10.1158/1078-0432.CCR-10-2915

DO7 CARDOSO, J. et al. Expression and genomic profiling of 00.01.2007
colorectal cancer. Biochimica et Biophysica Acta. (2007).

Vol. 1775(1). P&gs.103-137. ISSN 0304-419X  (print).
doi:10.1016/j.bbcan.2006.08.004

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La invencion se refiere a un método in vitro para predecir la respuesta clinica a una terapia antitumoral de un paciente
diagnosticado de cancer colorrectal (CRC), basado en el analisis de los niveles de expresion del grupo de genes formado
por ALOX15, CTNNB1, MAPK14, NOS2A, PTGES2 y PTGS2. También se refiere a un kit para la puesta en practica del
método.

D01 divulga una huella gendmica para el andlisis de la sensibilidad a la quimioterapia de células de CRC. Se mencionan dos
de los genes de la invencion (MAPK14 y CTNNBL1), pero no se describen formando parte del mismo grupo de marcadores ni
se divulga el resto de los componentes de la huella genémica de la invencion.

D02 predice la respuesta a la quimioterapia en CRC utilizando un grupo de 14 genes, ninguno de los cuales coincide con los
de la invencion.

D03 divulga métodos de prondstico de la evolucion del CRC tras la administracion de una terapia y de evaluacion de sus
efectos, midiendo los niveles de expresion de 13 genes. Ninguno de los genes descritos coincide con los de la invencion.

El estado de la técnica demuestra que los genes que forman parte de la huella gendmica de la invencion estan relacionados
con el CRC y en muchos casos se utilizan como marcadores de prondstico de la enfermedad o como indicadores de la fase
en la que se encuentra (ver D04-D07). Sin embargo, ninguno de los documentos citados divulga el grupo de genes del
método de la invencion, ni su uso para predecir la respuesta a la quimioterapia.

En consecuencia, las reivindicaciones 1-15 cumplen con el requisito de novedad (Art. 6 LP)

Puesto que no existe sugerencia o indicacion en el estado de la técnica constituido por los documentos D01-DO7 para
modificar o adaptar las huellas genémicas que describen, ni se aprecia posibilidad para que el experto en la materia los
combine en el sentido de la invencién, se considera que las reivindicaciones 1-15 también cumplen con el requisito de
actividad inventiva (Art. 8 LP).
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