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DESCRIPCION

Procedimiento in vitro para el prondstico de la progresion de un cancer y del resultado en un paciente y medios para
llevar a cabo dicho procedimiento

Sector de la técnica
La presente invencion se refiere al sector del prondstico del resultado de un cancer en un paciente.

Mas precisamente, esta invencion se refiere al pronostico del resultado de un cancer en un paciente, cuyo
pronostico se basa en la cuantificacion de uno o varios marcadores bioldgicos que son indicativos de la presencia
de, o alternativamente el nivel de, la respuesta inmune adaptativa de dicho paciente contra dicho cancer.

Estado de la técnica

Dado que el cancer es la segunda causa de mortalidad, en particular en Europa y en Estados Unidos, se estan
invirtiendo una gran cantidad de esfuerzos y recursos econémicos en el desarrollo de estrategias terapéuticas
nuevas. Sin embargo, la necesidad de herramientas de diagnoéstico y prondstico fiables es una etapa limitante de la
aplicacion exitosa de una terapia de cancer. La mejor forma de manifestarlo es mediante el hecho de que la mayor
parte de los marcadores de cancer conocidos actualmente son muy poco fiables.

En la actualidad, los tumores malignos se clasifican generalmente segun el sistema TNM. El sistema de clasificacion
TNM (para “Tumor-Node-Metastasis”, "Tumor-Ganglio-Metastasis”) utiliza el tamafo del tumor, la presencia o
ausencia de tumores en ganglios linfaticos regionales, y la presencia o ausencia de metéastasis distantes, para
asignar un estadio al tumor (AJCC Cancer Staging Manual (“Manual de estadificacion del cancer de la AJCC”) ,
Lippincott, 5% edicion, pags. 171-180, 1997). El estadio asignado se utiliza como base para la seleccion de una
terapia apropiada y para propositos de pronéstico. Cuando se aplica para la estadificacion de canceres colorrectales,
el sistema TNM permite la distincion entre (T) el grado de invasién de la pared intestinal, que oscila entre TO y T4,
(N) el grado de implicacion de ganglios linfaticos, que oscila entre NO y N3 y (M) el grado de metastasis, que oscila
entre MO y M1.

Para canceres colorrectales, también se puede asignar un estadio al tumor segun la clasificacion de Duke. La
clasificacion de Dukes permite la distincion, como minimo, entre cuatro estadios de tumor principales,
respectivamente (A) tumor confinado en la pared del intestino, (B) extension del tumor a través de la pared del
intestino, (C) implicacion de ganglios regionales y (D) existencia de metastasis distante.

Sin embargo, las clasificaciones clinicas anteriores, aunque son Uutiles, son imperfectas y no permiten un prondstico
fiable del resultado de los canceres. Esto es particularmente cierto para los canceres asignados como Clase B de
Duke, que son de una gran variedad de gravedad.

En lugar de la estadificacion clinica convencional, en la técnica se han dado a conocer una gran cantidad de
marcadores bioldgicos, entre los que se incluyen genes y proteinas, que serian potencialmente Utiles para el
diagnéstico o el prondstico de una gran variedad de canceres. De forma destacable, se han dado a conocer diversos
procedimientos para proporcionar patrones de expresion génica que serian potencialmente utiles como herramientas
para el diagnéstico o prondstico del cancer, incluyendo para el diagndstico o prondstico de canceres colorrectales.

En este contexto, diversos trabajos de la técnica anterior se dirigieron hacia la demostracién de una relacién entre (i)
la presencia de, o el nivel de expresion de, diversos marcadores biolégicos de la respuesta inmune del huésped vy (ii)
la existencia de un cancer o el estadio de desarrollo de un cancer, principalmente con el objetivo de descifrar los
mecanismos que sustentan la evasién de la respuesta inmune por parte de los tejidos tumorales, y finalmente con el
objetivo de sugerir estrategias de inmunoterapia contra el cancer adecuadas.

De forma ilustrativa, Nistico et al. (1999, Int. J. Cancer, Vol. 84: 598-603) sugirieron la existencia de una respuesta
inmune esponténea contra el producto del oncogén erbB-2 en una paciente con cancer de mama HLA-A2 positivo, la
eficacia de la cual seria dependiente de la expresiéon de la molécula HLA de clase | del tumor y de la localizacion de
linfocitos T CD3+, es decir, en tejido intratumoral (IT) o peritumoral (PT). Segun dichos autores, estos resultados
podrian conducir a la identificacion de nuevos parametros que podrian ser utiles para definir estrategias
inmunoterapéuticas mas especificas y mas eficaces contra el cancer de mama.

Philips et al. (2004, British Journal of Surgery , Vol. 91: 469-475) han demostrado que linfocitos infiltrantes de tumor
en cancer colorrectal con inestabilidad de microsatélites estaban activados y eran citotdxicos, mediante el ensayo de
(i) las proporciones de ARNm de CD8 / CD3 y (ii) la produccién de CD3, CD4, CD8, IL-2Ra y la proteina Granzima B
en el tejido tumoral, aunque no existia una correlacién significativa entre los nimeros de copia del ARNm de los
marcadores de células T y los conteos inmunohistoquimicos. Dichos autores sugirieron que, en cancer colorrectal
con inestabilidad de microsatélites, se podian producir péptidos mutados inmunogénicos, que inducirian una
respuesta inmune antitumoral, y concluian que dicho modelo de cancer podria ayudar en la comprension de las
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interacciones huésped-tumor, con el objetivo de mejorar las estrategias inmunoterapéuticas de forma destacada.

Maki et al. (2004, J. Gastroenterology and Hepatology, Vol. 19: 1348-1356) habian demostrado un deterioro del
sistema inmune celular en pacientes con carcinoma hepatocelular, que se evaluaba por una expresion reducida de
las proteinas CD3¢ y CD28 por parte de las células T, asi como por una actividad caspasa-3 aumentada en células T
con modulaciéon descendente por CD28, sugiriendo la existencia de apoptosis de células T en pacientes HCC.
Segun dichos autores, se podria establecer una nueva modalidad de terapia inmune antitumoral, que estaria dirigida
a la activacién de dichas células T y a evitar su apoptosis. Grujil et al. (1999, British Journal of Cancer, Vol. 79 (7/8):
1127-1132) también habian informado acerca de una expresion reducida de CD3( en carcinoma cervical infiltrante
de células T. Dichos autores sugirieron que, a efectos de que las estrategias de vacunacién fueran satisfactorias,
deberia ser esencial identificar, en primer lugar, y contrarrestar los mecanismos que conducen a esta pérdida de
CD3c.

El deterioro de la respuesta inmune del huésped, mediante la evaluacion de la expresion de las proteinas CD3, CD4,
CD8 y ligando Fas en linfocitos infiltrantes de tumor (TIL), también se demostrdé en pacientes con carcinoma oral
(Reichert et al. (2002, Clinical Cancer Research, Vol. 8: 3137-3145) ). Prado-Garcia et al. (2005, Lung Cancer, Vol.
47: 361-371) que realizaron observaciones similares, habian estudiado mecanismos de evasion de adenocarcinoma
de pulmoén midiendo los porcentajes de células CD3+, CD4+ y CD8+ en sangre periférica y la efusion pleural, y
adicionalmente la expresion de proteinas CD27, CD28, CD45R0O, CD45RA, granzima A, Fas y perforina en los
subconjuntos de células T CD8+. Dichos autores habian encontrado un bloqueo de la respuesta inmune y sugirieron
que eran necesarios estudios adicionales para la comprension de los diversos mecanismos mediante los cuales las
células de adenocarcinoma inhiben las células T CD8+ en los procesos de iniciacion, crecimiento e invasion del
carcinoma de pulmén, con el objetivo de desarrollar tratamientos mejorados para enfermedades malignas de
pulmon.

Kuss et al. (2003, British Journal of Cancer, Vol. 88: 223-230) que realizaron observaciones similares, determinaron
un subconjunto extendido de células T efectoras CD8+CD45R0O-CD27 dotadas de una sefializacion TcR
disfuncional, en pacientes con carcinoma de células escamosas. Estos autores sugirieron estudios adicionales para
confirmar directamente la hipétesis que uniria los defectos de sefializacion observados con la apoptosis y la rapida
renovacion de linfocitos en pacientes con cancer.

Ademas, Valmori et al. (2002, Cancer Research, Vol. 62: 1743-1750) han descubierto la presencia de un
subconjunto de células T CD45RA+CCR7-CD8+ PBL que tiene una actividad citolitica en pacientes con melanoma.
Dichos autores sugirieron que una vacunacion antitumoral mejorada deberia estar dirigida hacia la estimulacion y
mantenimiento de dicha respuesta inmune efectora en un estadio temprano de la evolucién de la enfermedad, en un
momento en el que una respuesta de este tipo podria ser eficaz para erradicar una enfermedad residual minima y
para evitar recaidas.

Los trabajos anteriores que se han descrito en esta descripcion dan a conocer la utilizacion de numerosos
marcadores biolégicos de la respuesta inmune en el curso de la comprension de los mecanismos de la respuesta
inmune contra diversos canceres. Sin embargo, estos trabajos anteriores no dan a conocer datos relacionados con
una relacion estadistica significativa entre (i) la presencia de, o el nivel d expresion de, estos marcadores bioldgicos
y (ii) un pronéstico del resultado de la enfermedad.

Otros estudios han presentado datos que establecen una correlacién estadistica entre la expresién de marcadores
bioldgicos de la respuesta inmune del huésped y el resultado de diversos canceres.

De forma ilustrativa, Ishigami et al. (2002, Cancer, Vol. 94 (5): 1437-1442) demostraron que la expresion reducida de
CD3-¢ se correlacionaba de forma negativa con la implicacion de los ganglios linfaticos, la profundidad de la
invasion, y el estadio clinico del carcinoma gastrico. De forma destacable, estos autores habian demostrado que una
expresion reducida de CD3- se correlacionaba con una tasa de supervivencia a los 5 afios reducida de los
pacientes, pero solo para pacientes a los que se les habia diagnosticado “Estadio IV” de carcinoma gastrico.

Oshokiri et al. (2003, Journal of Surgical Ontology, Vol. 84: 224-228) demostraron una union estadistica entre la
infiltracién de un nido de células cancerigenas por células T CD8+ y la supervivencia de pacientes afectados con
carcinoma del conducto biliar extrahepatico (EBDC). Dichos autores demostraron que la inmunoreactividad de
células T CD8+ intratumoral demostraba una correlacion significativa con (i) metastasis de ganglio linfatico menor,
(ii) invasion venosa y perineural reducida, y (iii) valores de estadificacion pTNM mejores. De este modo, dichos
autores demostraron que el nivel de infiltracion de células T CD8+ se correlacionaba bien con el procedimiento
clinico-patolégico pTNM convencional y que dicho marcador bioldgico era fiable para la prediccion de la
supervivencia de pacientes con EBDC.

Ademas, Diederischen et al. (2003, Cancer Immunol. Immunother., Vol. 52: 423-428) demostraron que los pacientes
colorrectales con proporciones CD4+/ CD8+ bajas en TIL tenian una evolucion clinica mejor, con una supervivencia
significativamente mayor a los 5 afios, independientemente del estadio de Dukes y la edad.
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De forma adicional, Zhang et al. (2003, New England Journal of Medicine, Vol. 348 (3): 203-213) demostraron,
mediante inmunotinciéon para CD, que la presencia o ausencia de células T intratumorales se correlaciona con el
resultado clinico de carcinoma de ovario avanzado después de quimioterapia citorreductora y adyuvante. Estos
resultados se obtuvieron a través de ensayos de inmunotincion de criosecciones de tumor con anticuerpos
monoclonales contra CD3, CD4, CD8, CD83, CD45, CD45R0O, CD19, CD57 y CD11c, asi como a través de
citometria de flujo de células procedentes de muestras de tumor frescas utilizando anticuerpos monoclonales contra
HLADR, CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, CD45, IgG1 e 1gG2a. Dichos autores habian detectado la presencia o
ausencia de células T infiltrantes de tumor CD3+ dentro de islotes de células de tumor y en estroma peritumoral.
Dichos autores han descubierto que los pacientes cuyos tumores contenian células T tenian tanto una duracion
media de (i) supervivencia libre de progresion y (ii) supervivencia total que era estadisticamente superior a la de
pacientes cuyos tumores no contenian células T. Dichos autores sugirieron validar adicionalmente la utilizacién de
deteccion de células T intratumorales en la clasificacion y tratamiento de pacientes con carcinoma de ovario.

Aunque los trabajos de la técnica anterior dieron a conocer la buena correlacion mencionada anteriormente entre (i)
la presencia de, o el nivel de, algunos marcadores biolégicos de la respuesta inmune vy (ii) el resultado de canceres,
los resultados de la mayor parte de estos estudios de la técnica anterior también demuestran que la utilizacién de
dichos marcadores biologicos se consideraba exclusivamente como una confirmacién de una estadificaciéon de
cancer con procedimientos de estadificacion clinico-patolégicos convencionales, o0 como una informacion adicional a
dichos procedimientos de estadificacion de cancer convencionales. Por ejemplo, se encontré que el marcador
bioldgico utilizado por Ishigami et al. (2002, Supra) era utilizable exclusivamente en pacientes con carcinoma
gastrico a los que ya se les habia diagnosticado como “Estadio 1V” de la enfermedad. De forma similar, Zhang et al.
(2003, Supra) concluyeron que eran necesarios estudios prospectivos para validar la deteccion de células T (CD3+)
intratumorales en la clasificacion y tratamiento de pacientes con carcinoma de ovario. De forma similar, Diederichsen
et al. (2003, Supra) dieron a conocer la proporciéon CD4+/CD8+ como un marcador biolégico que tenia un valor de
pronostico de supervivencia en cancer colorrectal: Sin embargo, dichos autores no sugirieron que dicho marcador
biologico podria ser suficiente por si mismo para el prondstico del cancer, sin datos de estadificacion simultaneos
generados mediante procedimientos de estadificacion clinico-patolégicos convencionales.

Solo Oshikiri et al. (2003, Supra) consideraron que el marcador bioldgico que ellos habian utilizado, concretamente
la infiltracion de un nido de células cancerosas por células T CD8+, consistiria en un marcador fiable para una
supervivencia mas larga de pacientes con EBDC, dado que, de forma destacable, dicho marcador se correlacionaba
bien con valores de estadificacion pTNM. Sin embargo, Oshikiri et al. solo utilizaron dicho marcador biolégico como
una confirmaciéon de una estadificacion de cancer anterior mediante un procedimiento de estadificacion clinico-
patolégico convencional. Adicionalmente, los valores de correlacion estadistica encontrados por Oshikiri et al. (2003)
entre (a) el numero de células T CD8+ intratumorales y (b) diversos parametros clinicos como (i) metastasis de
ganglios linfaticos menor (P=0,005) , (ii) invasion venosa reducida (P=0,0021) , (iii) invasion perineural reducida
(P=0,0083) y (iv) valores de estadificacion pTNM mejores (P=0,0356), fueron objetivamente demasiado bajos para
sugerir a los expertos en la técnica que utilizaran este marcador biolégico para un prondstico del cancer exacto y
fiable sin la utilizacion concomitante de datos estadificacién clinico-patoldgicos convencionales.

Por lo tanto, no existe descripcion en la técnica de procedimientos fiables para el prondstico del cancer que utilicen
exclusivamente marcadores bioldgicos de la respuesta inmune adaptativa del huésped, sin la necesidad de datos
clinico-patolégicos concomitantes generados mediante procedimientos de estadificacion de cancer convencionales.

Ademas, actualmente no existe ningin marcador fiable disponible que permita la prediccion del resultado del cancer,
en un estadio temprano (estadio I/ll) de pacientes con cancer colorrectal.

Por lo tanto, existe en la técnica la necesidad de procedimientos mejorados de prondstico del resultado de canceres,
incluyendo canceres colorrectales, que estadifiquen la enfermedad de una forma mas precisa y mas fiable que los
procedimientos disponibles actualmente, que son basicamente, si no exclusivamente, procedimientos clinico-
patolégicos de estadificacion.

De forma destacable, la disponibilidad de procedimientos de prondstico mejorados permitiria una selecciéon mejor de
pacientes para tratamientos terapéuticos apropiados, incluyendo antes y después de cirugia. De hecho, para un gran
numero de canceres que incluyen canceres colorrectales, la seleccion de un tratamiento terapéutico adecuado
después de la cirugia esta guiada por los datos histopatoldgicos obtenidos mediante el analisis del tejido tumoral
reseccionado. De forma ilustrativa, para canceres colorrectales, los tratamientos de quimioterapia adyuvante se
prescriben en la mayor parte de los casos cuando se diagnostica la implicacion de ganglios linfaticos, dada la
toxicidad de dicho tratamiento y su carencia de beneficios para los otros pacientes.

Objeto de la invencidn

La presente invencion se refiere a un método in vitro para el prondstico de pacientes respecto de la progresion de un
cancer tal como se define en las reivindicaciones.
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Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra los resultados de la expresion de genes relacionados inflamatorios, inmunosupresores e
inmune adaptativos en series de 75 canceres colorrectales segun el estado VELIPI y la recaida. Los niveles de
expresion de ARNm relativos se normalizaron al nivel de ARNm 18S para cada muestra. Los niveles se
representan por el numero de veces que incrementan (%) en comparacion con el grupo de referencia de
pacientes positivos para invasion (VELIPI+) que experimentaban recaida. **: P<0,05 en comparacién con el
grupo de referencia.

La figura 2 muestra la media + SEM de células CD45RO+/mm? en los diferentes grupos de pacientes (estadios
N y M, segun la estadificacion TNM AJCC/UICC, na: no aplicable). Los analisis estadisticos se llevaron a cabo
utilizando un ensayo Mann-Whitney. * Representa diferencias significativas (P<0,05).

La figura 3 muestra las curvas de Kaplan-Meier de supervivencia total (OS) y supervivencia libre de enfermedad
(DFS) en CD45RO-hi (>250 células CD45RO+/mm?, n=176, linea superior), y en CD45RO-lo (<250 células
CD45RO+/mm?, n=160, linea inferior).

La figura 4 muestra una comparacion de las densidades de poblacion inmune en el centro (CT) y en el borde
invasivo (IM) de los tumores de pacientes con recaida (histograma negro) o sin recaida (histograma blanco).
Figura 5. La significancia de todos los cortes se representd en funcion del nimero de CD3cr/mm? (negro), y
CD3m/mm? (verde) para la supervivencia total. También se representan cortes para el 25, 50 y 75% del grupo
para las dos regiones. Los valores de P por encima de la linea horizontal (P=0,05) son todos significativos.

La figura 6 muestra la representacion de la DFS media de pacientes con densidades altas (histogramas
inferiores) o densidades bajas (histogramas superiores) de células inmunes adaptativas en cada region del tumor
(CT o IM).

La figura 7 muestra las curvas de Kaplan-Meier para la duracion de DFS (7A) y OS (7B) segun la presencia de
densidad alta de CD3 en el centro del tumor (CD3ct™) y densidad alta de CD3 en el borde invasivo (CD3m™)
(gris grueso) , CD3cr alta y CD3iv baja (gris delgado) , CD3cr baja y CD3m alta (negro delgado) , y CD3cr baja y
CD3iv baja (negro grueso) , en 415 pacientes con cancer colorrectal (prueba estadistica de rango logaritmico,
P<10* para OS y DFS; ** P<10*%, * P<0,05). La figura 7C muestra los analisis combinados de las regiones del
tumor de marcadores inmunes adaptativos. Se representa la DFS media de pacientes con densidades altas
(histogramas inferiores) o densidades bajas (histogramas superiores) de células inmunes adaptativas en las dos
regiones del tumor (CT mas IM).

Figura 8

(8a): Curvas de Kaplan-Meier para la duraciéon de la DFS segun los estadios de Dukes (Dukes A: linea roja
(n=75), B: verde (n=137), C: azul (n=99) , y D: negra (n=95)) en 415 pacientes con cancer colorrectal.

(8b): Curvas Kaplan-Meier para la duracién de la DFS segun los estadios de Dukes (tal como en 8a) y para la
presencia de CD3cr baja mas CD3 baja (lineas gruesas, n=93) o CD3cr alta mas CD3m alta (lineas
delgadas, n=109).

(8c): Curvas de Kaplan-Meier para la duracién de la DFS segun los estadios de Dukes y para la presencia de
CD8cr baja mas CD3im baja mas CD45ROct baja mads CD45ROwm baja (lineas gruesas, n=25) o CD3cr alta
méas CD3m alta mas CD45ROcr alta mas CD45ROw alta (lineas delgadas, n=87). ** P<10.

(8d): Curvas Kaplan-Meier para la duracion de la OS segun los estadios de Dukes y para la presencia de
CD3ct baja mas CD3im baja mas CD45ROct baja mas CD45ROm baja (lineas gruesas, n=25) o CD3cr alta
mas CD3m alta mas CD45ROcr alta mas CD45ROwm alta (lineas delgadas, n=87).

Figura 9: Valores de P de rango logaritmico para la duracién de la DFS segun la presencia de densidad alta de
CD3+ (CD3M, grupo A) y densidad baja de CD3+ (CD3°, grupo B) en el centro del tumor (negro), y en el borde
invasivo del tumor (gris). Se representan las densidades de células CD3+ (célula / mm?), y el nimero de
pacientes en cada grupo (A y B). Los valores de P son significativos para un intervalo grande de cortes (50-1.000
células/mm? en el centro del tumor, y 80-1.300 células/mm? en el borde invasivo del tumor). Los resultados
obtenidos son facilmente reproducibles por otros grupos como un gran intervalo de valores de corte, (centrado en
el corte con un valor de P minimo que se determind) y discriminaba el resultado de paciente.

Figura 10: (Fig. 10-A) Curvas de Kaplan-Meier para la duracion de la supervivencia libre de enfermedad segun
los estadios UICC-TNM (Estadios I: linea roja (n=75) , II: verde (n=137), Ill: azul (n=99) , y IV: negra (n=95)) en
pacientes con CRC. (Fig. 10-B) Las curvas de Kaplan-Meier ilustran la duracién de la supervivencia libre de
enfermedad segun los estadios UICC-TNM (tal como en el panel A) y respecto a la densidad de células CD3+ en
regiones de tumor combinadas (CD3ct-°CD3°, lineas gruesas, n=93; CD3ct"iCD3mM, lineas delgadas, n=109).
El subgrupo de pacientes que no parecian tener una reaccion inmune coordinada in situ en regiones del tumor
(Hi/Lo o Lo/Hi para densidades de células CD3+) presentaban curvas de Kaplan-Meier similares al grupo entero.
(Fig. 10-C) Las curvas de Kaplan-Meier ilustran la duracion de la supervivencia libre de enfermedad segun los
estadios UICC-TNM y respecto a la densidad de células CD3+ y CD45R0O+ en regiones de tumor combinadas
(CD3ct°CD3m® mas  CD45ROct-°CD45ROmM™, lineas  gruesas, n=16; CD3crMCD3m™ mas
CD45ROctMCD45ROM™, lineas delgadas, n=88). Los valores de corte fueron 250, 640, 60, y 190 para CD3cr,
CD3im, CD45R0cT, y CD45RO, respectivamente. Prueba estadistica de rango logaritmico, ** P<10.

Figura 11: Se representan curvas de Kaplan-Meier que ilustran la duracion de la supervivencia libre de
enfermedad (A), supervivencia especifica de enfermedad (B) , y supervivencia total (C) segun la organizacion de
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células CD8+ dentro de las regiones del tumor (CT e IM). La presencia de densidades altas de células CD8+ en
las dos regiones del tumor (CD8-CT/IM-hi, rojo), de densidades heterogéneas de células CD8+ en las dos
regiones del tumor (CD8-CT/IM-het, verde), de densidades bajas de células CD8+ en las dos regiones del tumor
(CD8-CT/IM-lo, negro), en pacientes con un estadio I/l de cancer de colon (izquierda) y cancer de recto
(derecha) (prueba estadistica de rango logaritmico, P<0,001 para todas las comparaciones).

Figura 12. Se representan curvas de Kaplan-Meier que ilustran la duraciéon de la supervivencia libre de
enfermedad (A), supervivencia especifica de enfermedad (B), y supervivencia total (C) segun la organizacion de
células CD45R0O+ dentro de las regiones del tumor (CT e IM). La presencia de densidades altas de células
CD45R0O+ en las dos regiones del tumor (CD8-CT/IM-hi, rojo), de densidades heterogéneas de células
CD45R0+ en las dos regiones del tumor (CD45RO-CT/IM-het, verde), de densidades bajas de células CD45RO+
en las dos regiones del tumor (CD45RO-CT/IM-lo, negro), en pacientes con estadio I/ll de cancer de colon
(izquierda) y cancer de recto (derecha) (prueba estadistica de rango logaritmico, P<0,001 para todas las
comparaciones).

Figura 13: Se representan curvas de Kaplan-Meier que ilustran la duraciéon de la supervivencia libre de
enfermedad segun la organizacion de células CD45R0O+ y CD8+ dentro de las regiones del tumor (CT e IM). La
presencia de densidades altas de células CD45RO+ y CD8+ en las dos regiones del tumor (CD45RO/CD8-
CT/IM-hi, rojo), de densidades heterogéneas de células CD45RO+ y CD8+ en las dos regiones del tumor
(CD45R0O/CD8-CT/IM-het, verde), de densidades bajas de células CD45R0O+ y CD8+ en la region CT (CD45RO-
CT-lo/CD8-CT-lo, azul), de densidades bajas de células CD45R0O+ y CD8+ en las dos regiones del tumor
(CD45R0O/CD8-CT/IM-lo, negro), en 272 pacientes con estadio I/ll de cancer colorrectal (prueba estadistica de
rango logaritmico, P<0,001 para todas las comparaciones). Se representa todo el grupo de pacientes con estadio
I/ll de cancer colorrectal (linea negra punteada).

Por lo tanto, >95% de los pacientes CD45RO/CD8-CT/IM-hi estaban libres de la enfermedad después de 18
anos, mientras que el 0% de pacientes CD45RO/CD8-CT/IM-lo estaban libres de la enfermedad después de solo
2 afios.

Figura 14: curvas de Kaplan-Meier que ilustran la duracion de la supervivencia libre de enfermedad segun el
nivel de expresion génica de 6 marcadores (PDCD1LG1, VEGF, TNFRSF6B, IRF1, IL18RA, SELL). Se
representan cuatro combinaciones. (Prueba estadistica de rango logaritmico, P<0,001 para todas las
comparaciones).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion da a conocer un procedimiento nuevo para el prondstico de la aparicion de un cancer en un
paciente, basandose dicho procedimiento nuevo en la deteccién y/o la cuantificacion, en el sitio del tumor, de uno o
mas marcadores biolégicos indicativos de la presencia de, o alternativamente el nivel de, la respuesta inmune
adaptativa de dicho paciente contra dicho cancer.

Actualmente se ha demostrado de forma sorprendente, segun la invencién, que una determinacion precisa de la
respuesta inmune adaptativa in situ hacia canceres malignos, y especialmente, hacia canceres colorrectales, se
puede utilizar como unico parametro para la prediccion del resultado clinico posterior de pacientes con cancer, sin
tener en cuenta la extension de la invasion del tumor local y la propagacion a ganglios linfaticos regionales.

Esta correlacion altamente significativa estadisticamente entre (i) el nivel de la respuesta inmune adaptativa de un
paciente en el sitio del tumor y (ii) el resultado de la enfermedad es tanto mas sorprendente teniendo en cuenta que
segun el conocimiento de la técnica anterior, la presencia de células inmunes infiltrantes en canceres de mamiferos
suponia resultados altamente variables, que oscilaban desde procesos inflamatorios perjudiciales hasta respuestas
inmunes adaptativas beneficiosas.

Ademas, dicha correlacion altamente significativa que se ha descubierto de forma sorprendente segun la invencion
actualmente permite la determinacién de prondstico del resultado de un cancer en un paciente sin una necesidad
adicional de datos clinico-patoldgicos que se aportan mediante los procedimientos de estadificacion de cancer
clinico-patolégicos convencionales conocidos en la técnica, tales como los procedimientos de Dukes o Gruji.

Tal como se detallara a continuacion, cuando se ha determinado una correlacién estadistica entre (i) la presencia de,
o el nivel de, uno o mas marcadores bioldgicos de la respuesta inmune adaptativa, tal como se describe en la
especificacion y (ii) el resultado real del cancer en los pacientes, que abarca la supervivencia libre de enfermedad
(DFS) y la supervivencia total (OS), se han obtenido valores de P superiores a 10, que se pueden comparar con
valores de P de 5 x 102 a 1 x 103 que se daban a conocer en diversos trabajos de la técnica anterior, tales como, de
forma ilustrativa, los de Zhang et al. (2003, Supra), Diederischen et al. (2003, Supra) u Oshikiri et al. (2003, Supra).

El solicitante ha descubierto que existe una relacién altamente significativa (por ejemplo, valores de P bajos) entre (i)
el tipo, densidad, y localizacién de células inmunes dentro de los tumores y (ii) el resultado clinico de los pacientes,
que abarca la DFS y OS. Esta correlacion altamente significativa se ha descubierto cuando se utilizaban, para el
ensayo de marcadores biolégicos de la respuesta inmune adaptativa, (i) ensayos de inmunoquimica o bien (ii)
analisis de expresion génica.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2561527713

Mediante el analisis de marcadores bioldgicos de la respuesta inmune adaptativa mediante el analisis de la
expresion génica en la totalidad de una muestra de tejido tumoral, se encontré un elevado nimero de combinaciones
significativas de marcadores, incluyendo numerosas combinaciones significativas, como minimo, de dos
marcadores, con valores de P de aproximadamente 10, o inferiores.

De forma importante, se ha identificado en esta descrpcién una agrupacion dominante de genes co-modulados para
la inmunidad adaptativa de Tw1, agrupacion que incluye TBX1 (factor de transcripcion 21 de la caja T), IRF1 (factor
regulador de interferén 1), IFNG (interferon gamma), CD3Z (CD3(Z), CD8, GNLY (granulisina) y GZMB (granzima B).
Ademas, se ha encontrado una correlacién inversa entre la expresion de estos genes y la recurrencia tumoral.

Otra agrupacion de genes altamente significativa incluye PDCD1LG1, VEGF, TNFRSF6B, IRF1, ILBRA'Y SELL.

Mediante el anadlisis de marcadores bioldgicos de la respuesta inmune adaptativa mediante analisis
inmunohistoquimico (i) en el centro del tumor (CT), (ii) en el entrono celular alrededor del tumor, que puede también
denominarse como “borde invasivo” (IM) o bien (iii) tanto en CT como en IM, también se encontraron numerosas
combinaciones significativas de marcadores. Los valores de correlacion estadistica mas altos se encontraron cuando
los marcadores biolégicos se cuantificaron tanto en el centro del tumor (CT) como en el borde invasivo (IM).

En primer lugar, se ha descubierto que existe una correlacion elevada entre una densidad alta de células T en el sitio
del tumor y un resultado favorable de la enfermedad. En particular, se ha demostrado que un resultado positivo del
cancer esta altamente correlacionado con la cuantificacion de una densidad alta de células CD3+, células CD8+,
células CD45RO+ o células Granzima-B+ en el sitio del tumor, en la parte central del tumor o bien en el borde
invasivo del mismo.

En segundo lugar, se ha descubierto que la determinacion de la presencia de densidades altas de células CD3+,
células CD8+, células CD45RO+ o células Granzima-B+ en el sitio del tumor se correlaciona altamente con una
recurrencia del cancer reducida y/o recurrencia del cancer retardada y/o una carencia de recurrencia del cancer.

En tercer lugar, se ha descubierto que la determinacién de la presencia de densidades altas de células CD3+,
células CD8+, células CD45RO+ o células Granzima-B+ en el sitio del tumor se correlaciona altamente con
metastasis distante concomitante reducida, o una carencia de metastasis distante concomitante (estadios M).

En cuarto lugar, se ha descubierto que la determinacién de la presencia de densidades altas de células CD3+,
células CD8+, células CD45RO+ o células Granzima-B+ en el sitio del tumor se correlaciona altamente con
metastasis temprana reducida, o una carencia de metastasis temprana (VE o LI o PI).

En quinto lugar, se ha descubierto que la determinaciéon de la presencia de densidades altas de células CD3+,
células CD8+, células CD45RO+ o células Granzima-B+ en el sitio del tumor se correlaciona altamente con una
invasion reducida de los ganglios linfaticos regionales con células tumorales (estadios N).

En sexto lugar, se ha descubierto que la determinacion de la presencia de densidades altas de células CD3+, células
CD8+, células CD45R0O+ o células Granzima-B+ en el sitio del tumor se correlaciona altamente con una invasién
reducida a través de la pared intestinal (estadios T).

De forma mas general, se ha descubierto que la ausencia de diseminacion temprana del tumor que se manifiesta
mediante embolia tumoral en estructuras linfovasculares y perineurales estd asociada marcadamente con la
presencia de una respuesta inmune in situ fuerte, ilustrandose dicha respuesta inmune fuerte, de forma destacable,
por las densidades altas de células inmunes encontradas en el sitio del tumor, asi como por el alto nivel de
expresion de diversos genes asociados con inmunidad en el sitio del tumor.

Adicionalmente, se ha descubierto, que la deteccion de una respuesta inmune adaptativa fuerte en dos regiones
distintas del tumor, el centro del tumor (CT) mas el borde invasivo del tumor (IM), se correlacionaba altamente con
un tiempo largo de supervivencia libre de enfermedad y de supervivencia total de los pacientes, y era
significativamente mas informativa para el prondstico de la progresién del cancer de un paciente.

De forma importante, en la presente invencién se ha descubierto una correlacion elevada entre (i) la densidad celular
de un tipo especifico de células que forma el sistema inmune, tal como se ensaya en un ensayo inmunohistoquimico
utilizando un Unico marcador bioldgico, y (i) la DFS u OS, con valores de P, como minimo, tan bajos como 107,
cuando dicho marcador bioldgico se ensaya tanto en el centro del tumor (CT) como en el borde invasivo (IM).

De forma general; se ha descubierto, que el tipo, la densidad y la localizacidon de células inmunes en pacientes con
cancer, tal como se ensaya a través de la presencia de, o el nivel de, marcadores bioldgicos de la respuesta inmune
adaptativa, tiene un valor de prondstico que es superior e independiente de aquellos de procedimientos de
estadificacion del cancer clinico-patoldgicos convencionales, entre los que se incluyen las clasificaciones de Dukes y
la UICC-TNM.
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Aun de forma mas especifica, la presente invencidon da a conocer actualmente procedimientos de prondstico y
medios técnicos para la prediccion del resultado de un cancer en un paciente, en particular para canceres en un
estadio temprano de la enfermedad, que se ha probado que son mucho mas exactos que los de procedimientos de
estadificacion del cancer clinico-patoldgicos convencionales, y aun de forma especial para canceres clasificados
inicialmente como Estadio I/1ll, segun la clasificacién de Dukes.

Por lo tanto, se ha descubierto, que la deteccién de una respuesta inmune adaptativa fuerte en el sitio del tumor se
correlacionaba altamente con un tiempo largo de supervivencia libre de enfermedad (DFS) y tiempo largo de
supervivencia total (OS) de los pacientes.

Por lo tanto, un primer objeto de la presente invencién consiste en un procedimiento in vitro tal como se define en la
reivindicacion 1.

De forma inesperada, se ha descubierto, segun la invencidon, que una respuesta inmune adaptativa fuerte
coordinada se correlaciona con un prondstico del cancer igualmente favorable.

También de forma inesperada, se ha descubierto que dicha correlacion encontrada, segun la invencién, era
independiente de la invasion del tumor a través de la pared intestinal y la extension a los ganglios linfaticos locales
(clasificacion de Dukes A, B, C).

En cambio, se ha descubierto, de forma sorprendente, que una respuesta inmune adaptativa in situ débil se
correlaciona con un mal prondstico, incluso en pacientes con una invasion del tumor minima (clasificacion A de
Dukes).

Por lo tanto, los criterios utilizados segun el procedimiento de pronéstico del cancer de la invencién, concretamente
el estado de la respuesta inmune adaptativa del paciente con cancer, no solo parecen diferentes de los de T, N, M y
la clasificacion de Dukes sino que también son mas precisos en la prediccion de la enfermedad (tiempo del intervalo
libre de enfermedad y de supervivencia).

Por lo tanto, se ha descubierto por primera vez, segun la invencion, que la medicién del nivel de la respuesta inmune
adaptativa de un paciente con cancer se puede utilizar como Unica medicién para la prediccién del resultado de la
enfermedad de cancer, sin ningun requisito de datos adicionales, y particularmente, sin ninguin requisito de datos
clinico-patoldgicos aportados por procedimientos de estadificacion del cancer convencionales.

De hecho, aunque varios trabajos de la técnica anterior habian apuntado la posible relevancia del marcador o
marcadores de la respuesta inmune adaptativa para el pronéstico del cancer, dichos trabajos anteriores contenian
solo datos que podrian utilizarse como confirmacién o como informaciéon adicional de los datos del pronéstico
proporcionados por los procedimientos de estadificacion del cancer convencionales. De este modo, ningun trabajo
de la técnica anterior dio a conocer o sugirid ningun procedimiento de prondstico del cancer in vitro fiable o
reproducible, que se basara exclusivamente en la medicion de uno o mas marcadores bioldgicos indicativos de la
respuesta inmune adaptativa de los pacientes con cancer.

También se ha descubierto que la deteccidén de una respuesta inmune adaptativa fuerte en el sitio del tumor era un
marcador fiable para una gran variedad de canceres, tales como canceres de colon y canceres de recto.

La realizacion del procedimiento de pronéstico del cancer de la invencion también puede indicar, con mas precision
que los procedimientos de la técnica anterior, los pacientes con un riesgo elevado de recurrencia del tumor, los
cuales pueden beneficiarse de terapia adyuvante, que incluye la inmunoterapia.

Tal como se pretende en esta descripcion, la expresion “prondstico de la progresién de un cancer” abarca el
pronostico, en un paciente en el que ya se ha diagnosticado la existencia de un cancer, de diversos hechos, que
incluyen:

(i) las posibilidades de existencia de metastasis;

(i) las posibilidades de existencia de recurrencia locoregional del cancer, incluyendo el cancer colorrectal; y

(iii) las posibilidades de existencia de un tiempo largo libre de enfermedad (DFS) y/o un tiempo largo de
supervivencia total (OS); es decir, un tiempo de DFS o un tiempo de OFS de 5 afios o0 mas después de los
ensayos con el procedimiento de prondstico in vitro segun la invencion.

Tal como se pretende en esta descripcion, una “muestra de tejido tumoral” abarca (i) un tumor primario global (como
una totalidad), (ii) una muestra de tejido del centro del tumor, (iii) una muestra de tejido a partir del tejido que rodea
directamente al tumor, pudiendo ser dicho tejido denominado mas especificamente “borde invasivo” del tumor, (iv)
islotes linfoides muy cercanos al tumor, (v) los ganglios linfaticos localizados muy cerca del tumor, (vi) una muestra
de tejido tumoral recogida antes de cirugia (para el seguimiento de pacientes después del tratamiento, por ejemplo),
y (vii) una metastasis distante.
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Preferiblemente, cuando la etapa a) consiste en el analisis de la expresiéon de uno o mas genes, es decir, uno 0 mas
marcadores bioldgicos pertinentes, entonces la cuantificacion de la expresion de los mencionados uno o mas genes
se realiza a partir de la muestra de tejido completa.

Preferiblemente, cuando la etapa a) consiste en la evaluacion de las densidades celulares inmunes especificas, por
ensayos inmunohistoquimicos para uno o mas marcadores biologicos expresados en células, entonces la
cuantificacion del mencionado uno o mas marcadores bioldgicos se realiza separadamente en, como minimo, dos
muestras de tejido tumoral distintas, entre las muestras de tejido tumoral numeradas (i) a (vi) anteriormente. Lo mas
preferiblemente, segun esta realizacion, la cuantificacion del mencionado uno o mas marcadores bioldgicos se
realiza separadamente tanto (i) en el centro del tumor (CT) como (ii) en el borde invasivo (IM).

Una muestra de tejido tumoral, independientemente de si se obtiene a partir del centro del tumor, del borde invasivo
del tumor, o de los ganglios linfaticos mas cercanos, engloba trozos o cortes de tejido que se han eliminado del
centro del tumor o del borde invasivo que rodea el tumor, incluyendo después de una reseccion del tumor quirdrgica
o después de la recogida de una muestra tumoral para biopsia, para una cuantificacion adicional de uno o mas
marcadores biolégicos, de forma destacable, a través de procedimientos de histologia o inmunohistoquimica,
mediante procedimientos de citologia de flujo y mediante procedimientos de andlisis de la expresion de genes o
proteinas, incluyendo el andlisis gendmico y protedmico. Podra apreciarse que las muestras de tejido tumoral se
pueden utilizar en el procedimiento de prondstico del cancer de la presente invencién. En estas realizaciones, el
nivel de expresiéon del marcador bioldgico se puede calcular mediante el calculo de la cantidad (por ejemplo, la
cantidad o concentracion absoluta) del marcador biolégico en una muestra de tejido tumoral, por ejemplo, un frotis
de tejido tumoral obtenido a partir de un paciente. La muestra de células, por supuesto, puede someterse a una serie
de técnicas preparativas y de almacenamiento posteriores a la recogida muy conocidas (por ejemplo, extracciéon de
acidos nucleicos y/o proteinas, fijacion, almacenamiento, congelacion, ultrafiltracién, concentracién, evaporacion,
centrifugacion, etc.) antes de valorar la cantidad de marcador bioldgico en la muestra. De forma similar, los frotis de
tejido tumoral también pueden someterse a técnicas preparativas y de almacenamiento posteriores a la recogida,
por ejemplo, fijacion.

Tal como se pretende en esta descripcion, la “respuesta inmune adaptativa” engloba la presencia de la actividad,
incluyendo el nivel de actividad, de células del sistema inmune del paciente con cancer huésped localmente en el
sitio del tumor.

Tal como se pretende en esta descripcion, la expresion “la respuesta inmune adaptativa de dicho paciente contra
dicho tumor” engloba cualquier respuesta inmune adaptativa de dicho paciente a través de la accion directa
(dependiente de TCR) o indirecta (independiente de TCR), o de ambas, hacia dicho cancer.

La respuesta inmune adaptativa significa la respuesta inmune especifica del paciente con cancer huésped contra el
tumor y engloba la presencia de, o el numero de, o alternativamente la actividad de, células implicadas en la
respuesta inmune especifica del huésped que incluye:

Tal como se utiliza en esta descripcion, los linfocitos T engloban linfocitos T cooperadores, que incluyen
subgrupos de células de linfocitos T cooperadores Th1y Th2.
Tal como se utiliza en esta descripcion, los linfocitos T también engloban linfocitos T citotdxicos.

Inmunidad adaptativa

En comparacion con la inmunidad innata, la inmunidad adquirida (adaptativa) se desarrolla cuando el cuerpo se
expone a varios antigenos y se construye una defensa que es especifica de ese antigeno.

La respuesta inmune adaptativa es especifica de antigeno y puede tardar dias o mas tiempo en desarrollarse. Los
tipos de células con papeles criticos en la inmunidad adaptativa son células presentadoras de antigeno que incluyen
macrofagos y células dendriticas. La estimulacion de subtipos de células T, la activacion de células B y la produccion
de anticuerpos, dependientes de antigeno, y la activacion de macréfagos y de células NK desempefian papeles
importantes en la inmunidad adaptativa. La respuesta inmune adaptativa también incluye el desarrollo de memoria
inmunoldgica, un proceso que continla desarrollandose toda la vida y aumenta las futuras respuestas a un
determinado antigeno.

Los linfocitos, un tipo especial de glébulos blancos, contienen subgrupos, los linfocitos B y T, que son elementos
clave en las respuestas inmunes adquiridas. Los linfocitos B (también denominados células B) producen
anticuerpos. Los anticuerpos atacan a un antigeno especifico y facilitan al fagocito destruir el antigeno. Los linfocitos
T (células T) atacan antigenos directamente, y aportan control de la respuesta inmune. Se desarrollan células B y
células T que son especificas de UN tipo de antigeno. Cuando existe exposicién a un antigeno diferente, se forman
células B y células T diferentes.

A medida que los linfocitos se desarrollan, normalmente aprenden a reconocer los tejidos del mismo cuerpo
(propios), como diferentes de tejidos y particulas que no se encuentras normalmente en el cuerpo (no propios). Una
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vez se forman células B y células T, algunas de estas células se multiplicaran y aportaran “memoria” al sistema
inmune. Esto permite al sistema inmune responder de forma mas rapida y mas eficaz la préxima vez que un
individuo se expone al mismo antigeno, y en muchos casos evitaran que el individuo se ponga enfermo. Por
ejemplo, la inmunidad adaptativa explica por qué un individuo que ha tenido varicela se denomina “inmune” a sufrir
de nuevo varicela.

Sistema inmune adaptativo

El sistema inmune adaptativo, también denominado sistema inmune adquirido, explica el hecho interesante de que
cuando la mayor parte de los mamiferos sobreviven a una infeccién inicial por un patdégeno, generalmente se
vuelven inmunes a una enfermedad posterior provocada por el mismo patégeno. Este hecho lo explota la medicina
moderna mediante la utilizacion de las vacunas. El sistema inmune adaptativo se basa en células inmunes
denominadas leucocitos (o glébulos blancos) que son producidos por células madre en la médula 6sea. El sistema
inmune se puede dividir en dos partes. Muchas especies, entre las que se incluyen los mamiferos, tienen el
siguiente tipo:

El sistema inmune humoral, que actia contra las bacterias y virus en los liquidos corporales (tales como la
sangre). Sus medios primarios de accion son las inmunoglobulinas, también denominadas anticuerpos, que son
producidos por las células B (B significa que se desarrollan en la médula ésea).

El sistema inmune celular, que se encarga de otras células que son infectadas por virus. Esto lo realizan las células
T, también denominadas linfocitos T (T significa que se desarrollan en el timo). Hay dos tipos principales de células
T:

Las células T citotdxicas (células TC) reconocen células infectadas utilizando los receptores de células T para
probar la superficie de otras células. Si reconocen una célula infectada, liberan granzimas para sefalar a esa
célula para que se vuelva apoptética (“se suicide”) , matando, de este modo, esa célula y cualquier virus que esté
en proceso de creacion.

Las células T cooperadoras (células TH) interaccionan con macréfagos (que ingieren material peligroso) y también
producen citoquinas (interleuquinas) que inducen la proliferacion de células By T.

Ademas, existen células T reguladoras (células Treg) que son importantes para regular la inmunidad mediada por
células.

Células T citotdxicas: una célula T citotoxica (0 TC) es una célula T (un tipo de glébulo blanco) que tiene en su
superficie receptores de antigeno que se pueden unir a fragmentos de antigenos expuestos por las moléculas MHC
de clase | de células tumorales y células somaticas infectadas por virus. Una vez activadas por un complejo MHC-
antigeno, las células TC liberan la proteina perforina, que forma poros en la membrana plasmatica de la célula
diana; esto provoca que el agua y los iones fluyan hacia el interior de la célula diana, haciendo que ésta se expanda
y finalmente sufra lisis. Las TC también liberan granzima, una serin proteasa que puede entrar en las células diana a
través del poro formado por la perforina e induce apoptosis (muerte celular). La mayor parte de las células TC
presentan en su superficie celular la proteina CD8, que tiene atraccion por partes de la molécula MHC de clase |.
Esta afinidad mantiene la célula TC y la célula diana unidas intimamente durante la activacion especifica de
antigeno. Las células TC con proteina superficial CD8 se denominan células T CD8+.

Células T cooperadoras (o TH): una célula T cooperadora (o TH) es una célula T (un tipo de glébulo blanco) que
tiene en su superficie receptores de antigeno que se pueden unir a fragmentos de antigenos expuestos por las
moléculas MHC de clase Il que se encuentran sobre las células presentadoras de antigeno profesionales (APC).
Una vez unida al antigeno, la célula TH prolifera y se diferencia en células TH activadas y células TH de memoria.
Las células TH activadas secretan citoquinas, proteinas o péptidos que estimulan otros linfocitos; la mas comun es
la interleuquina2 (IL-2), que es un potente factor de crecimiento de las células T. Las células TH activadas, que
proliferan se pueden diferenciar en dos subtipos principales de células, células Th1 y Th2. Estos subtipos se definen
en base a las citoquinas especificas producidas. Las células Th1 producen gamma-interferén e interleuquina 12,
mientras que las células Th2 producen interleuquina-4, interleuquina-5 e interleuquina-13. Las células TH de
memoria son especificas del primer antigeno que encuentran y se pueden llamar durante la segunda respuesta
inmune. La mayor parte de las células TH presentan en su superficie celular la proteina CD4, que tiene atraccion
hacia partes de la molécula MHC de clase Il. Esta afinidad mantiene la célula TH y la célula diana unidas
intimamente durante la activacion especifica de antigeno. Las células TH con una proteina de superficie CD4 se
denominan células T CD4+. La disminucion del nimero de células T CD4+ es el mecanismo primario mediante el
cual el VIH causa el SIDA.

Otras definiciones de términos relevantes

Tal como se utiliza en esta descripcion, la expresién “sitio del tumor” significa el propio tejido tumoral, asi como el
tejido que se encuentra en contacto intimo con el tejido tumoral, que incluye el borde invasivo del tumor y los
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ganglios linfaticos regionales que son los mas cercanos al tejido tumoral o al borde invasivo del tumor.

Tal como se pretende en esta descripcion, el “estado” de la respuesta inmune adaptativa engloba (i) la existencia de
una respuesta inmune especifica contra el cancer en el sitio del tumor asi como (ii) el nivel dicha respuesta inmune
especifica.

Tal como se pretende en esta descripcion, un “marcador biolégico” comprende cualquier parametro detectable,
mensurable o cuantificable que sea indicativo del estado de la respuesta inmune adaptativa de un paciente con
cancer contra el tumor. Un marcador se vuelve un “marcador bioldgico” con el objetivo de llevar a cabo el
procedimiento de prondstico del cancer de la invenciéon cuando se encuentra una buena correlacion estadistica entre
(i) un incremento o una disminucién del valor de la cuantificacién para dicho marcador vy (ii) la progresion del cancer
real observada en los pacientes. Para calcular los valores de correlacién ensayados para cada marcador y, por lo
tanto, determinar la relevancia estadistica de dicho marcador como un “marcador bioldgico”, segun la invencion, se
puede utilizar uno cualquiera de los procedimientos estadisticos conocidos por un experto en la técnica. De forma
ilustrativa, se pueden utilizar procedimientos estadisticos que utilizan las curvas de Kaplan-Meier y/o andlisis
univariable usando el ensayo de rango logaritmico y/o un modelo de riesgos proporcionales de Cox, tal como se
muestra en los ejemplos de esta descripcion. Cualquier marcador para el cual se determine un valor de P inferior a
0,05, e incluso preferentemente, inferior a 10-3, 104, 105, 10® o 107 (segun analisis univariable y multivariable (por
ejemplo, ensayo de rango logaritmico y ensayo de Cox, respectivamente) comprende un “marcador biolégico”
utilizable en el procedimiento para el pronéstico del cancer de la invencion.

Los marcadores bioldgicos también incluyen la presencia de, o la cantidad de, proteinas producidas de forma
especifica por células del sistema inmune en el sitio del tumor.

Los marcadores bioldgicos también incluyen la presencia de, o la cantidad de, cualquier material biolégico que sea
indicativo del nivel de expresidon de genes relacionados con el aumento de una respuesta inmune especifica del
huésped, en el sitio del tumor. De este modo, los marcadores bioldgicos incluyen la presencia de, o la cantidad de,
ARN mensajero (ARNm) transcrito a partr de ADN gendmico que codifica proteinas que se producen
especificamente por células del sistema inmune, en el sitio del tumor.

Descripcion del procedimiento in vitro para el pronéstico del cancer

Etapa a) del procedimiento

Al final de la etapa a) del procedimiento segun la invencion, se obtiene un valor de cuantificaciéon para cada uno,
como minimo, de un marcador biolégico que se utiliza.

Tal como se ha especificado anteriormente, las realizaciones especificas de la etapa a) incluyen:

(i) cuantificacién de uno o mas marcadores bioldgicos mediante procedimientos inmunoquimicos, que engloban la
cuantificacion de uno o mas marcadores de proteina de interés mediante procedimientos inmunohistoquimicos in
situ en una muestra de tejido tumoral, por ejemplo, utilizando anticuerpos dirigidos especificamente contra cada
uno de dichos uno o mas marcadores de proteina. En algunas realizaciones, los valores de cuantificaciéon
resultantes comprenden la densidad de células que expresan cada uno de los marcadores de proteina en la
muestra de tejido tumoral que se esta analizando.

(i) cuantificacion de uno o mas marcadores biolégicos mediante el analisis de la expresion de genes, que engloba
la cuantificacion de uno o mas ARNm marcadores de interés, por ejemplo, llevando a cabo un analisis por PCR,
PCR en tiempo real Tagman.

En algunas otras realizaciones del procedimiento, la etapa a) comprende la cuantificacion, en una muestra de tejido
tumoral, del nivel de expresién de uno o mas genes marcadores de la respuesta inmune adaptativa (por ejemplo, la
cantidad de los ARNm especificos correspondientes). En general, se lleva a cabo el calculo del nivel de expresion
para una combinacién, como minimo, de dos genes marcadores. En estas realizaciones de la etapa a) del
procedimiento, lo que se obtiene al final de la etapa a) consiste en los valores del nivel de expresion encontrados
para cada una de las proteinas marcadoras producidas de forma especifica por el sistema inmune, que se incluyen
en la combinacion de marcadores.

Dicho nivel de expresion también se puede expresar como cualquier unidad arbitraria que refleje la cantidad de
ARNm que codifica dicha proteina de interés que se ha detectado en la muestra de tejido, tal como la intensidad de
una sefial radioactiva o de fluorescencia emitida por el material de ADNc generado mediante analisis por PCR del
contenido de ARNm de dicha muestra de tejido, incluyendo analisis por PCR en tiempo real del contenido de ARNm
de la muestra de tejido.

De forma alternativa, dicho nivel de expresién se puede expresar como cualquier unidad arbitraria que refleje la

cantidad de proteina de interés que se ha detectado en la muestra de tejido, tal como la intensidad de una sefal
radioactiva o de fluorescencia emitida por un anticuerpo marcado unido de forma especifica a la proteina de interés.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2561527713

De forma alternativa, el valor obtenido al final de la etapa a) puede consistir en una concentracion de una o mas
proteinas de interés que se podrian medir mediante varios procedimientos de deteccidn de proteinas bien conocidos
en la técnica, tales como ELISA, SELDI-TOF, FACS o transferencia Western.

En otras realizaciones del procedimiento de prondstico del cancer segun la invencion, se obtienen valores de
cuantificacion para mas de un marcador bioldgico, en la etapa a) del procedimiento. En estas realizaciones, la etapa
b) se lleva a cabo comparando, para cada marcador bioldgico utilizado, (i) el valor de cuantificacion obtenido en la
etapa a) para este marcador biolégico con (ii) el valor de referencia predeterminado para el mismo marcador
biologico.

En otras realizaciones adicionales del procedimiento de prondstico del cancer segun la invencion, la etapa a) se
lleva a cabo obteniendo los valores de cuantificacion para mas de una muestra de tejido tumoral para un Unico
marcador bioldgico y la etapa a) se lleva a cabo obteniendo valores de cuantificaciéon para mas de un marcador
bioloégico, comparandose, a continuacion, dichos valores de cuantificacién, en la etapa b), con los valores de
referencia predeterminados correspondientes.

Etapa b) del procedimiento

En la etapa b) del procedimiento, para cada marcador biolégico utilizado, el valor que se obtiene al final de la etapa
a) se compara con un valor de referencia para el mismo marcador bioldgico, y cuando se requiere, con valores de
referencia para el centro del tumor (CT) y el borde invasivo (IM), para dicho mismo marcador bioldgico. De este
modo, se predetermina dicho valor de referencia para el mismo marcador biolégico y ya se sabe que es indicativo de
un valor de referencia que es pertinente para la discriminacién entre un nivel bajo y un nivel alto de la respuesta
inmune adaptativa de un paciente contra el cancer, para dicho marcador biolégico. Dicho valor de referencia
predeterminado para dicho marcador bioldgico se correlaciona con un pronéstico del cancer bueno, o, a la inversa,
se correlaciona con un pronéstico del cancer malo.

Primera realizacion ilustrativa para la predeterminacion de un valor de referencia

Cada valor de referencia para cada marcador biolégico se puede predeterminar llevando a cabo un método que
comprende las etapas de:

a) disponer, como minimo, una coleccién de muestras de tejido tumoral seleccionadas del grupo que comprende:

i) una coleccién de muestras de tejido tumoral de pacientes con cancer clasificados como Tis, 0 T1, 0 T2, o
T3 0 T4 y NO, o N1, 0 N2, o N3 y MO o M1, y sin metastasis temprana (VE o LI o Pl) o con metastasis
temprana, que se han sometido a un tratamiento contra el cancer, y posteriormente no han tenido una
recaida del cancer ni una recurrencia del cancer después del tratamiento contra el cancer;

ii) una coleccion de muestras de tejido tumoral de pacientes con cancer clasificados como Tis, 0 T1, 0 T2, o
T3 0 T4 y NO, o N1, o N2, o N3 y MO o M1, y sin metastasis temprana (VE o LI o Pl) o con metéstasis
temprana, que se han sometido a un tratamiento contra el cancer, y posteriormente han tenido recaidas del
cancer o recurrencias después del tratamiento contra el cancer.

b) cuantificar, para cada muestra de tejido tumoral que estd comprendida en una colecciéon de muestras de tejido
tumoral obtenidas en la etapa a), dicho marcador bioldgico, por lo cual se obtiene una coleccion de los valores de
cuantificacion para dicho marcador biolégico y para dicha coleccién de muestras de tejido tumoral;

c) calcular, a partir de dicha coleccién de valores de cuantificacién obtenidos al final de la etapa b), el valor de
cuantificacion promedio para dicho marcador biolégico, por lo cual se obtiene un valor de referencia
predeterminado para dicho marcador biolégico que se correlaciona con un prondéstico del cancer especifico.

El “tratamiento contra el cancer” al que se hace referencia en la definicion de la anterior etapa a) se refiere a
cualquier tipo de terapia del cancer a la que se han sometido pacientes con cancer previamente a la recoleccion de
las muestras de tejido tumoral, entre las que se incluyen la radioterapia, quimioterapia y cirugia, por ejemplo,
reseccion quirurgica del tumor.

Segun el procedimiento para obtener los valores de referencia predeterminados anteriores, se puede obtener mas
de un valor de referencia predeterminado para un unico marcador bioldgico. Por ejemplo, para un unico marcador
biologico, el procedimiento anterior permite la determinacion, como minimo, de cuatro valores de referencia
predeterminados para el mismo marcador biolégico, respectivamente un valor de referencia predeterminado
calculado a partir del el valor de cuantificacion promedio obtenido cuando se empieza, en la etapa a), con cada
coleccion (i) y (i) de muestras de tejido tumoral que se han descrito anteriormente.

Sequnda realizacion ilustrativa para la predeterminacion de un valor de referencia

Los valores de referencia utilizados para la comparacion en la etapa b) del procedimiento también pueden
comprender valores de “corte” que se pueden determinar tal como se describe a continuacion.
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Cada valor de referencia (“corte”) para cada marcador biolégico se puede predeterminar llevando a cabo un
procedimiento que comprende las etapas de:

a) seleccionar un marcador biolégico para el cual se va a determinar un valor de referencia;

b) proporcionar una coleccidon de muestras de tejido tumoral de pacientes con cancer;

c) proporcionar, para cada muestra tumoral provista en la etapa b), informacién relacionada con el resultado
clinico real para el paciente con cancer correspondiente;

d) proporcionar una serie de valores de cuantificacion arbitrarios para dicho marcador bioldgico seleccionado en
la etapa a);

e) cuantificar dicho marcador biolégico en cada muestra de tejido tumoral que esta comprendida en la coleccion
provista en la etapa b);

f) clasificar dichas muestras de tumor en dos grupos para un valor de cuantificacion arbitrario especifico provisto
en la etapa c), respectivamente:

(i) un primer grupo que comprende muestras de tumor que presentan un valor de cuantificaciéon para dicho
marcador que es inferior a dicho valor de cuantificaciéon arbitrario que estd comprendido en dicha serie de
valores de cuantificacion;
(i) un segundo grupo que comprende muestras de tumor que presentan un valor de cuantificacion para dicho
marcador que es superior a dicho valor de cuantificacion arbitrario que estd comprendido en dicha serie de
valores de cuantificacion;

por lo cual se obtienen dos grupos de muestras de tumor para dicho valor de cuantificacion especifico, en las que
las muestras de tumor de cada grupo se enumeran de forma separada;

g) calcular la significancia estadistica entre (i) el valor de cuantificacion para dicho marcador bioloégico obtenido
en la etapa e) y (ii) el resultado clinico real de los pacientes de los cuales provienen las muestras de tumor que
estan comprendidas en el primer y segundo grupo definido en la etapa f);

h) repetir las etapas f) y g) hasta que se ensayen todos los valores de cuantificacion arbitrarios provistos en la
etapa d);

i) establecer que dicho valor de referencia (valor de “corte”) comprende el valor de cuantificacion arbitrario para el
cual se ha calculado el valor de significancia estadistica mas alto (el mas significativo) en la etapa g).

El procedimiento anterior comprende establecer un valor de “corte” en el valor medio de los conjuntos de datos y se
describe con detalle en los ejemplos de esta descripcion.

Tal como se ha descrito anteriormente, dicho procedimiento permite establecer un valor de “corte” Unico que permite
la discriminacion entre un prondstico del resultado malo y bueno. En la practica, tal como se describe en los
ejemplos de esta descripcion, generalmente se obtienen valores de significancia estadistica elevados (por ejemplo,
valores de P bajos) para un intervalo de valores de cuantificacién arbitrarios sucesivos, y no solo para un Unico valor
de cuantificacion arbitrario. De este modo, en una realizacion alternativa del procedimiento para la determinacién de
los valores de “corte” anteriores, se establece de forma arbitraria un valor de significancia estadistica minimo (umbral
minimo de significancia, por ejemplo, umbral maximo de valor de P) y se guarda el intervalo de valores de
cuantificacion arbitrarios para los cuales el valor de significancia estadistica calculado en la etapa g) es superior
(mas significativo, por ejemplo, valor de P inferior) , por lo cual se aporta un intervalo de valores de cuantificacion.
Dicho intervalo de valores de cuantificacion comprende un valor de “corte” segun la invencién. Segun esta
realizacién especifica de un valor de “corte”, se puede determinar un prondstico del resultado clinico malo o bueno
comparando, en la etapa b) del procedimiento de pronéstico de la invencion, el valor obtenido en la etapa a) con el
intervalo de valores que delimitan dicho valor de “corte”, para un marcador bioldgico especifico. En algunas
realizaciones, un valor de corte que comprende un intervalo de valores de cuantificacion para el marcador biolégico
considerado, comprende un intervalo de valores centrados en el valor de cuantificacion para el cual se encuentra el
valor de significancia estadistica mas alto (por ejemplo, en general, el valor de P minimo que se encuentra).

En algunas realizaciones preferentes del procedimiento para la predeterminacion de un valor de corte que se ha
descrito anteriormente, dicho marcador biolédgico comprende la densidad de células que expresan un marcador de
proteina especifico en la muestra de tumor. De forma adicional, para un Unico marcador de proteina, se pueden
determinar los valores de corte, como minimo, para dos marcadores bioldgicos distintos, respectivamente (i) un
primer valor de corte determinado para un primer marcador biolégico que comprende la densidad de células que
expresan dicho marcador de proteina en el centro del tumor (CT) y (ii) un segundo valor de corte determinado para
un segundo marcador biolégico que comprende la densidad de células que expresan dicho marcador de proteina en
el borde invasivo (IM).

En algunas realizaciones preferentes de la etapa c) del procedimiento para la determinacién de los valores de corte
anteriores, dicha informacion relacionada con el resultado clinico real de los pacientes se selecciona del grupo que
comprende (i) la duracién de la supervivencia libre de enfermedad (DFS) y (ii) la supervivencia total (OS).

De hecho, para llevar a cabo el procedimiento de prondstico del cancer segun la invencion, es preferible la
disponibilidad de un valor de referencia predeterminado para mas de un marcador biolégico. De este modo, en
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general, se determina, como minimo, un valor de referencia predeterminado para una pluralidad de marcadores
bioldgicos indicativos del estado de la respuesta inmune adaptativa contra el cancer que se engloban en esta
descripcién, simplemente repitiendo uno cualquiera de los procedimientos para la obtencién de valores de referencia
predeterminados que se han descrito anteriormente, para una pluralidad de marcadores biolégicos.

En algunas realizaciones, el valor predeterminado de referencia comprende un valor de “corte”, tal como se ha
descrito anteriormente, valor de "corte" que comprende un valor de cuantificacion promedio para el marcador
biolégico de interés que discrimina entre un prondstico del cancer malo y un prondstico del cancer bueno.

Tercera realizacion ilustrativa para la predeterminacién de un valor de referencia

También, de forma ilustrativa, en realizaciones en las que el marcador biolégico consiste en el nivel de expresion de
un gen relacionado con la respuesta inmune del cuerpo humano, el valor de referencia predeterminado puede
consistir en el valor de la expresion génica que se correlaciona con un mal prondstico del cancer, por ejemplo,
recaidas o recurrencias, tiempo de supervivencia corto, etc., o al contrario puede consistir en el valor de la expresion
génica que se correlaciona con un buen prondstico del cancer, por ejemplo, no metastasis en absoluto o tiempo de
supervivencia libre de enfermedad largo. El valor de la expresion génica puede expresarse como cualquier unidad
arbitraria. Por ejemplo, el valor de la expresion génica puede expresarse como la diferencia (deltaCT) entre (i) la
cantidad del ARNm especifico del marcador bioldgico y (ii) la cantidad de un ARNm no relacionado, encontrado en la
muestra de tejido tumoral, tal como por ejemplo el ARNm 18S ribosémico. De forma ilustrativa, para el cancer
colorrectal humano, la diferencia entre (i) la cantidad del ARNm especifico del marcador bioldgico y (ii) la cantidad de
un ARNm no relacionado puede asignarse arbitrariamente para consistir en el deltaCT y en la media de todos los
valores del grupo de referencia (por ejemplo, para pacientes que han experimentado etapas tempranas de procesos
de metastasis (VELIPI) y recaidas, ajustado a "100%"). En estas realizaciones, el valor de cuantificacion generado
para un ARNm especifico de un gen particular, en la etapa a) del procedimiento, es mas de 100%, entonces se
obtiene un mejor prondstico del cancer que con el valor de referencia predeterminado. Por ejemplo, esto se muestra
en los ejemplos de esta descripcion, cuando se usa de forma destacada ARNm especifico de CD8a, ARNm
especifico de GZM-B y ARNm especifico de GNLY.

Comparacion o comparaciones llevadas a cabo en la etapa b)

Tal como ya se ha especificado, y tal como se muestra en los ejemplos de la presente descripcion, la etapa b) del
procedimiento de prondstico in vitro de la invencién comprende comparar, para cada marcador bioloégico ensayado,
respectivamente:

(i) el valor de cuantificacion encontrado en la etapa a) para dicho marcador bioldgico; y
(ii) el valor de referencia correspondiente que ya se ha predeterminado para dicho marcador bioldgico.

Cuando dos o mas marcadores biolégicos se cuantifican en la etapa a), entonces la etapa b) comprende dos o mas
etapas de comparacion del tipo que se ha definido anteriormente.

Ademas, cuando un marcador bioldgico especifico se cuantifica en la etapa a) en diversos lugares del tumor, y
especialmente de forma separada tanto en el centro del tumor (CT) como en el borde invasivo (IM), entonces la
etapa b) comprende para dicho marcador biolégico especifico el mismo nimero de etapas de comparacion que el
numero de lugares del tumor en el que dicho marcador bioldgico especifico se cuantifica. Especialmente para las
situaciones en las que se cuantifica un marcador biolégico especifico de forma separada tanto en el CT como en el
IM en la etapa a), entonces la etapa b) comprende, para dicho marcador bioldgico especifico, dos etapas de
comparacion, respectivamente:

(i) una primera etapa de comparacion entre el valor de cuantificacion obtenido en la etapa a) para dicho
marcador biolégico en el CT, con el valor de referencia predeterminado en el CT para dicho marcador biolégico;
y

(i) una segunda etapa de comparacion entre el valor de cuantificacion obtenido en la etapa a) para dicho
marcador bioldgico en el IM, con el valor de referencia predeterminado en el IM para dicho marcador biolégico.

De este modo, la etapa b) comprende el mismo numero de etapas de comparacion Unicas que el nimero de valores
de cuantificacién que se obtienen en la etapa a).

Dicha etapa de comparacién b), independientemente de si la etapa a) comprende la etapa a1) (procedimientos
inmunoldgicos) o la etapa a2) (analisis de la expresidon génica) tal como se ha definido anteriormente, también
comprende, preferentemente, el calculo de una relevancia estadistica de la pluralidad de valores de cuantificacion de
marcador medidos en la etapa a), después de su comparacion con los valores de referencia correspondientes, por
ejemplo, utilizando una prueba de rango logaritmico de P, tal como se describe en los ejemplos de esta descripcion.

De forma mas simple, dicha etapa de comparacién b) puede incluir una clasificacion de los valores de cuantificacion
medidos en la etapa a), para cada marcador biolégico, y opcionalmente también para cada tipo de tejido tumoral
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ensayado, en dos grupos, respectivamente: (i) un primer grupo denominado “Hi” cuando el valor de cuantificacion
para dicho marcador biolégico, opcionalmente en dicho tipo de tejido tumoral, es superior al valor de referencia
correspondiente predeterminado y (ii) un segundo grupo denominado “Lo” cuando el valor de cuantificacion para
dicho marcador bioldgico, opcionalmente en dicho tipo de tejido tumoral, es inferior al valor de referencia
correspondiente predeterminado. Si el resultado de la etapa de comparacién b) comprende exclusivamente valores
“Hi” para cada marcador ensayado, entonces se determina un prondstico del resultado favorable para dicho cancer.
En cambio, si el resultado de la etapa de comparacion b) comprende exclusivamente valores “Lo” para cada
marcador ensayado, entonces se determina un prondstico del resultado malo para dicho cancer. Se determinan
conclusiones intermedias para pacientes “heterogéneos”, en los que, en la etapa de comparacion b), los valores de
cuantificacion “Hi” se encuentran para uno o mas de los marcadores bioldégicos ensayados y los valores de
cuantificacion “Lo” se encuentran para los marcadores restantes de la combinacion de marcadores bioldgicos
ensayados, tal como se describe en los ejemplos de esta descripcion.

Los inventores creen que un motivo adicional para explicar la elevada relevancia estadistica del procedimiento de
prondstico in vitro segun la invencién, para predecir el resultado de un cancer, comprende el tamafio del grupo de
los pacientes que se han ensayado, que proporciona unos valores de referencia muy exactos, por ejemplo, valores
de “corte” muy exactos; permitiendo una discriminacion reproducible y exacta entre pacientes con prondstico bueno
y pacientes con pronostico malo.

De este modo, en una realizaciéon de las mas preferentes del procedimiento in vitro segun la invencién, el valor de
referencia predeterminado para cada marcador biolégico especifico, que se utiliza en la etapa de comparacién b) se
calcula en base a los valores de cuantificacién para dicho marcador, que se miden anteriormente en muestras de
tejido tumoral que provienen de una poblacién grande de individuos con cancer.

La exactitud de un valor de referencia predeterminado especifico aumenta con el nimero de muestras de tejido que
se utilizan para obtener los valores de cuantificacion para un marcador biolégico especifico y, de este modo, para
calcular un valor promedio (el valor de referencia predeterminado) que se asocia con un resultado del cancer
especifico. De este modo, otra explicacion para la elevada exactitud del procedimiento de prondstico in vitro segun la
invenciéon también reside en la elevada relevancia de los valores de referencia predeterminados, con los cuales se
comparan los valores de cuantificacion, en la etapa b) del procedimiento. De la forma mas preferente, en vista de la
obtencion de valores de referencia predeterminados altamente relevantes para cada marcador biolégico de interés,
dichos valores de referencia predeterminados comprenden el valor promedio de una pluralidad de valores de
cuantificacion de dicho marcador medidos en muestras de tejido que provienen de la misma pluralidad de pacientes
con cancer que experimentaron un resultado clinico especifico.

De la forma mas preferente, para calcular unos valores de referencia predeterminados exactos, dichos valores de
referencia se predeterminan a partir, como minimo, de 50 valores de cuantificaciéon, para un marcador biolégico
especifico, utilizando, de este modo, muestras de tejido que provienen, como minimo, de 50 pacientes con cancer
que han experimentado un resultado clinico malo o bueno especifico, por ejemplo, DFS u OFS de mas de 5 afios
después del diagnéstico. En realizaciones preferentes, se obtiene un valor de referencia predeterminado, como
minimo, a partir de 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250,
260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480,
490, 500 o mas valores de cuantificacién para un marcador bioldgico especifico.

De forma ilustrativa, los valores de referencia predeterminados que se dan a conocer en los ejemplos de esta
descripcién se han obtenido a partir de muestras de tejido que provienen de un grupo de aproximadamente 500
pacientes con cancer.

La posibilidad segun la invencion de ensayar grupos grandes de pacientes, es decir, un gran niumero de muestras de
tejido, se proporcion6 de forma destacada por la utilizacion de una técnica micromatriz de tejido que se detalla con
mas detalle en la presente especificacion.

En los ejemplos de esta descripcion se describen con total detalle realizaciones especificas de los procedimientos
utilizados para llevar a cabo la etapa b).

Etapa c) opcional del procedimiento

El procedimiento de prondstico del cancer in vitro de la invencidon puede comprender adicionalmente una etapa c) en
la que se proporciona el resultado del prondstico per se.

De este modo, el procedimiento de prondstico del cancer de la invencidon puede comprender una etapa c) adicional
en la que, dependiendo del marcador o marcadores bioldgicos utilizados:

(i) se determina un prondstico bueno de un paciente para la progresion del cancer, sin recaida del cancer o sin

recurrencia del cancer, cuando el valor o valores de cuantificacion obtenidos en la etapa a) para un marcador
biolégico especifico, o0 una combinacion especifica de marcadores bioldgicos, es superior o inferior,
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respectivamente, al valor o valores de referencia predeterminados correspondientes; o bien

(i) se determina un pronéstico malo de un paciente para la progresion del cancer, con recaida del cancer o con
recurrencia del cancer, cuando el valor o valores de cuantificacion obtenidos en la etapa a) para un marcador
bioldgico especifico, o una combinacion especifica de marcadores bioldgicos, es superior o inferior a dicho valor
o valores de referencia predeterminados correspondientes;

De forma alternativa, el procedimiento de prondstico del cancer de la invencién puede comprender una etapa c)
adicional en la que, dependiendo del marcador o marcadores bioldgicos utilizados:

(i) se determina un prondstico bueno de un paciente para la progresiéon del cancer, con un valor alto de
supervivencia libre de enfermedad (DFS) o un valor alto de supervivencia total (OS), cuando el valor o los
valores de cuantificacion obtenidos en la etapa a) para un marcador biolégico especifico, o0 una combinacion
especifica de marcadores bioldgicos, es superior o inferior al valor o valores de referencia predeterminados
correspondientes; o bien

(i) se determina un prondstico malo de un paciente para la progresion del cancer, con un valor bajo de
supervivencia libre de enfermedad (DFS) o un valor bajo de supervivencia total (OS), cuando el valor o los
valores de cuantificacion obtenidos en la etapa a) para un marcador biolégico especifico, 0 una combinacion
especifica de marcadores bioldgicos, es superior o inferior, respectivamente, a dicho valor o valores de
referencia predeterminados correspondientes;

Habitualmente, para la mayor parte de los marcadores biolégicos utilizados en esta descripcién, el valor de
cuantificacidon aumenta con un incremento de la respuesta inmune adaptativa contra el cancer. Por ejemplo, cuando
el marcador biolégico que se cuantifica en la etapa a) comprende una proteina o un gen que se expresan
especificamente por células del sistema inmune, el valor de cuantificacién de dicho marcador aumenta con el nivel
de la respuesta inmune adaptativa contra el cancer del paciente ensayado. Por lo tanto, cuando se lleva a cabo la
etapa b) del procedimiento de prondstico del cancer de la invencion, se determina un prondstico bueno cuando el
valor de cuantificacion para un marcador bioldgico especifico que se obtiene en la etapa a) es superior al valor de
referencia predeterminado correspondiente, de forma destacada en realizaciones en las que el valor de referencia
predeterminado comprende un valor de corte. En cambio, un prondstico malo se determina cuando el valor de
cuantificaciéon obtenido en la etapa a) para un marcador biolégico especifico es inferior al valor de referencia
predeterminado correspondiente, de forma destacada en realizaciones en las que el valor de referencia
predeterminado comprende un valor de corte.

En los ejemplos de la presente descripcion se describen totalmente realizaciones especificas de los procedimientos
utilizados para llevar a cabo la etapa c).

Combinaciones de marcadores biolégicos

Cuando se lleva a cabo el procedimiento de prondstico del cancer de la invencion con mas de un marcador
bioldgico, el numero de marcadores bioldgicos distintos que se cuantifican en la etapa a) es habitualmente inferior a
100 marcadores distintos, y en la mayor parte de las realizaciones, inferior a 50 marcadores distintos.

De forma ventajosa, cuando se busca cribado de un elevado nimero de muestras, el procedimiento de prondstico
del cancer de la invencidn se lleva a cabo utilizando hasta 20 marcadores biolégicos distintos.

Cuanto mas elevado es el numero de marcadores biolégicos distintos que se cuantifican en la etapa a) del
procedimiento, mas exacto sera el prondstico final del cancer.

El nimero de marcadores bioldgicos distintos que es necesario para obtener un prondstico del cancer exacto y
fiable, utilizando el procedimiento de prondstico in vitro de la invencion, puede variar de forma destacada segun el
tipo de técnica de cuantificacion que se lleva a cabo en la etapa a).

De forma ilustrativa, se descubrié una significancia estadistica alta con una combinacién de un nimero pequefio de
marcadores bioldgicos, cuando la etapa a) se lleva a cabo mediante deteccion inmunohistoquimica in situ de
marcadores de proteina de interés, dado que la cuantificacién separada de dichos marcadores se lleva a cabo tanto
en el centro del tumor (CT) como en el borde invasivo (IM). De forma ilustrativa, se obtuvo una significancia
estadistica alta con una combinacion de dos a diez marcadores biolégicos, tal como se describe en los ejemplos de
esta descripcion. Sin pretender seguir ninguna teoria particular, los inventores creen que la relevancia altamente
estadistica (valor de P inferior a 10-3) para el prondstico del cancer se consigue cuando la etapa a) se lleva a cabo
utilizando un método inmunohistoquimico para la cuantificacion de un marcador bioldgico, y utilizando una
combinacion de tres marcadores bioldgicos distintos, o0 mas.

Aun de forma ilustrativa, también se descubrié una significancia estadistica alta con un numero pequefio de
marcadores bioldgicos, cuando la etapa a) se lleva a cabo mediante analisis de la expresion génica de marcadores
de genes de interés, aunque la técnica de analisis de la expresiéon génica se lleva a cabo en la totalidad de la
muestra de tumor. En la tabla 4 se muestran de forma destacada realizaciones ilustrativas de varias combinaciones
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altamente significativas de dos marcadores de genes. Sin pretender quedar limitados por ninguna teoria particular,
los inventores creen que la relevancia altamente estadistica (valor de P inferior a 10%) se consigue cuando la etapa
a) se lleva a cabo utilizando un analisis de la expresidn génica para la cuantificacion de un marcador biolégico, y
utilizando una combinacion de diez marcadores bioldgicos distintos, y mas preferentemente, una combinacién de
quince marcadores bioldgicos distintos, de la forma mas preferente, veinte marcadores bioldgicos distintos, o mas.

Tal como se muestra en los ejemplos de esta descripcidn, se puede obtener un prondstico fiable del cancer cuando
se cuantifica un Unico marcador bioldgico en la etapa a) del procedimiento, tal como se ilustra, por ejemplo, con la
cuantificacion de los marcadores bioldgicos CD3+, CD8+, CD45R0O, GZM-B, GLNY, TBX21, IRF1, IFNG, CXCL9 y
CXCL10.

De este modo, en realizaciones preferentes del procedimiento de prondstico del cancer segun la invencion, la
muestra de tejido tumoral a la que se hace referencia en la etapa a) se selecciona del grupo que comprende (i) un
tumor primario global (como una totalidad), (ii) una muestra de tejido del centro del tumor, (iii) una muestra de tejido
del tejido que rodea directamente el tumor, tejido que puede denominarse mas especificamente el “borde invasivo”
del tumor, (iv) los ganglios linfaticos localizados en la zona mas préxima del tumor, (v) una biopsia de tumor
realizada antes de la cirugia (para el seguimiento de pacientes después de un tratamiento, por ejemplo) y (vi) una
metastasis distante.

De la forma mas preferente, cuando el procedimiento de prondstico in vitro de la invencion se lleva a cabo con
marcadores biolégicos que consisten en el nivel de expresion de genes de interés, entonces la etapa a) se lleva a
cabo mediante procedimientos de anadlisis de la expresion génica, como analisis por PCR Tagman en tiempo real,
empezando a partir del tejido tumoral completo que se recogié inicialmente del paciente con cancer, por ejemplo, un
tejido tumoral que se origina de una reseccion tumoral durante una operacién quirurgica.

Preferentemente, el como minimo, un marcador bioldgico indicativo del estado de la respuesta inmune adaptativa de
dicho paciente contra el cancer, que se cuantifica en la etapa a), comprende, como minimo, un marcador biolégico
expresado por una célula del sistema inmune seleccionada del grupo que comprende linfocitos B, linfocitos T,
monocitos/macroéfagos, células dendriticas, células NK, células NKT, y células NK-DC.

Preferentemente, dicho, como minimo, un marcador bioldgico, que se cuantifica en la etapa a) es el nivel de
expresion de un acido nucleico de interés en la muestra de tejido tumoral, generalmente la cantidad de ARNm
codificado por un marcador génico especifico.

En otras realizaciones, dicho, como minimo, un marcador biolégico comprende el valor de cuantificaciéon de una
proteina expresada por las células del sistema inmune presentes en el sitio del tumor.

En realizaciones adicionales del procedimiento, dicho, como minimo, un marcador bioldgico consiste en el valor de
cuantificacion de la expresion de un gen expresado especificamente por células del sistema inmune presentes en el
sitio del tumor.

Una lista de los marcadores bioldgicos preferidos que pueden usarse para llevar a cabo el procedimiento de
pronostico de cancer de la invencion se listan en las Tablas 2, 4, 8, 9 y 10. Las Tablas 2, 9 y 10 contienen, para cada
marcador biolégico que se lista, el nUmero de acceso a sus secuencias de acido nucleico y aminoacidos, segun esta
disponible en la base de datos Internacional GenBank.

Aunque el procedimiento de prondstico del cancer segun la invencion se ha ensayado para el cancer colorrectal,
dicho procedimiento se puede aplicar a una amplia variedad de canceres. Sin pretender seguir ninguna teoria
particular, los inventores creen que el procedimiento de prondstico del cancer de la invencion se puede llevar a cabo
de forma satisfactoria para pronosticar la progresion de cualquier cancer que se desarrolle a partir de un tumor
central al cual tengan acceso las células del sistema inmune.

De este modo, el procedimiento de prondstico del cancer segun la invencién es potencialmente util para determinar
el prondstico de pacientes para la progresion de un cancer seleccionado del grupo que comprende cancer
adrenocortical, cancer anal, cancer del conducto biliar (por ejemplo, cancer perihilar, cancer del conducto biliar distal,
cancer del conducto biliar intrahepatico), cancer de vejiga, cancer de huesos (por ejemplo, osteoblastoma,
osteocondroma, hemangioma, fibroma condromixoide, osteosarcoma, condrosarcoma, fibrosarcoma, histiocitoma
fibroso maligno, tumor de célula gigante del hueso, linfoma, cordoma, mieloma multiple), cancer de cerebro y
sistema nervioso central (por ejemplo, meningioma, astocitoma, oligodendrogliomas, ependimoma, gliomas,
meduloblastoma, ganglioglioma, Schwannoma, germinoma, craniofaringioma), cancer de mama (por ejemplo,
carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal infiltrante, carcinoma lobular infiltrante, carcinoma lobular in situ,
ginecomastia), enfermedad de Castleman (por ejemplo, hiperplasia de nédulo linfatico gigante, hiperplasia de nédulo
linfatico angiofolicular), cancer cervical, cancer colorrectal, cancer endometrial (por ejemplo, adenocarcinoma
endometrial, adenocantoma, adenocarcinoma papilar seroso, célula clara), cancer de eso6fago, cancer de vesicula
biliar (adenocarcinoma mucinoso, carcinoma de célula pequefia), tumores carcinoides gastrointestinales (por
ejemplo, coriocarcinoma, corioadenoma destruens), enfermedad de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, sarcoma de
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Kaposi, cancer de rifidn (por ejemplo, cancer de célula renal), cancer laringeo e hipofaringeo, cancer de higado (por
ejemplo, hemangioma, adenoma hepatico, hiperplasia nodular focal, carcinoma hepatocelular), cancer de pulmén
(por ejemplo, cancer de célula pequefia de pulmén, cancer de célula no pequefia de pulmdn), mesotelioma,
plasmacitoma, cancer de seno de la cavidad nasal y paranasal (por ejemplo, estesioneuroblastoma, granuloma de
linea media), cancer nasofaringeo, neuroblastoma, cancer de cavidad oral y orofaringeo, cancer de ovario, cancer
pancreatico, cancer de pene, cancer de pituitaria, cancer de prostata, retinoblastoma, rabdomiosarcoma (por
ejemplo, rabdomiosarcoma embrionario, rabdomiosarcoma alveolar, rabdomiosarcoma pleomorfico), cancer de
glandula salivar, cancer de piel (por ejemplo, melanoma, cancer de piel sin melanoma), cancer de estomago, cancer
testicular (por ejemplo, seminoma, cancer de célula germinal no seminoma), cancer de timo, cancer tiroideo (por
ejemplo, carcinoma folicular, carcinoma anaplasico, carcinoma poco diferenciado, carcinoma medular tiroideo,
linfoma tiroideo), cancer vaginal, cancer vulvar, y cancer uterino (por ejemplo, leiomiosarcoma uterino).

En el procedimiento de la invenciéon, dicho como minimo un marcador biolégico es GNLY. Los marcadores biolégicos
distintos adicionales pueden seleccionarse del grupo que consiste en los marcadores bioldgicos siguientes:

(i) Varios marcadores biologicos

ICAM-2/CD102, 4-1BB/TNFRSF9, IFN-gamma R1, IFN-gamma R2, B7-1/CD80, IL-1 RI, IL-2 R alfa,
BLAME/SLAMFS, IL-2 R beta, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCRS, IL-7 R alfa, CCR9, CXCR1/IL-8 RA, CD2,
CD3épsilon, CD3zeta, CD3gamma, CD4, CD4+/45RA-, IL-12 R beta 1, CD4+/45R0-, IL-12 R beta 2, CD4+/CD62L-
/CD44, CD4+/CD62L+/CD44IL-17, CD5, Integrina alfa 4/CD49d, CD®6, integrina alfa E/CD103, CD8, Integrina alfa
M/CD11b, CD8+/45RA-, Integrina alfa X/CD11c, CD8+/45R0O-, Integrina beta 2/CD18, CD27/TNFRSF7, LAG-3,
CD28, LAIR1, CD30/TNFRSF8, LAIR2, CD31/PECAM-1, Ligando CD40/TNFSF5, NCAM-L1, CD43, NTB-
A/SLAMF6, CD45, CD83, CD84/SLAMF5, RANK/TNFRSF11A, L-Selectina, CD229/SLAMF3, SIRP beta 1, CD69,
SLAM, Cadena gamma Comun/IL-2 R gamma, CRACC/SLAMF7, CX3CR1, CXCR3, CXCR4, CXCR6, TNF
RI/TNFRSF1A, TNF RII/TNFRSF1B, Fas/TNFRSF6, Ligando Fas/TNFSF6, TSLP, TSLP R, ICAM-1/CD54, IL-2, IFN-
gamma, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13,

(if) Marcadores biolégicos de células Th1/Th2:

II-2R Cadena beta Comun, Cadena gamma Comun/IL-2 R gamma, IFN-gamma, IFN-gamma R1, IL-12, IFN-gamma
R2, IL-12 R beta 1, IL-2, IL-12 R beta 2, IL-2 R alfa, IL-2 R beta, IL-24, TNF RI/TNFRSF1A, TNF RII/TNFRSF1B, IL-4
R, TNF-beta/TNFSF1B,

(iii) Marcadores biolégicos de la familia de los Interferones:

IFN alfa, IFN beta, IFN-alfa/beta R1, IFN-alfa/beta R2, IFN-gamma R1, IFN-gamma R2, IFN-alfa A, IFN-alfa/beta R2,
IFN-alfa B2, IFN-beta, IFN-alfa C, IFN-gamma, IFN-alfa D, IFN-alfa G, IFN-omega, IFN-alfa H2,

(iv) Marcadores biolégicos de la Familia del Receptor de Cadena gamma Comun:

Cadena gamma Comun/IL-2 R gamma, IL-7 R alfa, IL-2, IL-9, IL-2 R alfa, IL-9 R, IL-2 R beta, IL-15, IL-15 R alfa, IL-
21, IL-7, IL-21 R, IL-31,

(v) Marcadores biolégicos de Quimioquinas y Receptores CX3C:

Ligandos Quimioquina CX3C, CX3CL1/Fractalkina,
Receptores de Quimioquina CX3C, CX3CR1,

(vi) Marcadores biolégicos de Quimioquinas y Receptores CXC,

Ligandos Quimioquina CXC, CXCL13/BLC/BCA-1, CXCL11/I-TAC, CXCL14/BRAK, CXCL8/IL-8, CINC-1,
CXCL10/IP-10/CRG-2, CINC-2, CINC-3, CXCL16, CXCL15/Lungkina, CXCL5/ENA, CXCL9/MIG, CXCL6/GCP-2,
CXCL7/NAP-2, GRO, CXCL4/PF4, CXCL1/GRO alfa, CXCL12/SDF-1, CXCL2/GRO beta, Quimioquina-1 de Timo,
CXCL3/GRO gamma,

Receptores de Quimioquina CXC, CXCR6, CXCR3, CXCR1/IL-8 RA, CXCR4, CXCR2/IL-8 RB, CXCR5,

(vii) Marcadores biolégicos de Quimioquinas y Receptores CC,

Ligandos Quimioquina CC, CCL21/6Ckina, CCL12/MCP-5, CCL6/C10, CCL22/MDC, CCL28, CCL3L1/MIP-1 alfa
Isoforma LD78 beta, CCL27/CTACK, CCL3/MIP-1 alfa, CCL24/Eotaxina-2, CCL4/MIP-1 beta, CCL26/Eotaxina-3,
CCL15/MIP-1 delta, CCL11/Eotaxina, CCL9/10/MIP-1 gamma, CCL14a/HCC-1, MIP-2, CCL14b/HCC-3, CCL19/MIP-
3 beta, CCL16/HCC-4, CCL20/MIP-3 alfa, CCL1/I-309/TCA-3, CCL23/MPIF-1, MCK-2, CCL18/PARC, CCL2/MCP-1,
CCL5/RANTES, CCL8/MCP-2, CCL17/TARC, CCL7/MCP-3/MARC, CCL25/TECK, CCL13/MCP-4CC Receptores de
Quimioquina, CCR1, CCR7, CCR2, CCR8, CCR3, CCR9, CCR4, D6, CCR5, HCR/CRAM-A/B, CCR6
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(viii) Marcadores biolégicos de Inhibidores de Quimioquina CC
CCI, Homologos de Quimioquina Virales CC, MCV-tipo-Il, MIP-II, MIP-I, MIP-III
(ix) Marcadores biolégicos de Quimioquinas y Receptores C

La subfamilia C (gamma) carece del primer y tercer residuos de cisteina. La linfotactina (también conocida como
SCM-1 alfa) y SCM-1 beta son actualmente los dos unicos miembros de la familia. Ambos tienen actividad
quimiotactica para linfocitos y células NK.

Ligandos Quimioquina C, XCL1/Linfotactina

Receptores de Quimioquina C, XCR1

(x) Marcadores biolégicos de otras interleuquinas
IL-12, IL-12 R beta 1, IL-12 R beta 2, IL-27, IL-15, IL-31

En la presente especificacion, el nombre de cada uno de los distintos marcadores bioldgicos de interés hace
referencia al nombre reconocido internacionalmente del gen correspondiente, tal como se encuentra en las bases de
datos de secuencias de genes y secuencias de proteinas reconocidas internacionalmente, que incluyen la base de
datos del HUGO Gene Nomenclature Committee.

En la presente especificacion, el nombre de cada uno de los diversos marcadores bioldgicos de interés también
puede hacer referencia al nombre reconocido internacionalmente del correspondiente gen, tal como se encuentra en
la base de datos de secuencias de genes y secuencias de proteinas Genbank reconocida internacionalmente.

Mediante estas bases de datos de secuencias reconocidas internacionalmente, un experto en la técnica puede
recuperar las secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos correspondientes a cada uno de los marcadores
biolégicos de interés descritos en esta descripcion.

En realizaciones aun adicionales del procedimiento, como ya se ha mencionado anteriormente, los valores de
cuantificacion para una combinacién de marcadores biologicos se obtienen en la etapa a) del procedimiento de
prondstico de cancer de la invencion.

Por lo tanto, el procedimiento de prondstico de cancer de la invencion puede llevarse a cabo con una combinacion
de marcadores biolégicos. EI nUmero de marcadores bioldgicos usado solo esta limitado por el numero de
marcadores bioldgicos distintos de interés que estan disponibles de forma practica en el momento de llevar a cabo el
procedimiento. Sin embargo, un nimero demasiado alto de marcadores bioldgicos incrementara significativamente
la duracion del procedimiento sin mejorar significativamente de forma simultanea la determinacién del prondstico
final.

Habitualmente, en las realizaciones en las que se lleva a cabo el procedimiento de prondstico del cancer de la
invencién con una combinacion de marcadores biolégicos, no se cuantifican mas de 50 marcadores bioldgicos
distintos en la etapa a). En la mayor parte de las realizaciones, se cuantifica una combinacién de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 y 50 marcadores bioldgicos distintos. Sin embargo, como ya se ha mencionado
previamente en la presente especificacion, el nimero de marcadores combinados que se requieren para conseguir
una relevancia estadistica alta (por ejemplo, P menor de 10-), dependera del tipo de técnica para cuantificar dicha
combinacién de marcadores bioldgicos, en la etapa a) del procedimiento de prondstico in vitro.

En algunas realizaciones del procedimiento de prondstico in vitro de la invencion, en las que la etapa a) se lleva a
cabo mediante la cuantificacion de marcadores biologicos con técnicas inmunohistoquimicas, la utilizacion de una
combinacién de un numero bajo de marcadores puede ser suficientemente informativa, especificamente si los
marcadores bioldgicos se cuantifican de forma separada, tanto en el centro del tumor (CT) como en el borde
invasivo (IM).

En otras realizaciones del procedimiento de prondstico in vitro de la invencion, en las que la etapa a) se lleva a cabo
mediante la cuantificaciéon de marcadores biolégicos con técnicas de analisis de la expresion génica, se requiere
generalmente la utilizacion de una combinacién de un numero superior de marcadores, por ejemplo, como minimo,
aproximadamente 10 marcadores bioldgicos distintos.

Procedimientos generales para la cuantificacion de marcadores biolégicos
Para llevar a cabo el procedimiento de pronéstico del cancer de la invencion se puede utilizar uno cualquiera de los
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica para la cuantificacion de tipos celulares, un marcador

bioldgico de tipo proteina o de tipo acido nucleico englobado en esta descripcion. De este modo se puede aplicar
facilmente una cualquiera de las técnicas estandares y no estandares (emergentes) muy conocidas en la técnica
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para la deteccion y cuantificacién de una proteina o un acido nucleico en una muestra.

Dichas técnicas incluyen la deteccion y cuantificacion de marcadores bioldgicos de tipo acido nucleico con sondas o
cebadores nucleicos.

Dichas técnicas también incluyen la deteccién y cuantificacion de marcadores bioldgicos de tipo proteina con
cualquier tipo de molécula ligando que se une especificamente a los mismos, entre las que se incluyen acidos
nucleicos (por ejemplo, acidos nucleicos seleccionados para unirse a través del procedimiento bien conocido Selex)
y anticuerpos que incluyen fragmentos de anticuerpo. En algunas realizaciones en las que el marcador bioldgico de
interés comprende una enzima, estos procedimientos de deteccién y cuantificacion también pueden incluir deteccion
y cuantificacién de la actividad enzimatica correspondiente.

De forma destacada, actualmente hay anticuerpos disponibles para la mayor parte de marcadores bioldgicos
descritos en la presente especificacion, si no para todos, entre los que se incluyen los marcadores bioldgicos que se
enumeran en la tabla 2.

Ademas, en situaciones en las que no hay todavia un anticuerpo disponible para un marcador bioldgico
determinado, o en situaciones en las que se busca la produccién de anticuerpos adicionales para un marcador
biolégico determinado, con las técnicas convencionales se pueden obtener facilmente anticuerpos para dichos
marcadores bioldgicos determinados, entre las que se incluyen la generacion de hibridomas productores de
anticuerpos. En este procedimiento, se sintetiza o se aisla una proteina o un péptido que comprende la totalidad de
una proteina marcador biolégico, o un segmento de la misma (por ejemplo, mediante purificacién de una célula en la
cual se expresa o mediante transcripcion y traduccion de un &cido nucleico que codifica la proteina o el péptido in
vivo o in vitro utilizando procedimientos conocidos). Un vertebrado, preferentemente un mamifero tal como un ratén,
rata, conejo u oveja, se inmuniza utilizando la proteina o el péptido. El vertebrado puede, opcionalmente (y
preferentemente) inmunizarse, como minimo, una vez mas con la proteina o el péptido, de modo que el vertebrado
muestra una respuesta inmune robusta a la proteina o el péptido. Del vertebrado inmunizado se aislan esplenocitos
y se fusionan con una linea celular inmortalizada para formar hibridomas, utilizando cualquiera de una variedad de
procedimientos bien conocidos en la técnica. A continuacion, los hibridomas formados de esta manera se criban
utilizando procedimientos estandares para identificar uno o mas hibridomas que producen un anticuerpo que se une
especificamente con la proteina marcador biolégico o un fragmento de la misma. La invenciéon también abarca
hibridomas producidos mediante este procedimiento y anticuerpos producidos utilizando dichos hibridomas. También
se pueden utilizar anticuerpos policlonales.

La expresién de un marcador bioldgico de la invencidn se puede calcular mediante cualquiera de una gran variedad
de procedimientos bien conocidos para la deteccidon de la expresion de un acido nucleico o proteina transcritos.
Entre los ejemplos no limitativos de dichos procedimientos se incluyen procedimientos inmunolégicos para la
deteccién de proteinas secretadas, de la superficie celular, citoplasmaticas o nucleares, procedimientos de
purificacion de proteinas, ensayos de funcion o actividad proteica, procedimientos de hibridacion de acidos
nucleicos, procedimientos de transcripcion inversa de acidos nucleicos, y procedimientos de amplificacién de acidos
nucleicos.

En una realizacion preferente, se calcula la expresién de un marcador utilizando un anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo radiomarcado, marcado con cromoforo, marcado con fluoréforo, anticuerpo unido a esqueleto polimérico,
o anticuerpo marcado con enzima) , un derivado de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo conjugado con un
sustrato o con la proteina o ligando de un par proteina-ligando {por ejemplo, biotina-estreptavidina}) , o un fragmento
de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo de cadena simple, un dominio hipervariable de un anticuerpo aislado, etc.)
que se une especificamente con una proteina marcador o un fragmento de la misma, incluyendo una proteina
marcador que ha experimentado toda o una parte de su modificacion normal posterior a la traduccion.

En otra realizacion preferente, se calcula la expresién de un marcador mediante la preparacion de ARNm/ADNCc (es
decir, un polinucleétido transcrito) a partir de células en una muestra de tejido tumoral de un paciente, y mediante la
hibridacion del ARNm/ADNc con un polinucleétido de referencia que es un complemento de un acido nucleico
marcador, o un fragmento del mismo. Opcionalmente el ADNc puede amplificarse utilizando cualquiera de una
variedad de procedimientos de reaccién en cadena de la polimerasa anteriormente a la hibridacién con el
polinucledtido de referencia; preferentemente, no se amplifica.

En una realizacion relacionada, una mezcla de polinucleétidos transcritos obtenida a partir de la muestra se pone en
contacto con un sustrato que tiene fijado en el mismo un polinucleétido complementario a una parte de un acido
nucleico marcador biolégico, u homdlogo, como minimo, a la misma (por ejemplo, como minimo, 7, 10, 15, 20, 25,
30, 40, 50, 100, 500, o mas residuos de nucledtidos). Si los polinucleétidos complementarios u homélogos son
detectables de forma diferencial sobre el sustrato (por ejemplo, detectables utilizando diferentes croméforos o
fluoréforos, o fijados a diferentes posiciones seleccionadas) , se pueden calcular de forma simultanea los niveles de
expresion de una serie de marcadores utilizando un sustrato Unico (por ejemplo, un “chip genético” micromatriz de
polinucledtidos fijado en posiciones seleccionadas). Cuando se utiliza un procedimiento de calculo de la expresion
de un marcador que implica la hibridacién de un acido nucleico con otro, es preferente que la hibridacién se lleve a
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cabo en condiciones de hibridacion astringentes.

Un procedimiento de ejemplo para la deteccidon y/o cuantificacion de una proteina o acido nucleico marcador
bioldgico en una muestra de tejido tumoral implica la obtenciéon de una muestra de tejido tumoral (por ejemplo, (i) un
tumor primario global (como una totalidad), (ii) una muestra de tejido del centro del tumor, (iii) una muestra de tejido
del tejido que rodea directamente el tumor, tejido que puede denominarse mas especificamente el “borde invasivo”
del tumor, (iv) los ganglios linfaticos localizados en la zona mas préxima del tumor, (v) una biopsia de tumor
realizada antes de la cirugia (para el seguimiento de pacientes después de un tratamiento, por ejemplo) , y (vi) una
metastasis distante, de un paciente con cancer. Dicho procedimiento incluye etapas adicionales de poner en
contacto la muestra biolégica con un compuesto o un agente capaz de detectar el polipéptido o acido nucleico (por
ejemplo, ARNm, ADN genémico, o ADNc). De este modo, los procedimientos de deteccion pueden utilizarse para
detectar ARNm, proteina, ADNc, o ADN gendmico, por ejemplo, en una muestra de tejido tumoral in vitro. Por
ejemplo, entre las técnicas in vitro para la deteccion de ARNm se incluyen hibridaciones Northern e hibridaciones in
situ. Entre las técnicas in vitro para la deteccibn de una proteina marcador bioldgico se incluyen ensayos
inmunoabsorbentes unidos a enzimas (ELISA), transferencias Western, inmunoprecipitaciones e
inmunofluorescencia. Ademas, las técnicas in vivo para la deteccion de una proteina marcador incluyen la
introduccion en un sujeto de un anticuerpo marcado dirigido contra la proteina o un fragmento de la misma. Por
ejemplo, el anticuerpo se puede marcar con un marcador radioactivo cuya presencia y localizacion en un individuo
se puede detectar mediante técnicas de imagen estandares.

Un principio general de dichos ensayos de deteccidon y/o cuantificacion implica la preparacion de una muestra o
mezcla de reaccion que puede contener un marcador bioldgico, y una sonda, en condiciones adecuadas y durante
un tiempo suficiente para permitir que el marcador y la sonda interaccionen y se unan, formando de este modo un
complejo que se puede eliminar y/o detectar en la mezcla de reaccion.

Tal como se utiliza en esta descripcion, el término “sonda” se refiere a cualquier molécula que es capaz de unirse
selectivamente a una molécula diana escogida especificamente, por ejemplo, un transcrito de nucleétido o una
proteina codificados por un marcador biolégico, o correspondientes al mismo. Las sondas se pueden sintetizar por
cualquier especialista de la técnica, o pueden obtenerse a partir de preparaciones biolégicas adecuadas. Para el
objetivo de deteccion de la molécula diana, las sondas se pueden disefiar especificamente para ser marcadas, tal
como se describe en esta descripcion. Entre los ejemplos de moléculas que se pueden utilizar como sondas se
incluyen, pero sin limitacién a las mismas, ARN, ADN, proteinas, anticuerpos, y moléculas organicas.

Estos ensayos de deteccion y/o cuantificacion de un marcador biolégico se pueden llevar a cabo de diversas
maneras.

Por ejemplo, un procedimiento para llevar a cabo un ensayo de este tipo implicaria anclar la sonda sobre un soporte
de fase sdlida, al que también se hace referencia como sustrato, y detectar complejos de marcador diana/sonda
anclados sobre la fase sélida al final de la reaccion. En una realizacion de un procedimiento de este tipo, se puede
anclar una muestra de un individuo, en la que se va a ensayar la cuantificacién del marcador bioldgico, sobre un
soporte transportador o de fase solida. En otra realizacion, es posible la situacién inversa, en la que la sonda se
puede anclar a una fase solida y se puede dejar una muestra de un individuo que reaccione como un componente
no anclado del ensayo.

Existen muchos procedimientos establecidos para anclar componentes de ensayo a una fase sélida. Entre éstos se
incluyen, sin limitacién, moléculas de marcador o sonda que estén inmovilizadas mediante conjugacion de biotina y
estreptavidina. Dichos componentes de ensayo biotinilados se pueden preparar a partir de biotina-NHS (N-
hidroxisuccinimida) utilizando técnicas conocidas en la técnica (por ejemplo, un kit de biotinilacion, Pierce Chemicals,
Rockford, lIl.), e inmovilizar en los pocillos de placas de 96 pocillos recubiertos con estreptavidina (Pierce Chemical).
En algunas realizaciones, las superficies con componentes de ensayo inmovilizados se pueden preparar
previamente y almacenar.

Otros transportadores adecuados o soportes en fase sdlida para dichos ensayos incluyen cualquier material capaz
de unir la clase de molécula a la que pertenece el marcador o la sonda. Entre los soportes o transportadores bien
conocidos se incluyen, aunque sin limitacion, vidrio, poliestireno, nailon, polipropileno, nailon, polietileno, dextrano,
amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, gabbros, y magnetita.

A efectos de llevar a cabo ensayos con las estrategias mencionadas anteriormente, el componente no inmovilizado
se afiade a la fase sélida después de que el segundo componente se ancle. Después de completarse la reaccion, se
pueden eliminar los componentes que no han formado complejos (por ejemplo, mediante lavado) en condiciones
tales que cualquier complejo formado permanecera inmovilizado en la fase solida. La deteccion de complejos
marcador/sonda anclados a la fase sélida se puede conseguir en numerosos procedimientos resumidos en esta
descripcion.

En una realizacion preferente, la sonda, cuando es el componente del ensayo no anclado, se puede marcar con el
objetivo de la deteccion y lectura del ensayo, directa o bien indirectamente, con marcadores detectables que se han
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discutido en esta descripcion y que son bien conocidas por los especialistas de la técnica.

También es posible detectar directamente la formacion del complejo marcador/sonda sin manipulaciéon o marcado
adicional de cada componente (marcador o sonda), por ejemplo, utilizando la técnica de transferencia de energia de
fluorescencia (véase, por ejemplo, Lakowicz et al., Patente de Estados Unidos No. 5.631.169; Stavrianopoulos, et
al., patente de Estados Unidos No. 4.868.103). Se selecciona una etiqueta de fluoréforo sobre la primera molécula
“donadora” de tal modo que tras la excitacion con luz incidente de longitud de onda adecuada, su energia
fluorescente emitida sera absorbida por una etiqueta fluorescente en una segunda molécula “aceptora”, que a su vez
es capaz de tener fluorescencia debido a la energia absorbida. De forma alternativa, la molécula de proteina
“donadora” puede simplemente utilizar la energia de fluorescencia natural de los residuos de triptéfano. Las
etiquetas se seleccionan de forma que emitan diferentes longitudes de onda de luz, de modo que la etiqueta de
molécula “aceptora” se puede diferenciar de la de la “donadora”. Dado que la eficacia de la transferencia de energia
entre las etiquetas esta relacionada con la distancia que separa las moléculas, se pueden calcular las relaciones
espaciales entre las moléculas. En una situacion en la cual tiene lugar unién entre las moléculas, la emisiéon
fluorescente de la etiqueta de molécula “aceptora” en el ensayo debe ser maxima. De forma conveniente, se puede
medir un suceso de union FRET a través de medios de deteccion fluorométricos estandar bien conocidos en la
técnica (por ejemplo, utilizando un fluorimetro).

En otra realizacion, la determinacién de la capacidad de una sonda de reconocer un marcador se puede conseguir
sin marcar cada componente del ensayo (sonda o marcador) utilizando una tecnologia tal como el Analisis de
Interaccion Biomolecular en tiempo real (BIA) (véase, por ejemplo, Sjolander, S. y Urbaniczky, C., 1991, Anal. Chem.
63:2338-2345 y Szabo et al., 1995, Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705). Tal como se utiliza en esta descripcion, el
“BIA” o la “resonancia de plasmones superficiales” es una tecnologia para el estudio de interacciones bioespecificas
en tiempo real, sin marcar ninguno de los elementos que interaccionan (por ejemplo, BlAcore). Los cambios en la
masa en la superficie de union (indicativos de un suceso de unién) dan como resultado alteraciones del indice de
refraccion de la luz cerca de la superficie (el fendmeno 6ptico de la resonancia de plasmones superficiales (SPR)),
que da como resultado una sefal detectable que se puede utilizar como una indicacién de las reacciones en tiempo
real entre moléculas bioldgicas.

De forma alternativa, en otra realizacion, se pueden llevar a cabo ensayos de diagnostico y prondstico analogos con
marcador y sonda como solutos en una fase liquida. En un ensayo de este tipo, el marcador y la sonda que forman
un complejo se separan de los componentes que no forman un complejo por cualquiera de una diversidad de
técnicas estandares, entre las que se incluyen, sin limitacion: centrifugacion diferencial, cromatografia, electroforesis
e inmunoprecipitacion. En la centrifugacion diferencial, los complejos marcador/sonda se pueden separar de los
componentes del ensayo que no forman un complejo a través de una serie de etapas de centrifugacion, debido a un
equilibrio de sedimentacion diferente de complejos basado en sus tamafos y densidades diferentes (véase, por
ejemplo, Rivas, G., y Minton, A. P., 1993, Trends Biochem Sci. 18 (8):284-7). También se pueden utilizar técnicas
cromatograficas estandar para separar las moléculas que forman un complejo de las que no forman un complejo.
Por ejemplo, la cromatografia de filtracién en gel separa moléculas en base a su tamafio, y a través de la utilizacion
de una resina de filtracion en gel adecuada en un formato de columna, por ejemplo, el complejo relativamente mas
grande se puede separar de los componentes que no forman un complejo relativamente mas pequefios. De forma
similar, las propiedades de carga relativamente diferente del complejo marcador/sonda si se compara con los
componentes que no forman un complejo se pueden explotar para diferenciar el complejo de los componentes que
no forman un complejo, por ejemplo, a través de la utilizacion de resinas de cromatografia de intercambio i6nico. Los
especialistas en la técnica conocen bien dichas resinas y técnicas cromatograficas (véase, por ejemplo, Heegaard,
N. H., 1998, J. Mol. Recognit. Winter 11 (1-6):141-8; Hage, D. S., y Tweed, S. A. J Chromatogr B Biomed Sci Appl
1997 Oct. 10; 699 (9-2):499-525). También se puede utilizar la electroforesis en gel para separar componentes del
ensayo que forman un complejo de los componentes no unidos (véase, por ejemplo, Ausubel et al., ed., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, 1987-1999). En esta técnica, los complejos de
proteina o acido nucleico se separan en base al tamafo o la carga, por ejemplo. A efectos de mantener la
interaccion de unién durante el proceso electroforético, habitualmente son preferentes materiales de la matriz de gel
y condiciones no desnaturalizantes en ausencia de un agente reductor. También se puede utilizar la técnica SELDI-
TOF sobre una matriz o perlas acoplados con la superficie activa, o no, o superficie recubierta con anticuerpo, o
perlas.

Los especialistas de la técnica conoceran bien las condiciones adecuadas para el ensayo particular y los
componentes del mismo.

En una realizacion particular, el nivel de ARNm marcador se puede determinar tanto en formatos in situ como in vitro
en una muestra bioldgica utilizando procedimientos conocidos en la técnica. El término “muestra bioldgica” se
pretende que incluya tejidos, células, fluidos biolégicos y aislados de los mismos, aislados de un individuo, asi como
tejidos, células y fluidos presentes dentro del individuo. Muchos procedimientos de deteccién de expresion utilizan
ARN aislado. Para los procedimientos in vitro, se puede utilizar cualquier técnica de aislamiento de ARN que no
seleccione contra el aislamiento de ARNm para la purificacién de ARN de cancer colorrectal (véase, por ejemplo,
Ausubel et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York 1987-1999). De forma
adicional, se pueden procesar facilmente grandes cantidades de muestras de tejido utilizando técnicas bien
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conocidas por los especialistas de la técnica, tales como, por ejemplo, el procedimiento de aislamiento del ARN de
etapa unica de Chomczynski (1989, patente de Estados Unidos No. 4.843.155).

El ARNm aislado se puede utilizar en ensayos de hibridacion o amplificacion que incluyen, pero sin que ello sea
limitativo, analisis Southern o Northern, analisis de reaccion en cadena de la polimerasa y paneles de sondas. Un
procedimiento de diagnodstico preferente para la deteccion de niveles de ARNm implica poner en contacto el ARNm
aislado con una molécula de acido nucleico (sonda) que se puede hibridar al ARNm codificado por el gen que se
esta detectando. La sonda de acido nucleico puede ser, por ejemplo, un ADNc de longitud completa, o una parte del
mismo, tal como un oligonucleétido, como minimo, de 7, 15, 30, 50, 100, 250 o 500 nucledtidos de longitud y
suficiente para hibridarse especificamente en condiciones astringentes a un ARNm o ADN genémico que codifica un
marcador de la presente invencién. En la presente descripcidn se describen otras sondas adecuadas para utilizar en
los ensayos de prondstico de la invencidn. La hibridacion de un ARNm con la sonda indica que el marcador en
cuestion se esta expresando.

En un formato, el ARNm se inmoviliza sobre una superficie sélida y se pone en contacto con una sonda, por
ejemplo, haciendo pasar el ARNm aislado sobre un gel de agarosa y transfiriendo el ARNm del gel a una membrana,
tal como nitrocelulosa. En un formato alternativo, la sonda o sondas se inmovilizan sobre una superficie solida y el
ARNmM se pone en contacto con la sonda o sondas, por ejemplo, en una matriz de chip génico Affymetrix. Un
especialista en la técnica puede adaptar facilmente los procedimientos de deteccion del ARNm para utilizar en la
deteccidn del nivel de ARNm codificado por los marcadores de la presente invencion.

Un procedimiento alternativo para la determinacion del nivel de marcador de ARNm en una muestra implica el
procedimiento de amplificacién de acido nucleico, por ejemplo, mediante PCRrt (la realizacion experimental
presentada en Mullis, 1987, patente de Estados Unidos No. 4.683.202), reaccion en cadena de la ligasa (Barany,
1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:189-193), replicacion en secuencia automantenida (Guatelli et al., 1990, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), sistema de amplificacion transcripcional (Kwoh et al., 1989, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86:1173-1177), Replicasa Q-Beta (Lizardi et al., 1988, Bio/Technology 6:1197), replicacién por circulos
rodantes (Lizardi et al., patente de Estados Unidos No. 5.854.033) o cualquier otro procedimiento de amplificacion de
acidos nucleicos, seguido por la deteccion de las moléculas amplificadas mediante técnicas bien conocidas por los
especialistas de la técnica. Estos esquemas de deteccidon son especialmente Utiles para la deteccion de moléculas
de acido nucleico, si dichas moléculas estan presentes con valores muy bajos. Tal como se utiliza en esta
descripcién, los cebadores de amplificacion se definen como un par de moléculas de acido nucleico que pueden
alinearse con regiones 5' 0 3' de un gen (hebras mas y menos, respectivamente, o viceversa) y contener una region
corta en el medio. En general, los cebadores de amplificacién tienen aproximadamente de 10 a 30 nucledtidos de
longitud y flanquean una regién de aproximadamente 50 a 200 nucleétidos de longitud. En condiciones adecuadas y
con los reactivos adecuados, dichos cebadores permiten la amplificacion de una molécula de acido nucleico que
comprende la secuencia de nucleétidos flanqueada por los cebadores.

Para procedimientos in situ, el ARNm no necesita aislarse del cancer colorrectal antes de la deteccion. En dichos
procedimientos, una muestra de células o de tejido se prepara/procesa mediante métodos histoldgicos conocidos. A
continuacion, la muestra se inmoviliza sobre un soporte, habitualmente un portaobjetos y, a continuacion, se pone en
contacto con una sonda que puede hibridarse a un ARNm que codifica el marcador.

Como alternativa para hacer determinaciones basadas en el nivel de expresion absoluto del marcador, las
determinaciones se pueden basar en el nivel de expresidon normalizado del marcador. Los niveles de expresion se
normalizan corrigiendo el nivel de expresién absoluto de un marcador comparando su expresion con la expresion de
un gen que no es un marcador, por ejemplo, un gen constitutivo “housekeeping” que se expresa de forma
constitutiva. Entre los genes adecuados para la normalizacion se incluyen genes constitutivos, tales como el gen de
actina, gen 18S ribosémico, gen GAPD, o genes especificos de células epiteliales. Esta normalizacion permite la
comparacion del nivel de expresién en una muestra, por ejemplo, una muestra de un paciente, con respecto a otra
muestra, por ejemplo, una muestra que no es de cancer colorrectal, o entre muestras de diferentes fuentes.

De forma alternativa, el nivel de expresion se puede aportar como un nivel de expresion relativo. Para determinar un
nivel de expresion relativo de un marcador, se determina el nivel de expresion para 10 o mas muestras de aislados
de células normales frente a aislados de células con cancer, preferentemente 50 o mas muestras, antes de la
determinacion del nivel de expresion para la muestra en cuestion. Se determina el nivel de expresion promedio de
cada uno de los genes ensayados en el nimero de muestras mas grande y se utiliza como nivel de expresion de
linea de base para el marcador. A continuacion el nivel de expresion del marcador determinado para la muestra de
ensayo (nivel absoluto de expresion) se divide por el valor de expresion promedio obtenido para ese marcador. Esto
proporciona un nivel de expresion relativo.

Tal como ya se ha mencionado anteriormente en la presente descripcién, un agente preferente para la deteccion y/o
la cuantificacion de una proteina marcador bioldgico cuando se lleva a cabo un procedimiento de prondstico del
cancer de la invencion es un anticuerpo que se une de forma especifica a dicha proteina marcador biolégico o a un
fragmento de la misma, preferentemente un anticuerpo con una etiqueta detectable. Los anticuerpos pueden ser
policlonales, o mas preferentemente, monoclonales. Se puede utilizar un anticuerpo intacto, o un fragmento o
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derivado del mismo (por ejemplo, Fab o F(ab').sub.2). El término “marcado”, con respecto a la sonda o el anticuerpo,
pretende englobar tanto un marcado directo de la sonda o del anticuerpo por acoplamiento (es decir, unién de forma
fisica) de una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo; asi como un marcado indirecto de la sonda o anticuerpo
por reactividad con otro reactivo que estd marcado directamente. Entre los ejemplos de marcado indirecto se
incluyen la detecciéon de un anticuerpo primario utilizando un anticuerpo secundario marcado de forma fluorescente y
el marcado final de una sonda de ADN con biotina, de manera tal que puede detectarse con estreptavidina marcada
de forma fluorescente.

Para determinar si una muestra contiene una proteina marcador biolégico que se une a un anticuerpo determinado
se pueden utilizar una variedad de formatos. Entre los ejemplos de dichos formatos se incluyen, aunque sin
limitacion, inmunoensayo enzimatico (EIA), radioinmunoensayo (RIA), analisis de transferencia Western y ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Un especialista en la técnica puede adaptar faciimente los
procedimientos conocidos de deteccion y/o cuantificacion de proteinas/anticuerpos para la utilizaciéon en el
procedimiento de prondstico del cancer segun la invencion.

En un formato, se pueden utilizar anticuerpos, o fragmentos o derivados de anticuerpo, en procedimientos tales
como transferencias Western, SELDI-TOF (llevado a cabo con perlas acopladas a anticuerpo o matriz) o técnicas de
inmunofluorescencia para detectar las proteinas expresadas. En dichas utilizaciones, es preferente generalmente
inmovilizar el anticuerpo o bien las proteinas sobre un soporte sélido. Entre los soportes de fase sélida o los
transportadores adecuados se incluye cualquier soporte capaz de unir un antigeno o anticuerpo. Entre los soportes o
transportadores bien conocidos se incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nailon, amilasas,
celulosas naturales o modificadas, poliacrilamidas, gabbros y magnetita.

Un especialista de la técnica conocera muchos otros transportadores adecuados para la unién de un anticuerpo o
antigeno, y sera capaz de adaptar dicho soporte para la utilizacion con la presente invencion. Por ejemplo, una
proteina aislada de cancer colorrectal se puede hacer correr en un gel de electroforesis de poliacrilamida e
inmovilizar en un soporte de fase sodlida, tal como nitrocelulosa. A continuacion, el soporte se puede lavar con
tampones adecuados seguido de tratamiento con el anticuerpo marcado de forma detectable. A continuacion, el
soporte en fase sdlida se puede lavar con el tampdn una segunda vez para eliminar el anticuerpo no unido. A
continuacién, se puede detectar la cantidad de etiqueta unida sobre el soporte solido mediante medios
convencionales.

A continuacion, se describen los procedimientos mas preferentes para la cuantificacion de un marcador biolégico
para el objetivo de llevar a cabo el procedimiento de prondstico del cancer de la invencién.

Cuantificacion de marcadores biolégicos por micromatrices de tejido

En algunas realizaciones, un marcador biolégico, o un grupo de marcadores bioldgicos, se puede cuantificar con uno
cualquiera de los métodos de micromatrices de tejido conocidos en la técnica.

Las micromatrices de tejido se producen mediante un método de relocalizacion del tejido a partir de bloques de
parafina histolégica convencional, de modo que se puede ver el tejido de multiples pacientes o bloques en el mismo
portaobjetos. Esto se realiza utilizando una aguja para hacer una biopsia de secciones histolégicas estandares y
colocando la muestra en una matriz sobre un bloque de parafina como recipiente. Esta técnica fue descrita
originariamente por Wan en 1987 (Wan, Fortuna y Furmanski; Journal of Immunological Methods). En algunas
realizaciones de micromatrices de tejido, las muestras de tejido se colocan en posiciones especificas fijadas
espacialmente en un bloque. Kononen et al. (Nature Medicine en 1998) dan a conocer la técnica de forma
destacada.

La técnica de la matriz de tejido implica adquirir muestras cilindricas minimas, pequefias, de especies de tejido
embebidas en parafina. A continuacion, estos cilindros se exponen en una rejilla de alta densidad, sistematica en
otro bloque de parafina.

Por ejemplo, muestras de tejido tumoral, incluyendo las que estan en forma de muestras de biopsia (i) del centro del
tumor, (ii) del borde invasivo o (iii) de los ganglios linfaticos regionales, se obtienen de bloques de tejido de tumor,
embebidos en parafina, fijados en formalina, a partir de un nimero adecuado de individuos. Estas se transfieren a un
bloque de TMA. Se pueden generar multiples bloques de TMA al mismo tiempo. Cada bloque de TMA se puede
seccionar hasta 300 veces, con todos los trozos de TMA resultantes con los mismos tejidos en las mismas
posiciones coordinadas. Los trozos individuales se pueden utilizar para una serie de analisis moleculares, tales
como la tincién H&E para establecer la morfologia del tejido, hibridacion de ARNm in situ, inmunohistoquimica de
proteinas o analisis del ADN para alteraciones genéticas.

Dado que estas muestras de tejido tumoral cilindricas son pequefias (0,4-1 mm de didametro x 3-4 mm de altura), se
pueden exponer hasta mil tejidos en un unico bloque de parafina mientras se minimiza el dafio y la necesidad del
tejido. Ademas, estos bloques de parafina se pueden cortar de forma transversal en cientos de secciones de
micromatrices de tejido, las cuales, a continuacién, se pueden utilizar para diferentes analisis genéticos.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2561527713

Ademas de la velocidad aumentada de los analisis, las micromatrices de tejido también pueden asegurar la
reproducibilidad vy fiabilidad del procedimiento de prondstico del cancer segun la invencién, ya que se manipulan,
preparan vy tifien cientos de muestras de tejido diferentes de una manera virtualmente idéntica, paralela, todos en el
mismo portaobjetos (Kallioniemi, O.; Wagner, U.; Kononen, J. y Sauter, G. Tissue microarray technology for high-
throughput molecular profiling of cancer. Human Molecular Genetics (2001), 10, 657-662.).

Habitualmente, las areas representativas del tumor se retiran de bloques de tejido tumoral embebido en parafina, por
lo que se obtienen muestras de tejido tumoral. A continuacion, dichas muestras de tejido tumoral se transfieren a
otro bloque de parafina receptor en el que estas muestras se puntean. A continuacion, los puntos de muestra de
tejido que se exponen en dicho bloque de parafina receptor se cortan en secciones, habitualmente secciones de 2-5
um, para analisis posterior.

Habitualmente, para un andlisis posterior, se incuba en primer lugar una seccion delgada de la matriz,
concretamente la micromatriz de tejido, con anticuerpos marcados dirigidos contra un marcador biolégico de interés.
Después del lavado, los anticuerpos marcados que se unen a dicho marcador biolégico de interés se revelan
mediante la técnica adecuada, dependiendo del tipo de etiqueta que transporta el anticuerpo marcado, por ejemplo,
etiqueta radioactiva, fluorescente o enzimatica. También se puede llevar a cabo el marcado multiple de forma
simultanea, especialmente en realizaciones en la que se utiliza mas de un anticuerpo especifico de proteina, para el
objetivo de cuantificar mas de un marcador biolégico.

En los ejemplos de esta descripcién se describen realizaciones ilustrativas de cuantificacion de marcadores
bioldgicos utilizando micromatrices de tejido.

Cuantificacion de marcadores biolégicos por inmunohistoquimica sobre muestras de tejido convencionales
(especimenes embebidos en parafina o congelados)

En algunas realizaciones, un marcador biolégico, o un conjunto de marcadores biolégicos, se pueden cuantificar con
uno cualquiera de los procedimientos de inmunohistoquimica conocidos en la técnica.

A continuacion, el analisis se puede llevar a cabo sobre (i) un tumor primario global (como una totalidad), (ii) una
muestra de tejido del centro del tumor, (iii) una muestra de tejido del tejido que rodea directamente el tumor, tejido
que se puede denominar mas especificamente “borde invasivo” del tumor y (iv) los ganglios linfaticos localizados en
la zona mas préxima del tumor, (vi) una metastasis distante

En regiones de tumor combinadas también, y preferentemente, se pueden llevar a cabo analisis (definidos
anteriormente).

Habitualmente, para un analisis posterior, se incuba en primer lugar una seccion delgada del tumor, con anticuerpos
marcados dirigidos contra un marcador biolégico de interés. Después del lavado, los anticuerpos marcados que se
unen a dicho marcador biolégico de interés se revelan mediante la técnica adecuada, dependiendo del tipo de
etiqueta que transporta el anticuerpo marcado, por ejemplo, etiqueta radioactiva, fluorescente o enzimatica. También
se puede llevar a cabo el marcado multiple de forma simultanea.

Cuantificacion de marcadores biolégicos por procedimientos de citometria de flujo

En algunas realizaciones, se puede cuantificar un marcador bioldgico, o un conjunto de marcadores bioldgicos, con
uno cualquiera de los procedimientos de citometria de flujo conocidos en la técnica.

Por ejemplo, en primer lugar se extraen células comprendidas en la muestra de tejido tumoral que se esta
ensayando mediante dispersién mecanica y se preparan suspensiones de células en un medio liquido.

A continuacién, las células obtenidas de este modo se incuban durante el periodo de tiempo adecuado con
anticuerpos dirigidos especialmente contra el marcador o marcadores bioldgicos que se van a cuantificar.

Después del lavado de la suspension de células, a efectos de eliminar los anticuerpos no unidos, las células
resultantes se analizan llevando a cabo una citometria de flujo, en vista de la cuantificacion del porcentaje del
numero total de células presente en la suspension de células que expresan cada uno de dichos marcadores
bioldgicos.

En los ejemplos de esta descripcion se describen realizaciones ilustrativas de cuantificacion de marcadores
bioldgicos utilizando procedimientos de citometria de flujo.

Cuantificacion de marcadores biolégicos por amplificaciéon de dcidos nucleicos
En algunas realizaciones, se puede cuantificar un marcador bioldgico, o un conjunto de marcadores bioldgicos, con

uno cualquiera de los procedimientos de amplificacion de acidos nucleicos conocidos en la técnica.
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A continuacion, el andlisis se puede llevar a cabo sobre (i) un tumor primario global (como una totalidad), (ii) una
muestra de tejido del centro del tumor (CT), (iii) una muestra de tejido del tejido que rodea directamente el tumor,
tejido que se puede denominar mas especificamente “borde invasivo” del tumor, (iv) los ganglios linfaticos
localizados en la zona mas préxima del tumor y (vi) una metastasis distante

En regiones de tumor combinadas también, y preferentemente, se pueden llevar a cabo andlisis (definidos
anteriormente) después de la microdiseccion del tumor.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un procedimiento altamente sensible y potente para la
cuantificacion de dichos marcadores bioldgicos.

Para llevar a cabo uno cualquiera de los procedimientos de amplificacién de acidos nucleicos que sea adecuado
para cuantificar un marcador biolégico cuando se lleva a cabo el procedimiento de pronéstico del cancer de la
invencioén, se requieren un par de cebadores que se hibriden especificamente con el ARNm diana o con el ADNc
diana.

Se pueden disefar un par de cebadores que se hibridan especificamente con el marcador bioldégico de acido
nucleico diana de interés mediante uno cualquiera de los numerosos métodos conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, para cada uno de los marcadores bioldgicos de la invencién, como minimo, un par de
cebadores especificos, asi como la sonda de acido nucleico de deteccién correspondiente, ya se han referenciado y
descrito totalmente en la base de datos publica de cebadores de PCR cuantitativa (“Quantitative PCR primer
database”), de forma destacada en la siguiente direccion de Internet: hftp://Ipgws.nci.nih.gov/cgibin/Primer-Viewer.

En otras realizaciones, se puede disefiar un par especifico de cebadores utilizando el método que se da a conocer
en la patente de Estados Unidos No. 6.892.141 de Nakae et al., cuya descripcion entera se incorpora en esta
descripcién como referencia.

En la técnica se conocen muchas adaptaciones especificas de la técnica de PCR, tanto para detecciones
cualitativas como cuantitativas. En particular, se conocen procedimientos que utilizan tintes fluorescentes para
detectar y cuantificar productos de PCR amplificados. Anteriormente también se ha descrito la amplificacién y
deteccién in situ, también conocida como PCR homogénea. Véase, por ejemplo, Higuchi et al., (Kinetics PCR
Analysis: Real-time Monitoring of DNA Amplification Reactions, Bio/Technology, vol. 11, pags. 1026-1030 (1993)),
Ishiguro et al., (Homogeneous quantitative Assay of Hepatitis C Virus RNA by Polymerase Chain Reaction in the
Presence of a Fluorescent Intercalater, Anal. Biochemistry 229, pags. 20-213 (1995)), y Wittwer et al., (Continuous
Fluorescence Monitoring of Rapid cycle DNA Amplification, Biotechniques, vol. 22, pags. 130-138 (1997.))

También se han desarrollado un gran nimero de otros procedimientos para cuantificar acidos nucleicos (Southern,
E. M., J. Mol. Biol., 98: 503-517, 1975; Sharp, P. A,, et al., Methods Enzymol. 65: 750-768, 1980; Thomas, P. S.,
Proc. Nat. Acad. Sci., 77: 5201-5205, 1980). Mas recientemente, se han desarrollado procedimientos de PCR y RT-
PCR que son capaces de medir la cantidad de un acido nucleico en una muestra. Una estrategia, por ejemplo, mide
la cantidad de producto de PCR en la fase log de la reaccién antes de la formacion de mesetas de productos de
reaccion (Kellogg, D. E., et al., Anal. Biochem. 189: 202-208 (1990); y Pang, S., et al., Nature 343: 85-89 (1990)).
Habitualmente se utiliza una secuencia de genes comprendida en todas las muestras en una cantidad relativamente
constante para la normalizaciéon de la eficacia de la amplificacion de muestras. Esta estrategia, sin embargo,
presenta varios inconvenientes. El procedimiento requiere que cada muestra tenga cantidades de entrada iguales
del acido nucleico y que la eficacia de la amplificacion entre las muestras sea idéntica hasta el momento del analisis.
Ademas, es dificil utilizar los procedimientos convencionales de cuantificacion por PCR, tales como electroforesis en
gel o hibridacion por captura en placas para determinar que todas las muestras se analizan, de hecho, durante la
fase log de la reaccion, tal como requiere el procedimiento.

Otro procedimiento denominado (QC)-PCR competitivo cuantitativo, tal como el nombre sugiere, se basa en la
inclusion de un competidor como control interno en cada reaccion (Becker-Andre, M., Meth. Mol. Cell Biol. 2: 189-
201 (1991); Piatak, M. J., et al., BioTechniques 14: 70-81 (1993); y Piatak, M. J., et al., Science 259: 1749-1754
(1993)). La eficacia de cada reacciéon se normaliza con respecto al competidor interno. Habitualmente se afiade una
cantidad conocida de competidor interno a cada muestra. El producto de PCR diana desconocido se compara con el
producto de PCR competidor conocido para obtener una cuantificaciéon relativa. Con esta estrategia general una
dificultad se encuentra en el desarrollo de un control interno que amplifica con la misma eficacia que la molécula
diana.

Por ejemplo, el procedimiento de amplificacion de acido nucleico que se utiliza puede comprender analisis por PCR
cuantitativa en tiempo real.

La PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR) permite la cuantificacion de cantidades de partida de plantillas de

ADN, ADNc, o ARN. La QPCR se basa en la deteccion de una molécula informadora fluorescente que aumenta a
medida que el producto de PCR se acumula con cada ciclo de amplificacién. Las moléculas informadoras
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fluorescentes incluyen tintes que se unen a ADN de doble cadena (es decir, SYBR Green |) o sondas especificas de
secuencia (es decir, Molecular Beacons o sondas Tagman®).

Los procedimientos de amplificacién de acidos nucleicos preferentes son los procedimientos de amplificacién por
PCR cuantitativa, incluyendo el procedimiento de PCR cuantitativa multiplex tal como la técnica dada a conocer en la
solicitud de patente publicada de Estados Unidos No. US 2005/0089862, de Therianos et al., la descripcion completa
de la cual se incorpora en esta descripcion como referencia.

De forma ilustrativa, para la cuantificacion de marcadores biolégicos de la invencion, las muestras de tejido tumoral
se congelan de forma instantanea inmediatamente después de la recoleccion de la biopsia. A continuacién, se aisla
y cuantifica el ARN total de una “muestra de tejido tumoral” (i) un tumor primario global (como una totalidad), (ii) una
muestra de tejido del centro del tumor, (iii) una muestra de tejido del tejido que rodea directamente el tumor, tejido
que se puede denominar de forma mas especifica “borde invasivo” del tumor, (iv) los ganglios linfaticos localizados
en la zona mas préxima del tumor, (v) una biopsia de tumor llevada a cabo antes de la cirugia (para el seguimiento
de pacientes después de un tratamiento, por ejemplo), y (vi) una metéastasis distante. A continuaciéon, cada muestra
del ARN extraido y cuantificado se transcribe de forma inversa y el ADNc resultante se amplifica por PCR, utilizando
un par de cebadores especificos para cada marcador bioldgico que se cuantifica. Se utilizan pares de cebadores de
control simultaneamente como controles, tales como pares de cebadores que se hibridan especificamente con ADNc
de 18S y ADNc de GADPH, o cualquier otro gen constitutivo “housekeeping” bien conocido.

En los ejemplos de esta descripcién se describen realizaciones ilustrativas de cuantificacion de marcadores
bioldgicos utilizando procedimientos de amplificacion de acidos nucleicos.

Monitorizacion de los tratamientos anticancerosos

La monitorizacion de la influencia de agentes (por ejemplo, compuestos farmaco) en el nivel de expresion de un
marcador biolégico de la invencién puede aplicarse para la monitorizacion del estado de la respuesta inmune
adaptativa del paciente con el tiempo. Por ejemplo, la eficacia de un agente para afectar la expresion de un
marcador biolégico puede monitorizarse durante tratamientos de sujetos que reciben tratamientos anticancerosos.

Ademas se desvela un procedimiento para monitorizar la eficacia del tratamiento de un sujeto con un agente (por
ejemplo, un agonista, antagonista, peptidomimético, proteina, péptido, acido nucleico, molécula pequefa, u otro
candidato a farmaco) que comprende las etapas de (i) obtener una muestra pre-administracion de un sujeto antes de
la administracion del agente; (ii) detectar el nivel de expresién de uno o mas marcadores bioldgicos seleccionados
de la invencién en la muestra pre-administracion; (iii) obtener una o0 mas muestras post-administracion del sujeto; (iv)
detectar el nivel de expresion del o de los marcadores biolégicos en las muestras post-administracion; (v) comparar
el nivel de expresion del o de los marcadores bioldgicos en la muestra pre-administracion con el nivel de expresion
del o de los marcadores en la muestra o muestras post-administracion; y (vi) alterar la administracion del agente al
sujeto de acuerdo con esto. Por ejemplo, la expresion disminuida del gen o genes del marcador bioldgico durante el
curso del tratamiento puede ser indicativa de una dosificacién ineficaz y la conveniencia de incrementar la
dosificacion. A la inversa, una expresion incrementada del gen o genes del marcador bioldgico puede ser indicativa
de un tratamiento eficaz y no se necesita cambiar la dosificacion.

Como ya se ha mencionado previamente en la presente especificacion, la realizacion del procedimiento de
pronéstico de cancer de la invencién puede indicar, con mas precision que los procedimientos de la técnica anterior,
aquellos pacientes con alto riesgo de recurrencia del tumor que pueden beneficiarse de terapia adyuvante,
incluyendo inmunoterapia.

Por ejemplo, si, al final del procedimiento de prondstico de cancer de la invencion, se determina un buen pronéstico
de ausencia de metastasis o un prondstico de un periodo largo de tiempo de supervivencia libre de enfermedad,
entonces el tratamiento anticanceroso posterior no comprendera ninguna quimioterapia adyuvante.

Sin embargo, si, al final del procedimiento de prondstico de cancer de la invencién, se determina un mal pronéstico
con metastasis o un mal prondstico con un periodo corto de tiempo de supervivencia libre de enfermedad, entonces
se administra al paciente la composicién apropiada de quimioterapia adyuvante.

Ademas, si, al final del procedimiento de pronéstico de cancer de la invencion, se determina un mal pronéstico con
metastasis o un mal prondstico con un periodo corto de tiempo de supervivencia libre de enfermedad, entonces se
administra al paciente la composicion inmunoestimulante apropiada, incluyendo una composicion farmacéutica que
comprende una citoquina o quimioquina inmunoestimulante, incluyendo interleuquinas.

Las citoquinas o quimioquinas inmunoestimulantes preferidas se seleccionan del grupo que consiste en IL-1a, IL-1p,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, G-CSF, IL-15, GM-CSF, IFN-y, CXCL9, CXCL10, Fractalkina, MIG, IFNa, IL-18, IL-12, IL-
23 e IL-31.

De acuerdo con esto, también se desvela un procedimiento para adaptar un tratamiento de cancer en un paciente
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con cancer, en el que dicho procedimiento comprende las etapas de:
a) llevar a cabo en, como minimo, una muestra de tejido tumoral recogida de dicho paciente, el procedimiento de
pronéstico de cancer de la invencion;
b) adaptar el tratamiento del cancer de dicho paciente con cancer mediante la administracion a dicho paciente de
una quimioterapia adyuvante o una terapia inmunoestimulante si se determina un mal pronéstico del cancer al
final de la etapa a).

La presente invencién se ilustra adicionalmente mediante, sin estar de ninguna manera limitada a, los ejemplos
siguientes.

Ejemplos
A. MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS DE LOS EJEMPLOS

Material y procedimientos de los ejemplos 1 a 4.

A.1. Pacientes y bases de datos

Se revisaron todos los casos de cancer colorrectal (n=959) que se sometieron a una reseccion primaria del tumor en
el Hospital Laennec/HEGP entre 1986 y 2004. El tiempo de observacion en este grupo no seleccionado fue el
intervalo entre diagndstico y ultimo contacto (muerte o Ultimo seguimiento). Los datos se controlaron en el ultimo
seguimiento para los pacientes que no habian tenido recaida o que habian muerto. La duracién media del
seguimiento fue de 44,5 meses. Seis pacientes de los que se habia perdido el seguimiento se excluyeron del
analisis. Se registraron los descubrimientos histopatoldgicos y clinicos segun el sistema de estadificacion UICC-TNM
(Sobin LH, Wittekind C, (editores). “Clasificacion UICC-TNM de tumores malignos” (“UICC TNM classification of
malignant tumors”). 62 ed. Nueva York: Wiley-Liss, 2002), tal como se describe en la tabla 1. Se definié la invasion
metastasica temprana como la presencia de embolia vascular (VE), invasion linfatica (LI), o invasion perineural (PI).
Un tumor positivo a VELIPI tenia, como minimo, uno de estos descubrimientos patoldgicos, mientras que un tumor
negativo a VELIPI no tenia ninguno de estos tres descubrimientos. Los estados TNM y VELIPI de los tumores se
determinaron a partir de informes histopatoldgicos en el momento de la reseccién. Se construyé una base de datos
segura basada en Web, TME.db “Base de datos de microentorno tumoral” (“Tumor MicroEnvironment Database”), en
un tercer nivel de arquitectura utilizando Java-2 Enterprise-Edition (J2EE) para integrar conjuntos de datos clinicos, y
los resultados de tecnologias de alto rendimiento.

Los registros de 959 pacientes con cancer colorrectal que se habian sometido a una reseccién primaria en el
Hospital Laennec/HEGP entre 1986 y 2004 se revisaron de forma retrospectiva representando un grupo de
pacientes no seleccionados, continuo y prospectivo. En la tabla 1 se detallan los parametros histopatolégicos
convencionales, que incluyen el estadio TNM de AJCC/UICC, estadio de Dukes, tipo de tumor, y grado de
diferenciacion, embolias linfovasculares, invasion del tumor perineural (VELIPI). Se registraron los datos sobre
quimioterapia adyuvante y paliativa. Se administré quimioterapia adyuvante basada en 5-fluorouracilo (FU) a 327
pacientes (57 pacientes con estadio Il de la enfermedad, 136 con estadio Ill de la enfermedad y 134 con estadio IV
de la enfermedad).

Se llevé a cabo una vigilancia de los pacientes posterior a la cirugia en el Laennec/HEGP y hospitales asociados,
para todos los pacientes, segun las practicas generales para pacientes con cancer de colon, que incluyen examen
fisico, conteos sanguineos, ensayos de funcidon hepatica, antigeno carcinoembrionario en suero, ultrasonografia y
tomografia computarizada abdominal, y rayos X de los pulmones. Se realizé una colonoscopia un afio después de la
reseccion y posteriormente una vez cada tres afios si todo estaba normal. Si se sospechaba que habia recaida del
tumor, el paciente se sometié a revision intensiva, que incluia tomografia computarizada abdominal, imagen por
resonancia magnética, rayos X del pecho, colonoscopia y biopsia, cuando era aplicable.

Los descubrimientos clinicos, tratamiento, informe histopatoldgico y datos del seguimiento se recogieron de forma
prospectiva y se actualizaron (mediante A.B) y se incluyeron en la TME.db. La base de datos es accesible bajo
solicitud a zlatko.trajanoski@tugraz.at. El tiempo de observacion estuvo en el intervalo entre diagnéstico y ultimo
contacto (muerte o uUltimo seguimiento). Los datos se fueron controlando en el ultimo seguimiento para pacientes sin
recaida, o muerte. La duracién media del seguimiento fue de 44,5 meses. Los valores min:max hasta la
progresion/muerte o ultimo seguimiento fueron (0:214) meses, respectivamente. Se excluyeron del analisis seis
pacientes de los que se perdio el seguimiento. El tiempo de recurrencia o tiempo libre de enfermedad se definio
como el periodo de tiempo desde la fecha de la cirugia hasta la fecha confirmada de recaida del tumor para
pacientes con recaida y desde la fecha de la cirugia hasta la fecha del ultimo seguimiento para pacientes libres de
enfermedad.

A.2. Histopatologia

Todas las secciones H&E de los tumores de cada paciente se reevaluaron a ciegas por dos patélogos (D.D., T.M.) o
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dos investigadores (F.P., J.G.) especializados en la patologia del cancer de colon, para cada uno de los siguientes:
(a) infiltrado linfoide tumoral (b) reaccion linfoide en el borde invasivo (de10 a 20 campos analizados por paciente).
Las densidades de estos infiltrados inmunes se registraron independientemente por los investigadores, como débil
(resultado 1), moderada (resultado 2), o fuerte (resultado 3), tal como se describe a continuacion.

Trescientos setenta y siete tumores seleccionados al azar de los 415 tumores evaluados segun TMA se reevaluaron
en cuanto a la densidad de células inmunes. La revisién de las secciones de tejido se llevd a cabo de forma
independiente por dos patdlogos (D.D., T.M.) o dos investigadores (F.P., J.G.) especializados en la patologia del
cancer de colon. Se analizaron un promedio de cuatro secciones de tumor primario. Los campos analizados se
seleccionaron como representativos de la region y estaban lejos de material necrético o abscesos. Los infilirados
inmunes se registraron de la siguiente manera:

(a) infiltrados linfoides tumorales:

La densidad de infiltrados linfoides tumorales se cuantificé contando los linfocitos redondos pequefios distribuidos
dentro del epitelio tumoral y el estroma peritumoral en cinco campos de potencia media (microscopio Nikon, objetivo
x 20). La densidad de infiltrado inmune registrada como 1 (débil), 2 (moderada) o 3 (fuerte), se observé en el 16%,
62% y 22% de las series, respectivamente.

(b) reaccién linfoide en el borde invasivo:

El corte de linfocitos colindantes con el punto mas profundo de avance del tumor (borde invasivo) se consideré como
destacado (resultado 3), no destacado (resultado 2) o ausente (resultado 1). La reaccién linfoide registrada como 1,
2 0 3, se observo en el 18%, 60% y 22% de las series, respectivamente.

(c) ganglios linfoides que rodean la periferia del tumor:

La reaccion linfoide de tipo Crohn se defini6 como agregados linfoides (a menudo con centros germinales) que
rodeaban la periferia de un carcinoma invasivo, encontrados habitualmente en la interfase de la muscular propia
externa y el tejido fibroadiposo pericélico, no asociados con ninguna mucosa (por ejemplo, origen diverticular) o
ganglio linfatico preexistente. Se requirieron dos agregados linfoides grandes en una seccion para la presencia de
esta caracteristica (resultado 2). Mas de dos agregados linfoides grandes se refirieron al resultado 3, mientras que
solo uno o una ausencia de agregados linfoides se registr6 como resultado 1. La densidad de ganglios linfoides
registrada como 1, 2 0 3, se observo en el 38%, 39% y 23% de las series, respectivamente.

Anadlisis por PCR Tagman en tiempo real

Se extrajo el ARN total de 100 especimenes de tumor congelados seleccionados al azar a partir de un grupo de 959
casos; se analizo la expresion génica de 75 muestras, de suficiente calidad y cantidad utilizando PCR Tagman en
tiempo real cuantitativa (Matrices de baja densidad) y el sistema de PCR robético 7900 (Applied-Biosystems, Foster
City, CA), tal como se describe a continuacion.

Se congelaron de forma inmediata muestras de tejido durante los 15 minutos siguientes a la cirugia y se
almacenaron en N2 liquido. Se extrajo el ARN de especimenes de tumor congelados seleccionados al azar (n=100) a
partir del grupo. Se aisldé el ARN total mediante homogeneizacion con un kit de aislamiento RNeasy (Qiagen,
Valencia, CA). Se evaluaron la integridad y la cantidad del ARN en un bioanalizador-2100 (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA). Setenta y cinco muestras tenian una calidad y cantidad de ARN suficiente para el analisis con matriz
de baja densidad (“analisis Low-Density-Array”). Todas estas muestras, representativas del grupo, se evaluaron bien
en cuanto al andlisis de la expresion génica. Se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR segun las instrucciones
del fabricante (Applied-Biosystems, Foster City, CA). Se realiz6 una PCR TagMan en tiempo real cuantitativa
utilizando matrices de densidad baja y el sistema de PCR roboético 7900 (Applied-Biosystems) (véase la lista de
genes en la tabla 2 para mas detalles). Los cebadores y sondas de 18S y GAPDH se utilizaron como controles
internos. Los datos se analizaron utilizando el SDS Software v2.2 (Applied-Biosystems).

Se congelaron de forma inmediata muestras de tejido durante los 15 minutos siguientes a la cirugia y se
almacenaron en N2 liquido. Se extrajo el ARN de especimenes de tumor congelados seleccionados al azar (n=100) a
partir del grupo (n=959). Se aislé el ARN total mediante homogeneizacion con un kit de aislamiento RNeasy (Qiagen,
Valencia, CA). Se evaluaron la integridad y la cantidad del ARN en un bioanalizador-2100 (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA). Setenta y cinco muestras tenian una calidad y cantidad de ARN suficiente para el analisis con matriz
de baja densidad (“analisis Low-Density-Array"). Todas estas muestras, representativas del grupo, se evaluaron bien
en cuanto al analisis de la expresiéon génica. Se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR segun las instrucciones
del fabricante (Applied-Biosystems, Foster City, CA). Se realiz6 una PCR TagMan en tiempo real cuantitativa
utilizando matrices de densidad baja y el sistema de PCR robético 7900 (Applied-Biosystems) (véase la lista de
genes en la tabla 2 para mas detalles). Los cebadores y sondas de 18S y GAPDH se utilizaron como controles
internos. Los datos se analizaron utilizando el SDS Software v2.2 (Applied-Biosystems).
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Analisis por citometria de flujo a gran escala

Se extrajeron células por dispersion mecanica de 39 muestras de tumor fresco. Todas las células (incluyendo las
células tumorales) se analizaron mediante citometria de flujo. Las células de la mucosa normal de un sitio que
estaba lejos del tumor fresco también se analizaron. Las células se incubaron durante 30 minutos a 4°C con
anticuerpos contra los marcadores de células inmunes (véase la tabla 3 para la lista de anticuerpos). Los analisis se
llevaron a cabo con un citdmetro de flujo de cuatro colores FACScalibur y un software CellQuest (Becton Dickinson,
San Diego, CA). Las subpoblaciones inmunes se midieron como un porcentaje del numero total de todas las células
y un porcentaje del numero total de células CD3+. Se aplicd un agrupamiento jerarquico de enlaces promedio
(“Average-linkage hierarchical clustering”) y los resultados se registraron utilizando el programa GENESIS (Sturn A,
Quackenbush J, Trajanoski Z. Genesis: cluster analysis of microarray data. Bioinformatics 2002; 18(1): 207-8; Galon
J, Franchimont D, Hiroi N, et al. Gene profiling reveals unknown enhancing and suppressive actions of
glucocorticoids on immune cells. Faseb J 2002; 16(1): 61-71; software disponible en http://www.genome.tugraz.at).

Construccion de una micromatriz de tejido

Utilizando un instrumento de matriz de tejido (Beecher Instruments, ALPHELYS, Plaisir, Francia), se eliminaron dos
areas representativas del tumor (centro y borde invasivo) (perforaciones de 0,6 mm y 1 mm de diametro,
respectivamente) a partir de bloques de tejido embebidos en parafina que se prepararon en el momento de la
reseccion. De los carcinomas colénicos que se reseccionaron entre 1990 y 2003, el 50 por ciento (415) se
seleccionaron al azar para la construccion de micromatrices de tejido. En base a los descubrimientos patoldgicos T,
N, M, VELIPI, los pacientes con estos tumores fueron representativos del grupo entero. Las muestras de tejido
expuestas en bloques de parafina receptores se cortaron en secciones de 5 pm para la tincién de hematoxilina de
Harris (HE) e inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica

Después de la recuperacion de antigenos y la detencion de la actividad de la peroxidasa enddégena, se incubaron las
secciones (60 minutos a temperatura ambiente) con anticuerpos monoclonales contra CD45R0O y CD3 (Neomarkers,
Fremont, CA). Se aplicaron el sistema Envision+ (esqueleto polimérico conjugado a enzima acoplado con
anticuerpos secundarios) y DAB-chromogen (Dako, Copenhague, Dinamarca). Las secciones de tejido se
contratifieron con hematoxilina de Harris. Como controles negativos se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratén
del mismo isotipo. Se analizaron las muestras con una terminal de analisis por imagen (Spot Browser®,
ALPHELYS). Se obtuvieron las imagenes de puntos de alta resolucion policromaticas (740x540 pixel, resolucion
1,181 pm/pixel) (aumento x100 veces). Se registraron las mediciones como el nimero de células positivas por
unidad superficial de tejido

Analisis estadistico

Se utilizaron curvas de Kaplan-Meier para evaluar la influencia de signos patoldgicos de invasion metastasica
temprana (VELIPI) sobre la supervivencia total y libre de enfermedad. Se calcul6 la significancia de diversos
parametros clinicos mediante analisis univariable utilizando la prueba de rango logaritmico (tabla 1). Se utilizo el
modelo de riesgos proporcionales de Cox para ensayar la influencia simultdnea sobre la supervivencia
(supervivencia total y libre de enfermedad) de todos las covariables encontradas significativas en el analisis
univariable. Se utilizaron los mismos ensayos para calcular el efecto de la densidad de CD45RO (numero de
células/mm?) sobre la supervivencia total y libre de enfermedad, solo o junto con las covariables de estadificacion (T,
N, M) del tumor, ganglio y metastasis. La prueba t anova y la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney fueron las pruebas
paramétricas y no parameétricas utilizadas para identificar marcadores con una expresion significativamente diferente
entre los tumores positivos a VELIPI y negativos a VELIPI. Se determiné la normalidad del logaritmo de los niveles
de expresion génica y de las densidades de CD45RO utilizando la prueba de Shapiro. Se utilizé la prueba de
Wilcoxon para calcular la significancia de la diferencia entre supervivencias promedio entre diferentes grupos de
pacientes. Todas las pruebas fueron bilaterales. Un valor de P < 0,05 se considero significativo estadisticamente. Se
informo de todos los valores de P sin ajustes de correccion multiples. Todos los analisis se realizaron con el software
estadistico R y Statview.

Material y procedimientos del ejemplo 5

A.3. Pacientes y bases de datos

Se revisaron todos los registros de 415 pacientes con cancer colorrectal (CRC) que se sometieron a reseccion
primaria de su tumor en los Hospitales Laennec-HEGP entre 1990 y 2003. Estos 415 pacientes de los hospitales
Laennec-HEGP fueron el principal tema del estudio de los presentes inventores (tabla 11-S1).

Se disponia de muestras de tumor embebidas en parafina de 150 pacientes consecutivos a los que se les habia

diagnosticado CRC en el hospital Avicenne entre 1996 y 2001. Finalmente, se evaluaron los andlisis de
supervivencia de 119 pacientes de estas series de validacion, cuyo seguimiento no se habia perdido y con muestras
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disponibles de biopsia de las 2 regiones tumorales (puntos de micromatriz de tejido). Estos 119 pacientes fueron el
primer conjunto de validacion (12, 33, 48, y 26 pacientes con estadios I, Il, lll, y IV de UICC-TNM, respectivamente)
del hospital Avicenne.

Se seleccionaron muestras de tumor congeladas de 75 pacientes de los hospitales Laennec-HEGP para analizar la
expresion génica. Estos pacientes son diferentes de los de la serie principal de 415 pacientes. A partir de esta serie
de 75 pacientes (6, 17, 24, y 28 pacientes con estadios |, Il, lll, y IV de UICC-TNM, respectivamente), se evaluaron
los andlisis de supervivencia de muestras de tumor embebidas en parafina de 69 pacientes, con muestras
disponibles de biopsia de las 2 regiones de tumor (puntos de micromatriz de tejido). Estos 69 pacientes de los
hospitales Laennec-HEGP fueron el segundo conjunto de validacion.

El tiempo de observacién en estos grupos fue el intervalo entre el diagndstico y el Ultimo contacto (muerte o ultimo
seguimiento). Los datos se controlaron en el Ultimo seguimiento para pacientes sin recaida, o muerte. La duracion
media del seguimiento de la serie principal fue de 45,3 meses. Los valores min:max hasta la progresién/muerte o
ultimo seguimiento fueron (0:166) meses, respectivamente. El tiempo de recurrencia o tiempo libre de enfermedad
se definié como el intervalo desde la fecha de cirugia hasta la fecha de recaida de tumor confirmada para pacientes
con recaida y desde la fecha de cirugia hasta la fecha del ultimo seguimiento para pacientes libres de enfermedad.
Los descubrimientos histopatolégicos y clinicos se registraron segun el sistema de estadificacion UICC-TNM (L.
Sobin, C. Wittekind, “clasificacion TNM de tumores malignos” (“TNM classification of malignant tumors”). 6a, Ed.
(Wiley-Liss, Nueva York, 2002). La recuperacion de los pacientes después de la cirugia se realizd en el Laennec-
HEGP, Avicenne y hospitales asociados para todos los pacientes segun la practica general para pacientes con CRC.
Se administré quimioterapia adyuvante a pacientes con estadio Ill de CRC, con estadio Il de alto riesgo de CRC, y
quimioterapia paliativa a pacientes con canceres colorrectales avanzados (estadio 1V) y a pacientes sin reseccién
completa del tumor. La quimioterapia adyuvante se basd en fluorouracilo (FU). Los datos de seguimiento se
recogieron de forma prospectiva y se actualizaron. Se construyé una base de datos segura basada en Web, TME.db
“Base de datos de microentorno tumoral” (“Tumor MicroEnvironment Database”) disponible bajo peticion, en un
tercer nivel de arquitectura utilizando Java-2 Enterprise-Edition (J2EE) para integrar los datos clinicos, y los datos de
tecnologias de alto rendimiento.

A.4. Histopatologia

Anaélisis de PCR Tagman en tiempo real

Se llevd a cabo un analisis de PCR Tagman en tiempo real tal como se ha descrito en el apartado de material y
procedimientos de los ejemplos 1 a 4 anterior.

Construccion de micromatriz de tejido

Se realiz6 una construccién de micromatriz de tejido, tal como se ha descrito en el apartado de material y
procedimientos de los ejemplos 1 a 4 anterior.

Inmunoquimica

Se incubaron secciones de micromatrices de tejido (60 minutos a temperatura ambiente) con anticuerpos
monoclonales contra CD3 (SP7), CD8 (4B11), CD45RO (OPD4), GZMB (GrB-7), citoqueratina (AE1AE3) y
citoqueratina-8 (Neomarkers, Fremont, CA). Se aplicaron el sistema Envision+ (esqueleto polimérico conjugado a
enzima acoplado con anticuerpos secundarios) y DAB-chromogen (Dako, Copenhague, Dinamarca). Se revelaron
tinciones dobles con anticuerpos secundarios conjugados con fosfato y FastBlue-chromogen. Para tinciones simples,
se contratifieron secciones de tejido con hematoxilina de Harris. Como controles negativos se utilizaron anticuerpos
monoclonales de ratén del mismo isotipo. Se analizaron las muestras con una terminal de analisis por imagen (Spot
Browser®, ALPHELYS). Se obtuvieron las imagenes de puntos de alta resoluciéon policromaticas (740x540 pixel,
resolucion 1,181 um/pixel) (aumento x100 veces). Se registrd la densidad como el numero de células positivas por
unidad de area superficial de tejido. Para cada duplicado, se utilizé la densidad promedio para el analisis estadistico.

Para cada tumor, el duplicado de puntos mostré un buen nivel de homogeneidad de densidades de células tefidas
en cada region del tumor (CT e IM). Estaban presentes densidades heterogéneas de los infiltrados inmunes (HiLo y
LoHi) entre regiones del tumor (CT/IM) en el 37%, 33%, 47%, 36% de los tumores a los que se habia evaluado las
densidades de células CD3, CD8, CD45R0 y GZMB, respectivamente.

Andlisis estadistico

Para visualizar la matriz de correlaciéon presentada en la figura 1 y para llevar a cabo el agrupamiento jerarquico no
centrado de Pearson se utilizé un software de agrupamiento Genesis (J. Galon et al., 2002, Faseb J, Vol. 16 : 61).
Se utiliz6 el paquete pvcluster R para validar los agrupamientos “clusters” formados.

Se utilizaron los estimadores de Kaplan Meier de supervivencia para visualizar las curvas de supervivencia y para
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obtener los estimadores de la media, percentil 75 y proporciones de supervivencia a los 2, 4 y 5 afios para la OS y
DFS. La prueba de rango logaritmico se utilizé para comparar la supervivencia libre de enfermedad y total entre
pacientes en diferentes grupos. Para los marcadores medidos con RT-PCR, el nivel de expresién medio se tomd
como corte para dicotomizar las variables. Para los cuatro marcadores estudiados adicionalmente en dos regiones
diferentes (CT e IM) utilizando TMA (CD3, CD45R0O, CD8, GZM) se aplico la estrategia del “valor de p minimo” para
obtener el corte que proporcionaba la mejor separacion entre los grupos de pacientes relacionado con su resultado
de supervivencia libre de enfermedad. Los valores de corte para densidades de células CD3, CD8, CD45R0O, GZMB
fueron 370, 80, 80, 30 células/mm? en el centro del tumor y 640, 300, 190 y 60 células/mm? en el borde invasivo,
respectivamente. Dado que los valores de P obtenidos de este modo pueden presentar una sobrevaloracion severa,
los valores de P de rango logaritmico de DFS se corrigieron utilizando la formula propuesta por Altman et al. (D.G.
Altman et al., 1994, J. Natl Cancer Inst, Vol. 86: 829). De forma adicional, los valores de P de rango logaritmico de la
DFS y OS se calcularon utilizando la validacién cruzada 2 veces (D. Faraggi et al., 1996, Stat Med, Vol. 15 : 2203)
después de la realizacion de 100 repeticiones (con y sin estratificar las variables de agrupamiento). Los valores de p
medios se resumen en las tablas 13-14 (S4-S5) y 16-17 (S7-S8).

Se aplic6 un modelo de riesgos proporcionales de Cox multivariable al marcador de regiones combinadas
CD3ctCD3im para determinar su proporcion de riesgo después del ajuste mediante marcadores tumorales
histopatoldgicos tradicionales. El modelo de Cox se aplico solo a pacientes con estadios |, Il, Il de UICC-TNM para
garantizar una funcion de riesgo de linea de base comun. Las proporciones de riesgos a partir del modelo de DFS se
corrigieron utilizando un factor de contraccion estimado de la validacién cruzada “leave-one-out” tal como sugirieron
Hollander et al. (N. Hollander et al., 2004, Stat Med, Vol. 23: 1701). En las tablas 14-15 y 18-19 se presentan los
modelos que utilizan la media como corte. Adicionalmente, los marcadores de interés fueron un factor de pronéstico
independiente cuando se consideraban los marcadores de interés en su escala continua original (no se muestran los
datos).

En todo el texto, una valor de P<0,05 se consider6 significativo estadisticamente. Todos los analisis se llevaron a
cabo con el software estadistico R (paquete de supervivencia) y Statview.

B. RESULTADOS

Ejemplo 1: correlacion entre el resultado clinico y la respuesta inmune adaptativa

1.1 Invasién metastasica temprana y resultado clinico

La significancia del prondstico de la presencia de embolia vascular (VE), invasion linfatica (LI), e invasion perineural
(PI), que describia la invasion metastasica temprana (VELIPI), se investigé mediante analisis univariable de los 959
pacientes con cancer colorrectal. VE, LI, Pl, y VELIPI asi como el estadio T, N, M influyeron significativamente en la
supervivencia libre de enfermedad y total (P<0,001) (tabla 1).

Los indices de supervivencia libre de enfermedad de cinco afos fueron del 32,4 por ciento entre pacientes con
tumores negativos a VELIPI, y del 12,1 por ciento entre pacientes con tumores positivos a VELIPI, respectivamente.
También se observaron diferencias en la duracion media de la supervivencia libre de enfermedad (3,3 frente a 26,9
meses para tumores positivos a VELIPI y negativos a VELIPI, respectivamente, P<0,001). Se encontré6 un patréon
similar para la supervivencia total (tabla 1).

Ademas, la presencia de mas de una sefial de invasidon metastasica temprana confirié un pronéstico peor que una
Unica sefial. Las curvas de Kaplan-Meier sugirieron una supervivencia total y supervivencia libre de enfermedad mas
largas en pacientes con tumores negativos a VELIPI que en pacientes con tumores positivos a VELIPI (prueba de
rango logaritmico, P<0,001). VE, LI, o PI se correlacionaban con los estadios N y M (P<0,001 para todas las
comparaciones). La influencia de todas las covariables significativas sobre la supervivencia se ensayo
simultdneamente utilizando un modelo de riesgos proporcionales de Cox. El analisis multivariable, ajustando a la
estadificacion TNM, confirmd que el estado VELIPI se asociaba de forma significativa e independiente a un
pronostico mejor (P=0,04 y P=0,01 para supervivencia total y libre de enfermedad, respectivamente). Ajustando para
la estadificacion de Dukes, el estado VELIPI se asocié independientemente con un prondstico mejor (P=0,007 y
P=0,002 para la supervivencia total y libre de enfermedad, respectivamente).

1.2 Infiltracién de células inmunes, inflamacién, invasion metastasica temprana y pronéstico

Se evaluaron tumores colorrectales (n=377) de forma histopatoldgica para un infiltrado de células inmunes dentro del
tumor y en el borde invasivo.

La presencia de un infiltrado inmune fuerte (resultado 3) se asocié con tumores negativos a VELIPI.
Se midieron los ARNm para moléculas proinflamatorias e inmunosupresoras en 75 tumores colorrectales mediante

PCR en tiempo real cuantitativa con matriz de baja densidad. No se encontré ninguna asociacion significativa entre
el contenido de ARNm para los mediadores proinflamatorios (IL-8, VEGF, CEACAM-1, MMP-7, Cox-2 y
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trombospondina-1), o para moléculas inmunosupresoras (TGF@, IL-10, B7-H3, y CD32b) y el estado VELIPI o la
recaida (figura 1 y datos no mostrados).

Las células T se diferencian en células Tu1 o TH2 después de la expresion de T-bet o GATA-3, respectivamente. Las
respuestas inmunes protectoras estan mediadas por células T de memoria efectoras con el fenotipo CD8+,
CD45R0O+, CCR7-, CD62L-, perforina+, granulisina+, granzima-B+. Estas células ejercen una funcion efectora
inmediata tras la estimulacidon con antigeno por los mediadores citotoxicos que se liberan. Tal como se muestra en la
figura1, CD8a, granulisina, y granzima-B aumentaron en tumores negativos a VELIPI y aumentaron aun mas en los
tumores de pacientes que no habian recaido, en comparacion con tumores positivos a VELIPI de pacientes que
habian recaido (P<0,05).

Ademas, los tumores negativos a VELIPI de pacientes que no habian tenido recaida tenian un aumento significativo
de los mediadores de Tu1, T-bet, IRF-1, e IFN-y en comparacion con tumores positivos a VELIPI de pacientes que
habian recaido (P<0,05). En cambio, el factor de transcripcion de Tn2, GATA-3, no aumenté en ningin grupo de
pacientes (figura 1).

Ejemplo 2: Fenotipos de células inmunes infiltrantes de tumor

Se analizaron las subpoblaciones de células inmunes de 39 canceres de colon acabados de reseccionar mediante
una citometria de flujo a gran escala. Para perfeccionar el analisis, se midieron 410 combinaciones diferentes de
marcadores superficiales mediante FACS, y los resultados se representaron desde la expresion minima hasta la
expresion maxima.

Las células T, células B, células NK, células NKT, y macréfagos se analizaron en relacién con el estado VELIPI de
los tumores. Las células T CD3+ fueron la mas extendidas de las células inmunes infiltrantes de tumor. Las células T
CD3+, CD3+CD4+, y CD3+CD8+ aumentaron significativamente (aumento de 2,6, 2,5, 4,9 veces, respectivamente,
P<0,05) en tumores negativos a VELIPI en comparacién con tumores positivos a VELIPI.

El andlisis a gran escala de los marcadores fenotipicos y funcionales de subpoblaciones de células T (porcentaje de
células positivas en la poblacion total aislada del tumor y dentro de la poblacién de células T CD3+) revelé una
diferencia significativa (P<0,05) entre tumores negativos a VELIPI y positivos a VELIPI para 65 combinaciones
diferentes de marcadores. El agrupamiento jerarquico (Eisen MB, Spellman PT, Brown PO, Botstein D. Cluster
analysis and display of genome-wide expression patterns. Proc Natl Acad Sci U S A 1998; 95 (25): 14863-8)
demostré un patron homogéneo en tumores positivos a VELIPI, mientras que se pudieron distinguir dos subgrupos
de tumores negativos a VELIPI.

Todos los marcadores (CD45R0O, CD45RA, CD27, CD28, CCR7, CD127) del proceso de diferenciacion de células T
de células virgenes a células T de memoria efectoras estaban presentes en el agrupamiento de marcadores
expresados de forma diferencial. Los marcadores de la migracion de células T (CD62L-, CCR7-, CD103, CD49d,
CXCR3) y de la activacion (HLA-DR, CD98, CD80, CD86, CD134) también se expresaron de forma diferente entre
tumores negativos a VELIPI y positivos a VELIPI.

Los resultados han demostrado que las células T virgenes (CD3+CCR7+) eran poco frecuentes en los tumores. Por
el contrario, en el camino de diferenciacién a partir de células T de memoria tempranas (CD45RO+CCR7-
CD28+CD27+) hasta células T de memoria efectoras (CD45RO+CCR7-CD28-CD27-), se detectaron todas las
subpoblaciones. En comparacion con los tumores positivos a VELIPI, los tumores negativos a VELIPI tenian, de
forma significativa, mas de estas células T (P<0,05). Los resultados muestran la elevada proporcién de células T
CD8+ maduras en tumores negativos a VELIPI. Al contrario que en los tumores, la mucosa normal distante de los
mismos pacientes, no mostraba diferencias en las subpoblaciones de células T CD8+ segun el estado VELIPI.

Ejemplo 3: Células T de memoria efectoras y supervivencia

Se realizd el andlisis inmunohistoquimico sobre micromatrices de tejido preparadas a partir de 415 canceres
colorrectales. La tincion con un anticuerpo anti-CD3 revel6 la presencia de células T tanto dentro del tumor como en
el borde invasivo del mismo. Se contaron células CD45RO+ mediante un software de imagen automatico. Un estudio
de validacion mostré una correlacion estrecha entre los conteos de células Opticos y automaticos (R?=0,914,
P<0,001).

Los tumores negativos a VELIPI contenian numeros elevados de células CD45RO en comparacién con tumores
positivos a VELIPI (P=0,02). Ademas, una densidad alta de células T de memoria estaba asociada con tumores
negativos para ganglios linfaticos (N-) y negativos para metastasis (M-) (P<0,001).

Los estadios avanzados de invasion de ganglios linfaticos (N2, N3) estaban asociados a densidades bajas de
CD45RO0 en los tumores (figura 2).

El analisis de riesgos proporcionales de Cox multivariable demostré que M (P<0,001), N (P=0,002), y T (P=0,004)
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asi como CD45RO (P=0,02) eran factores de pronodstico de supervivencia total independientes. Las curvas de
Kaplan-Meier sugirieron una supervivencia total y supervivencia libre de enfermedad mas largas (figura 3A, 3B) en
pacientes con tumores que contenian una densidad alta de CD45RO que en pacientes con densidad baja (prueba
de rango logaritmico, P<0,001). Los pacientes cuyos tumores contenian una densidad alta de CD45RO tenian una
supervivencia libre de enfermedad promedio de 36,5 meses y una supervivencia total promedio de 53,2 meses, en
comparacioén con los 11,1 y 20,6 meses, respectivamente, entre pacientes con densidad baja de CD45R0O (P<0,001
para todas las comparaciones) (figura 3A, 3B). Los indices de supervivencia total (figura 3A) y supervivencia libre de
enfermedad (figura 3B) de cinco afios fueron del 46,3 y 43,1 por ciento entre pacientes con tumores que contenian
una densidad alta de CD45R0O y 23,7 y 21,5 por ciento entre pacientes con tumores que contenian baja densidad de
CD45RO0.

Los resultados de los ejemplos 1 a 3 anteriores muestran que existe una relacién entre sefiales patoldgicas de
invasion metastasica temprana (embolia vascular (VE), invasién linfatica (LI), e invasion perineural (Pl),
denominadas colectivamente VELIPI) y el resultado en 959 canceres colorrectales.

También se ha demostrado la existencia de una asociacién entre el estado VELIPI del tumor y la evidencia de una
respuesta inmune dentro del tumor. En particular, un analisis de 39 canceres colorrectales demostré que la
presencia de células T de memoria efectoras intratumorales, definidas por los marcadores CD3, CD8, CD45RO,
CCR7, CD28, y CD27, se asociaba con tumores negativos a VELIPI. El analisis de 415 tumores colorrectales
demostré que una densidad alta de células CD45RO+ infiltrantes se correlacionaba con un resultado clinico bueno.

En las series de 959 canceres colorrectales en esta descripcion, una embolia detectada mediante examen
patolégico meticuloso mostraba una asociacién independiente significativa entre el estado VELIPI y la supervivencia
total.

En los ejemplos 1 a 3 anteriores, no se encontraron diferencias significativas en el contenido de ARNm para
moléculas proinflamatorias e inmunosupresoras en tumores positivos a VELIPI y negativos a VELIPI, o en tumores
de pacientes que tuvieron o no recaida. Estos descubrimientos sugieren que la inflamacién no es un factor en la
invasion metastasica temprana.

En cambio, habia un ARNm aumentado para productos y marcadores de células T efectoras Tn1 (CD8, T-bet, IRF-1,
IFN-y, granulisina, y granzima-B), y este incremento se asocié con una supervivencia prolongada y carencia de
sefiales patoldgicas de invasién metastasica temprana.

Utilizando micromatrices de tejido, en los ejemplos 1 a 3 anteriores se demostré la asociaciéon entre un elevado
numero de células T CD45R0O+ y la ausencia de invasion linfovascular y perineural (P<0,002). Los tumores que
contenian una densidad alta de células T de memoria efectoras se asociaron con una supervivencia libre de
enfermedad y total mas largas que para tumores que carecian de dichas células (P<0,001). La presencia de células
T de memoria CD45RO-positivas en el tumor fue un factor de pronéstico independiente.

En los ejemplos 1 a 3, la medicion cuantitativa de alto rendimiento de las diferencias celulares y moleculares entre
canceres colorrectales permiti6 una caracterizacién detallada del microentorno del tumor, y la identificacion de
asociaciones con el resultado clinico. Los resultados experimentales muestran que el microentorno del tumor y la
respuesta inmune del huésped tienen una importancia principal en la progresion del tumor.

De este modo, en los ejemplos 1 a 3 anteriores se ha demostrado que el andlisis univariable mostré diferencias
significativas en supervivencia libre de enfermedad y supervivencia total seglin la presencia o ausencia de sefiales
histolégicas de invasion metastésica temprana (P<0,001). Mediante el andlisis de Cox multivariable, el estadio
patoldgico (T, N, M) (P<0,001) y la invasion metastasica temprana (P=0,04) se asociaron de forma independiente
con la supervivencia. Los tumores que carecian de sefiales de invasion metastasica temprana tenian infiltrados de
células inmunes y ARNm aumentado para productos de células T efectoras Tu1 (CD8, T-bet, IRF-1, IFN-y,
granulisina, y granzima-B).

Por el contrario, no se expresaron de forma diferencial ni mediadores proinflamatorios ni moléculas
inmunosupresoras. En los tumores con sefiales tempranas de invasion metastasica, o sin las mismas, existieron
diferencias significativas para 65 combinaciones de marcadores de células T, y el agrupamiento jerarquico demostrd
que los marcadores de la migracion, activacion y diferenciacién de células T estaban aumentados en tumores que
carecian de estas sefales.

Estos tumores contenian nimeros aumentados de células T CD8-positivas, que variaban de células T de memoria
tempranas (CD45RO+CCR7-CD28+CD27+) a células de memoria efectoras (CD45RO+CCR7-CD28-CD27-). La
presencia de células CD45R0O+ de memoria infiltrantes, evaluada mediante inmunohistoquimica, se correlacioné con
sefiales de invasién metastasica temprana, estadio patoldgico y supervivencia.

Por lo tanto, se ha demostrado que las sefiales de una respuesta inmune dentro de los canceres colorrectales estan
asociadas con la ausencia de evidencia patolégica de invasion metastasica temprana y supervivencia prolongada.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2561527713

Ejemplo 4: Correlacion entre (i) respuesta inmune adaptativa y (i) tiempos de recurrencia y supervivencia

Se investigd la orientacion funcional de la respuesta del huésped dentro de canceres colorrectales mediante PCR
cuantitativa en tiempo real a través de la evaluacion de 18 genes relacionados de forma inmune. Estos genes se
expresaban de forma variable entre los 75 tumores estudiados.

Los analisis de correlacion realizados entre todos los genes (que representaban 153 ensayos de correlacion)
demostraron 70 combinaciones significativas (P<0,05) que incluian 39 combinaciones altamente significativas
(P<0,0001) (véase tabla 4).

Se generd una matriz de correlacion seguida de agrupamiento jerarquico no supervisado que ofrecia una forma
conveniente de visualizar patrones de similitud y diferencia entre todas las correlaciones. Esto permitid la
identificacion de un agrupamiento dominante de genes co-modulados, compuesto de genes relacionados a Tu1
(Tbet, IRF-1, IFNy) e inmuno-adaptativos (CD3¢, CD8, GLNY, GZMB), y dos agrupamientos que se refieren a
mediadores proinflamatorios e inmunosupresores.

Los patrones de expresion de las agrupaciones eran casi exclusivos mutuamente en los tumores. Los niveles de
expresion de los genes del agrupamiento Th1/adaptativo se correlacionaban de forma inversa con recaida, mientras
que no paso con los otros (VEGF, MMP-7, Cox-2, IL-8, Survivina, CEACAM1, TRAIL-R, B7H3, IL-10, TGFb).

Una estructura de arbol jerarquica clasificando los 75 canceres colorrectales segun los niveles de ARNm de los
genes de la agrupacion Tw1/adaptativo (de niveles de expresion maximos a minimos) demostraron indices de
recurrencia progresivos del 20% al 80%, (prueba exacta de Fisher comparando el grupo 1y el grupo 2, P=0,016).
Los pacientes con un patrén homogéneo aumentado de expresion génica Tu1/adaptativo en el tumor se asociaron
con el mejor prondstico.

En conjunto, estos datos proporcionaron una prueba de un efecto beneficioso de la inmunidad Tw1/adaptativa in situ
sobre el resultado clinico.

A continuacion, los resultados finales celulares de los perfiles de expresidon génica inmunoadaptativa se calcularon
mediante un analisis de micromatrices de tejido basado en inmunohistoquimica de 415 tumores.

Ademas, la distribucién de la respuesta inmune adaptativa in situ se exploré marcando el centro del tumor (CT) junto
con el borde invasivo (IM).

En las dos regiones del tumor, la inmunotincién de los linfocitos T totales (CD3), efectores de células T CD8 y la
molécula citotdxica asociada (GZMB), y células T de memoria (CD45R0O) mostré un amplio espectro de densidades
de células inmunes positivas entre todas las muestras ensayadas.

Las 6.640 inmunotinciones correspondientes se analizaron con una terminal de analisis por imagen dedicada para la
cuantificacion de la sefial (puntos capturados), permitiendo mediciones de densidad de células precisas.

Un estudio de validacién mostrd una correlacion estrecha entre conteos de células opticos y automaticos (R?>0,9,
P<0,001 para todos los marcadores).

Las distribuciones de células inmunes en regiones especificas se analizaron en relacién al resultado clinico. Los
tumores de pacientes sin recaida tenian una densidad de células inmunes (CD3, CD8. CD45R0O, GZMB) dentro de
cada region del tumor (CT o IM) significativamente mas alta (todos P<0,003), que los tumores de pacientes con
recaida (figura 4).

En base a una cuantificacion de sefal por ordenador, se creé una media para ensayar los valores de corte de las
densidades de las células tefidas (para todos los marcadores en las dos regiones del tumor) para la discriminacion
de los pacientes en cuanto a tiempos de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia total (1.600 pruebas de
rango logaritmico). Esto permitié definir los valores de corte éptimos de las densidades de células inmunes (CD3,
CD8, CD45R0O, GZMB), y demostrar que habia un intervalo grande de valores de corte en las dos regiones del
tumor que eran significativos (figura 5). Segun estos valores de corte, se observé que los infiltrados de células
inmunes (densidades altas o bajas para CD3, CD8, CD45RO, GZMB) en cada region del tumor (CT o IM)
distinguieron de forma marcada los pacientes (n=415) en grupos con supervivencia libre de enfermedad (DFS)
media diferente (figura 5). Las pruebas de rango logaritmico fueron altamente significativas para todos los
marcadores estudiados en las dos regiones del tumor para la DFS (valores de P que oscilaban de 1,5 x 10 a 1,4 x
108) (figura 5 y tabla 5) y para la OS (tabla 6).

Adicionalmente se investigd si la distribucion estructural de las poblaciones de células inmunes dentro del tumor
(CT/IM) podria influir en el prondstico. Se analizaron las curvas de Kaplan-Meier para la DFS y OS para pacientes
con densidades altas y bajas de CD3 en las dos regiones del tumor. Esto demostré que densidades de CD3c1/CD3im
altas daban como resultado una supervivencia total y libre de enfermedad significativamente mejores, en
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comparacién con una densidad alta de CD3 en una Unica regién (P<0,0001) (figura 7A, 7B). El analisis combinado
de las regiones CT mas IM aumenté aun mas las diferencias de medias de DFS entre pacientes con densidades
altas y bajas para todos los marcadores inmunes adaptativos (valores de P que oscilaban de 3,7 x 107 a 5,2 x10-""),
en comparacion con el analisis Unico de regiones CT o IM (figura 6 y figura 7C). De este modo, la DFS media para
pacientes bajos y altos fue de 5,9 frente a 45,9 meses para CD3cr, de 12,9 frente a 47,8 meses para CD3u (figura
6), y de 59 frente a 66,2 meses para CD3ct/CD3v, respectivamente (figura 7C y tabla 4). Si se toman
conjuntamente, estas observaciones indican que los tiempos de supervivencia libre de enfermedad y total se pueden
predecir en base a la distribucion arquitecténica y de la amplitud de la respuesta inmune adaptativa coordinada in
situ en distintas regiones del tumor.

El pronédstico del cancer colorrectal actualmente se basa en criterios histopatolégicos de invasion tumoral. Los
modelos de regresion de riesgos proporcionales de Cox ajustados para estadios de TNM vy diferenciaciéon del tumor
mostraron que la densidad de CD3ct/CD3m era un pronosticador independiente de la supervivencia libre de
enfermedad y total (P=2,8 x10°, P=3,0 x10°, respectivamente) (tabla 5). De forma destacable, la densidad de
CD3c1/CD3im fue el parametro mas significativo asociado con supervivencia libre de enfermedad y tuvo un valor de P
mejor que el de los estadios T y N para al andlisis de la supervivencia total. Ademas, todos los marcadores inmunes
adaptativos también presentaron un valor de prondstico independiente ajustado a los estadios TNM y a la
diferenciacion del tumor para la supervivencia libre de enfermedad y total (tabla 7).

La estadificacion convencional del cancer colorrectal no explica la marcada variabilidad de resultados que aparece
dentro de cada estadio. Dado que la naturaleza y la amplitud de la respuesta inmune in situ mantenia un valor de
prondstico independiente fuerte, los presentes inventores investigaron si la evaluacion de esta respuesta inmune
coordinada podria predecir aun mejor los resultados de los pacientes en cada estadio. Los presentes inventores
estratificaron a los pacientes segun la clasificacion de Dukes (figura 8a) y demostraron una influencia de
CD3c1/CD3im en todos los estadios de la enfermedad (figura 8b).

De manera inesperada, los presentes inventores descubrieron que una respuesta inmune adaptativa fuerte
coordinada in situ se correlacionaba con un prondstico igualmente favorable, independientemente de la invasion del
tumor a través de la pared intestinal y la extensién a los ganglios linfaticos locales (Clasificacion de Dukes A, B, C).
En cambio, una respuesta inmune adaptativa débil in situ se correlacionaba con un pronéstico muy malo, incluso en
pacientes con invasion tumoral minima (clasificacion de Dukes A y B) (figura 8b).

En los ejemplos 1 a 3 anteriores, se demostré que la ausencia de sefales tempranas de diseminacion tumoral
(invasion linfovascular y perineural) y de invasion de los ganglios linfaticos estaba asociada con la presencia de una
densidad fuerte de células T de memoria efectoras intratumorales (Tewm).

En el presente ejemplo también se determina si la evaluaciéon adicional de la densidad de células de memoria
(CD45RO+) respecto a la densidad de células T CD3+ en las dos regiones del tumor también discrimina a los
pacientes con riesgo de recurrencia de tumor. CD3c1/CD3iM/CD45R0Oc1/CD45ROm estratificaron pacientes de forma
destacada en dos grupos con riesgo alto y bajo de recurrencia del tumor (figura 8c). Sorprendentemente, densidades
bajas de estos marcadores en las dos regiones del tumor revelaron un resultado similar para pacientes con estadio
C, B e incluso A de Dukes, en comparacion con pacientes con metastasis distante concomitante (D de Dukes).

En la presente descripcion, utilizando la medicion cuantitativa de alto rendimiento de parametros inmunes celulares y
moleculares, se caracterizaron las fuerzas inmunolégicas en el microentorno del carcinoma colorrectal humano.

Sea cual sea el papel de la inmunorecuperacion y estado fisico, los datos actuales demuestran claramente el
concepto de que una vez los carcinomas colorrectales humanos se vuelven detectables clinicamente, la inmunidad
antitumoral natural in situ desempefia un papel principal en el control de la recurrencia del tumor después de la
escision quirurgica.

Las respuestas inmunes adaptativas beneficiosas in situ no estaban restringidas a pacientes con una invasion del
tumor minima, indicando que las fuerzas inmunoldgicas in situ podian persistir junto con la progresién del tumor. La
posibilidad no puede excluir que los linfocitos intratumorales modifican el estroma del tumor o las células tumorales,
o0 ambos, de tal forma que atenlan la capacidad metastasica de las células tumorales.

Sin embargo, la correlacién de la expresion de los marcadores inmunes adaptativos in situ, moléculas asociadas a
Th1 y mediadores citotoxicos con una incidencia de la recurrencia del tumor baja aporta una evidencia del rechazo
mediado de forma inmune de células tumorales persistentes después de la cirugia.

De esta forma, el buen valor de prondstico asociado con la presencia in situ de una densidad alta de células T de
memoria (células CD45R0O positivas), probablemente es el resultado de las propiedades de trafico criticas y de la
capacidad de proteccion antitumoral de larga duraciéon de estas células, tal como se muestra en un modelo en
ratones’®.

La presente evaluacion de la respuesta inmune adaptativa in situ que se realiza utilizando mediciones cuantitativas
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de densidades de células inmunes tanto en el centro como en el borde del tumor, revel6 la importancia de una
respuesta inmune adaptativa coordinada para controlar la recurrencia del tumor.

De forma inesperada, los criterios inmunolégicos que se utilizan en esta descripcién no solo tuvieron un valor de
prondstico que era superior e independiente a los de las clasificaciones TNM y Dukes, sino que también se
correlacionaba con un prondstico igualmente favorable sin tener en cuenta la invasion del tumor.

El tiempo de recurrencia y el tiempo de supervivencia total se demuestra que estan gobernados mas por el estado
de la respuesta inmune adaptativa local que por la presencia de expansion del tumor a través de la pared intestinal y
hacia el ganglio o ganglios linfaticos regionales.

Esta nueva informacion tiene diversas implicaciones importantes y puede cambiar la comprension de la evolucion de
un carcinoma, que incluye carcinoma colorrectal. Ademas, el criterio que se ha utilizado, deberia conducir a una
reevaluacién de la clasificacion utilizada actualmente del carcinoma colorrectal, e indica con mas precisién, los
pacientes con riesgo alto de recurrencia del tumor, que se podrian beneficiar de terapia adyuvante (que incluye
inmunoterapia).

La utilidad de la inmunohistoquimica, combinada con la disponibilidad de un conjunto extenso de anticuerpos contra
los marcadores inmunes, deberia facilitar la aplicacion de la estrategia de los presentes inventores a otros tumores.

Ejemplo 5: Resultados adicionales relativos a la correlacidn entre (i) respuesta inmune adaptativa y (i)
tiempos de recurrencia y supervivencia

Se llevaron a cabo analisis gendmicos y de inmunotincion in situ sobre 75 y 415 pacientes, respectivamente (tabla
11 - S1). Los datos se introdujeron en una base de datos de microentorno tumoral (TME.db; acceso disponible bajo
peticién). Los presentes inventores utilizaron PCR en tiempo real cuantitativa para evaluar los niveles de expresion
de genes inmunes relacionados con la inflamacién, inmunidad adaptativa de T-colaboradora 1 (Th1) e
inmunosupresion. Estos genes demostraron patrones de expresion variables en los 75 tumores estudiados. Los
analisis de correlacion que se llevaron a cabo entre todos los genes demostraron 39 combinaciones altamente
significativas (P<0,0001) (tabla 4). Se identific6 una agrupacién dominante de genes co-modulados para la
inmunidad adaptativa de Tw1 (factor de transcripcion 21 de la caja T (T-bet), factor 1 regulador del interferdn (IRF1),
IFNy, CD3¢, CD8, granulisina (GLNY), granzima B (GZMB)). Una estructura en arbol jerarquica clasificando a los
pacientes segun los niveles de expresion de los genes de esta agrupacion reveld una correlacion inversa entre la
expresion de estos genes y la recurrencia del tumor (valor de P comparando los grupos de pacientes, todos P<0,05).
Estos datos muestran que la inmunidad adaptativa de Tn1 tiene un efecto beneficioso sobre el resultado clinico.

A continuacion, se utilizaron micromatrices de tejido para investigar la respuesta inmune adaptativa in situ en el
centro del tumor (CT) y el borde invasivo (IM) de 415 CRC. Se cuantificé la inmunotincion de los linfocitos T totales
(CD3), células T CD8 efectoras y su molécula citotoxica asociada (GZMB), y células T de memoria (CD45R0O)
utilizando una terminal de analisis por imagen dedicada. Los tumores de pacientes sin recurrencia tenian unas
densidades de células inmunes (CD3, CD8, GZMB, CD45R0) dentro de cada region del tumor (CT, IM), superiores a
las de pacientes cuyos tumores habian recurrido, tal como se observd anteriormente en el ejemplo 4 anterior. En
cada region del tumor (CT, IM) y para cada marcador (CD3, CD8, GZMB, CD45R0) habia una correlacion
significativa estadisticamente entre la densidad de células inmunes y el resultado de los pacientes para un intervalo
grande de valores de corte (figura 9 - S5). En particular, utilizando el corte que dio como resultado el valor de P
minimo para la supervivencia libre de enfermedad, las densidades de células CD3+, CD8+, GZMB+, y CD45R0O+ en
cada region del tumor (CT e IM) permitid estratificar a los pacientes en grupos con supervivencia libre de
enfermedad diferente estadisticamente (valores de P corregidos después (23), que oscilaban desde 1,0 x 102 hasta
4,8 x10%) y supervivencia total (valores de P que oscilaban de 5,5 x 10- hasta 7,9 x 10®) (y tablas 12, 13 - S3, S4).
Los re-andlisis de los datos utilizando 100 repeticiones de validaciones cruzadas 2 veces después (24) (tablas 12, 13
-S3, S4) o estableciendo el corte en la media de los conjuntos de datos (tablas 14, 15 - S5, S6), proporciond
resultados concordantes como valor de prondstico de cada parametro inmune.

A continuacion, se investigdé si el andlisis combinado de regiones del tumor podria mejorar la prediccién de la
supervivencia de los pacientes. Para todos los marcadores de la inmunidad adaptativa (CD3, CD8, GZMB y
CD45R0), los analisis combinados de las regiones CT mas IM (HiHi frente LoLo) aumentaron las diferencias en los
tiempos de supervivencia libre de enfermedad y total entre los pacientes, comparando el analisis de una regién Unica
(Hi frente a Lo) (tablas 12-15 - S3-S6). Los datos también se analizaron utilizando una validacion cruzada 2 veces
después (24) (100*CV para cada marcador), mostrando diferencias altamente significativas (tablas 12, 13 - S3, S4).
CD3c1/CD3im se asocio con los valores de P mas pequefios para el analisis de supervivencia libre de enfermedad y
total (P=7,6 x 108 y P=4,0 x 107, respectivamente) (tablas 12, 13 - S3, S4). Para confirmar estos resultados, se
analiz6 un grupo adicional de pacientes diferente de la primera serie y un tercer grupo de CRC de otro hospital. Para
cada grupo, se determinaron los valores de corte medios para CD3ct/CD3im (50% de pacientes con una densidad
alta y 50% de pacientes con una densidad baja). Los dos grupos independientes confirmaron los datos obtenidos en
la primera serie. Todos los andlisis estadisticos también se realizaron en el subgrupo de pacientes sin metastasis
distante concomitante (estadios I, Il, y lll de UICC-TNM). Para CD3ctim, CD8ctim y CD45ROctim se observaron
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valores de P significativos para los analisis de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia total (tablas 16-19
- S7-S10).

Se determind si estos criterios inmunes podrian discriminar el resultado de pacientes en cada fase de la progresion
del cancer. Los pacientes se estratificaron segun la clasificacion UICC-TNM (25) (figura 10A). Una reaccién inmune
in situ fuerte en las dos regiones del tumor se correlacionaba con un prondstico favorable sin tener en cuenta la
extensién local del tumor y la invasion a ganglios linfaticos regionales (estadios |, Il, y Ill). En cambio, una reaccién
inmune in situ débil en las dos regiones del tumor se correlacionaba con un prondstico malo incluso en pacientes
con una invasién del tumor minima (estadio 1) (figura 10B). Los presentes inventores demostraron recientemente la
importancia de la densidad de células T de memoria CD45RO+ en la limitacién de la diseminacion del tumor de CRC
(22). Los presentes inventores descubrieron que los pacientes con densidades bajas de células CD3+ y células T de
memoria CD45RO+ en las dos regiones del tumor (CT e IM) tenian un prondéstico muy malo, similar a los pacientes
con metastasis distante concomitante (estadio IV) (figura 10C). En el analisis multivariable, después de ajustar la
invasion del tumor (estadio T), la diferenciacion del tumor y la invasion de ganglios linfaticos (estadio N), la densidad
CD3c1/CD3im (HiHi, heterogénea, LoLo) se mantuvo como un factor de prondstico independiente con la proporcion
de riesgos mas elevada y el valor de P mas bajo en el andlisis de supervivencia libre de enfermedad (HR de 2,391;
P=1,4 x 10 corregida después (26)) (tabla 20 - S11). La densidad de CD3cr/CD3m fue el Unico parametro
independiente asociado con la supervivencia total (HR de 1,89 P= 1,2 x 10®) (tabla 21 - S12). Los parametros
histopatolégicos no se asociaron mas a la supervivencia libre de enfermedad y total en pacientes con densidades
altas o bajas coordinadas de los marcadores inmunes en las dos regiones del tumor (HiHi frente a LoLo) (tablas 20 y
21-811y S12).

Ademas, tal como se muestra en las figuras 11 y 12, el procedimiento de prondstico in vitro puede llevarse a cabo de
forma satisfactoria para el prondstico de varios tipos de canceres, tal como ilustra la prediccién del resultado de
canceres de colon y recto.

También de forma adicional, tal como se ilustra en la figura 13, se ha probado que el procedimiento de prondstico in
vitro es altamente fiable para el prondstico del resultado de canceres en pacientes que han sufrido canceres en un
estadio temprano.

También de forma adicional, tal como ilustra la figura 14, se ha demostrado que el procedimiento de prondstico in
vitro permite un prondstico exacto del resultado de canceres, utilizando, como el uno o mas marcadores biolégicos,
una combinacién o un conjunto de seis marcadores bioldgicos, concretamente PDCD1LG1, VEGF, TNFRSF6B,
IRF1, ILBRA y SELL, que se cuantificaron mediante un procedimiento de analisis de expresion génica, de forma mas
precisa, analisis por PCR en tiempo real.

En resumen, los resultados presentados en el ejemplo 5 muestran que una vez que los CRC humanos se vuelven
detectables clinicamente, la respuesta inmune adaptativa juega un papel en la prevenciéon de la recurrencia del
tumor.

Se descubrié una correlacion positiva entre la presencia de marcadores para la polarizacion de Twu1, células T
citotéxicas y de memoria y una incidencia baja de la recurrencia del tumor.

De este modo, en esta descripcidon se encontré que el tipo, la densidad, y la localizacién de células inmunes en los
CRC tenia un valor de prondstico que era superior e independiente a los de la clasificacion de UICC-TNM (L. Sobin
et al., 2002, “Clasificacion TNM de tumores malignos” (“TNM classification of malignant tumors”). 62, ed., Wiley-Liss,
Nueva York). Estos resultados muestran que el tiempo de recurrencia y el tiempo de supervivencia total se
gobiernan principalmente por el estado de la respuesta inmune adaptativa local.

La nueva herramienta inmunolégica dada a conocer por la presente invencién puede conducir a la revision de los

indicadores actuales de resultado clinico y puede ayudar a identificar a los pacientes con riesgo alto que son los que
mas se podrian beneficiar de las terapias adyuvantes.
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Tabla 1 :Supervivencia Libre de enfermedad y Total [n= 959 pacientes )

N d Supervivencia Libre de Enfermedad (DFS1 Supervivencia Total (08)
;cizntes Illdice a5 Media valor & . Indice a5 Media Yalor P
P anos %o de meses afos % de meses
Etapa T <0.001 5 <0001
pTis 39 a7 55.7 an.y 55.7
pTl 54 42.6 51.1 44.4 2]
pT2 156 404 416 . 443 49.1
pT2 507 3.7 16.5 6.7 5.8
T4 208 168 1.6 178 16.8
Etapa N <0.001 H 0,001
i} 568 5.4 H4E me 43.1
M+ 384 15.1 4.3 8.7 165
Etapa M <0001 ] £0.001
M0 747 345 36 i7e LIN]
M+ rnz 0.5 0.1 LE} 123
Clasificacion de Dukes <0.001 E <0.001
] B3 &7.0 556 475 556
B 438 372 9.2 41.1 6.8
C 227 247 19.5 27.3 6.1
V] 212 .5 0.1 1.0 12.1
Sexo 038 ns 0.a7
Hombre 494 259 16.4 8.5 9.4
Mujer 465 8.2 18.3 305 7.3
Localizacion 0.20 ns 0.14
HE 43 39 14.5 4.7 19.7
T H1 7.8 9.2 5.8 2.2
[T 84 8.6 15.3 e 7.2
s 298 6.8 14.7 295 29.5
R n7 3zA aza 365 a4
Diferenciacién 0.26 ns 0.08
Bien 77 307 1.7 e 332
Moderado 187 14,4 5.3 158 178
Escaso is 7.4 1.6 17 1.6
Coloide Mucinoso o087 ns 027
Mo 766 |32 19.5 . 309 30.9
s 193 22.3 14.9 FEE ] 18
M. de ganglios linfaticos analizados 0.1t nE 0.59
<8 426 h2T ] 30 37 a0.0
28 533 214 12.9 235 132
vE <0,001 E =0.001
[T a7 3.0 38 134 4.1
Si 162 74 1.4 B0 119
] €0,001 ] <0.001
Mo BOZ 9.5 218 32.1 30
Si 156 14.1 0.5 11-X:] I6.1
1 <0 001 5 <0001
Na B50 193 20.7 32.0 ]
Si 99 7.1 9.3 8.1 16.3
WE+LI <0.001 5 <0.001
Ha Af4 8,3 19,7 .2 1,0
Si s 12,0 0.2 9.3 11,9
WE ar LI <0.00] H =0.001
' 716 neE 24,4 352 35,0
5 243 13,6 3,7 128 16,3
WE+LI+P1 <0001 5 <0001
Ho 911 B0 19,5 30,7 3.5
S§i 48 83 0.1 63 9.5
VELIPI (VE o Lla PI) «0.001 B <0.001
Mo 02 324 26.9 85 35.5
Si 257 12.1 3.3 132 168

RC: Colon Derecho, TC: Colon Transversal, LC: Colon Izquierdo, SC: Colon Sigmoide, R: Recto
YE: Embolia Yascular, LI: Invasion Linfitica, PI: Invasion Perineural
Prueha de Rango Logaritmico del valor 7~
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Tabla 2: Lista de genes

Gen Hombre Hamero de acceso | Loc. Cr.
IL1O interleuguina 10 MM_D00572 1g31-g32
ILE interleuguina 8 NM_000584 4013-g21
IFNG interferdn, namrma NM_000619 12q14
TGFB1 factar de crecimiento transformante, heta 1 NM_D00660 19g13.2
PTGSZ Prostaglandina-endoperdxido sintaga 2 (Coxd) MNM_0009&63 1g925.2
maolécula de adhesidn a célula relacionada con el
CEACAMI1 | antigeno carcinoembridnica 1 MM_001712 19913.2
IRF1 factor 1 reguladar de interferdn NM_002198 sg31.1
MMP7 metaloprateinasa 7 de matriz (matrilisina, uterina) NM_002423 11g21-g22
VEGF factaor de crecimiento endotelial vascular NM_003376 6pl2
GZMB granzima B NM_004131 14q11.2
TBX21 21 de caja T (T-beb) NM_013351 17q21.2
B7H3 homdlogo 3 de BY NM_025240 15q23-q24
CD8A antigeno OB, alfa polipéptido (p32) NM_001768 2pl12
GMNLY Granulisina NM_006433 2pl2-gl1
BIRCS & que contiene |a repeticidn IA.F' de baculovirus (survivina) | NM_001168 17925
NM_198053
[ EYd antigeno CO3Z, zeta polipéptido (complejo TiT3) MM_000734 1g22-g23
superfamilia del receptor del factor de mecrosis tumoral,
THNFRSF10A | rmiermbro 10a NM_003844 Bpll
co4 antigeno CD4 (ps5) NM_000616 12pter-p12
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Tabla 3: Lista de anticuerpos

Anticuerpo Hombre comin Clon Isotipo | Flusrdcromo | especie Fabricante
CCRS CCRS 45531 g5 FITC ratén R&D systems
CCRT CCRT 3012 lga2a PE rata BD pharmingén
CD103 Integrina alfa E Ber-ATCE lgiz1 FPE raton BD pharmingen
cD119 IFN-gamma-R 1 BB1E2 lgG2a FITC raton serotec
CD120a THFR1 H3%E Igi52a PE raton serolec
CO1.20b THFRZ MR2-1 Igi1 PE raton serofec
cD122 IL-2R-bata MIE-betal Igiz2a FITC raton serotec
CD127 IL-TR-alfa R34 34 g1 PE raton beckman coulter
Co1H Ox40L-R ACTIS g1 FITC raton BD phamingen
CD14 CDa M5E2 1gG2a APC raton BD pharmingen
CD1532 CTLA-4 BMI3 IgG2a APC ratén BD pharmingen
CD154 CD40L TRAP1 Igis1 FITC ratén BD phamingen
CD178 Fasl HOK1 lgG1 = raton BD pharmingen
CD183 CXCR3 1C6 /CHCR3 | 1gG1 APC raton BD phamingen
CD184 CXCR4 12G5 Inz2a APC raton BD phamingen
CD19 cD19 HIE19 a1 FITC raton | BD pharmingen
Ch1a CD1a HI142 a1 FITC raton B0 pharmingen
CO2 10 IL-10n-alla 3F9 lgG2a PE rata BD phamingen
CD25 IL-2R-alfa M-A251 1giG1 APC raton BD pharmingen
CD28 Dipeplidil-peptdasa [V M-A2E1 laG1 PE ratén BD pharmingen
CD27 cD2y M-T2T1 Igis1 FE raton BD pharmingen
CD2Z8 cD23 CcD28,2 lgG1 AFC raton BD pharmingen
cD3 CD3c LICHT1 IgG1 FITC raton BD pharmingen
CD3 CD3c LUCHT g1 CyCr raton ED pharmingen
CD3 CD3e 54,1 lgG2a PE-Cy5 raton Erote
CD32 FerRll AT10 lgiz1 FITC raton seroiec
CD4 CD4 RPA-T4 Igi>1 FITC raton BD pharmmingen
CD4 D4 RPA-T4 IpG1 PE raton BD phamingen
CD44 CDa4 44-26 1gG2h APC ratén BD pharmingen
CD45 D45 HI3D lgG1 CyCr raton BD pharmingen
CD45Ra CD45Ra HI100 lgGZh FITC raton BD phamingen
CD45Ro CD45Ro UCHTLA Ig=2a APC raton BLD pharmingen
D47 cD4ay BE§H12 lgG1 FE raton BL phamingen
D45 WLA-4 SF10 Igi1 PE raton BD phamingen
CD5 CD5 UCHT2 lgiG1 PE raton BD pharmingen
CD54 ICAM-1 Ha58 aG1 PE raton B0 pharmingen
CD5E CD56 8159 g1 PE raton B0 phamingen
CDB2L L-zelectina Dreg56 g1 FITC ratén BD pharmingen
CDBE3 CDES FM50 Igiz1 APC raton BD pharmingen
Co7 Co7 M-T701 Igi=1 FITC ratén BD pharmingen
CD8 cDs RPA-TS g1 APC raton BD phamingen
CDE CDB HITEa IgG1 PE raton BL pharmingen
CD&D B7.1 L3074 151 PE ratén BD phamingen
CDE3 CDa3 HBE 15 lgis1 FE raton BD pharmingen
CDE6 B7 .2 FUN-1 IgG1 FIiC raton 5D phammingen
CD35 Fas DXx2 IgG1 AFC raton BD phamingen
coar coar VIM3b IgG1 FITC raton B0 pharmingen
CD35 CD3s UM7FE IgG1 FITC raton BD pharmingen
CALCRS CACRE 0ol [ FE raton &0 sysiems
GITR GITR policonal [ViE] - cabra RED sysiems
HLA-DR HLA-DR 46 6(L243) | IgG2a FITC ratén BOD phamiingen
ICO0S ICOS5 0354 44 gG PE ralén clinisciences
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Anticuerpo Hombre comun Clon Isotipo | Fluordcromo | especie Fabricante
IFMYRII IFRERI palidonal g - cabra RAD systems
IL-18Rx IL-1BRo 70625 Igi=1 FPE ralan RAD systems
KIR-NKATZ HIR-MEATZ D2TF IgE2a FITC raton BD pharmingen
PO PO J116 lgG1 PE raton clinizciences
Estreptavidina | Estreplavidina - - APC - - BD phammingen
TCR off TCR o Ti0BS.A1-31 IgM FITC raton BD phamingen
TGFRII TGFRI 25508 Igiz1 FITC raton RA&D systems
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Tabla 4: Analisis de correlaciéon

43

Genes Correlacion G59% CI Valor de P
CD8A - TBX21 0,902 (0.848 / 0.938 ) <0.0001
CD3Z - CD8BA 0,797 (0.694 / 0.868 ) <0.0001
CD3Z - TBX21 0,784 (0.676 / 0.859 ) <0.0001
B7H3 - TGFB1 0,760 (0.643 / 0.843 ) <0.0001
IFNG - TBX21 0,759 (0.635 / 0.844 ) <0.0001
CD4 - CDBA 0,738 (0.612 / 0.828 ) <0.0001
CD8A - IFNG 0,728 (0.592 / 0.823) <0.0001
CD4 - TBX21 0,727 (0.597 / 0.820 ) <0.0001
.CD3Z - CD4 0,719 (0.586 / 0.815 ). <0.0001
CD4 - TGFB1 0,678 (0.531 /.0.786 ) <0.0001
CDB8A - GNLY 0,671 (0.522 / 0.781 ) <0.0001
IFNG - IRF1 0,664 (0.505 / 0.779 ) <0.0001
GNLY - IFNG 0,663 (0.505/ 0.779 ) <0.0001
IRF1 -~ TBX21 0,656 (0.502 / 0.770) <0.0001 -
IL8 - PTGS?2 0,643. (0.485/ 0.761 ) <0.0001
GNLY - TBX21 0,627 (0.464 / 0.749 ) <0.0001
CD3Z - IRF1 0,617 (0.451 / 0.742 ) <0.0001
CDB8A - IRF1 0,617 (0.451 7 0.742) <0.0001
CD3Z - GNLY 0,613 (0.446 / 0.739 ) <0,0001
CD3Z - IFNG 0,605 (0.428 / 0.737 ) <0.0001
GZMB - IFNG 0,604 (0.422 / 0.739 ) <0.0001
GNLY - IRF1 0,597 (0.425/ 0.727 ) <0,0001
IL10 - TGFB1 0,596 (0.424 / 0.726 ) <0.0001
CD8A - IL10 0,586 (0.411 /7 0.719 ) <0.0001
CD4 - IL10 0,583 (0.408 / 0,717 ) <0.0001
CDSA - GZMB 0,574 (0.392 7 0.713 ) <0.0001
GZMB - TBX21 0,548 .(0.359/0.693 ) <0.0001
CD3Z - GZMB 0,538 (0.347 / 0.687 ) <0,0001
. CD4 - IRF1 0,520 .(0.330/0.670) <0.0001
GNLY - GZMB- 0,520 (0.324 / 0.673 ) " <0.0001
B7H3 - IL10 0,517 (0.326 / 0.668 ) <0.0001
CD4 - GZMB 0,507 (0.309 / 0.663 ) '<0.0001
GZMB - IRF1 0,504 (0.305 / 0.661 ) <0.0001
IL10 - TBX21 0,494 (0,297 / 0.650 ) <0.0001
CD4 - IFNG 0,493 (0.289 / 0.655 ) <0.0001
B7H3 - CD4 0,475 (0.275 / 0.636 ) <0.0001
_ CDBA - TGFB1 0,466 (0.264 / 0.628 ) <0.0001
CD3Z - IL10 0,459 (0.255 7 0.623 ) <0.0001
‘CD4 - GNLY 0,454 (0.250 / 0.619 ) <0.0001
TBX21 - TGFB1 0,433 (0.226 / 0.603 ) 0.0001
GNLY - IL10 0,413 (0.202 / 0.587 ) 0.0002
CD3Z - TGFB1 0,398. (0.185 / 0.575 ) 0.0004
IFNG - IL10 0,390 (0.168 / 0.575 ) 0.0009
‘B7H3 - VEGF 0,371 - (0.155/0.554) 0.0011
B7H3 - IL8 0,370 (0.152 / 0.553) 0.0012
. CEACAM1 - IRF1 0,359 (0.140 / 0.544 ) 0.0017
IL10 - IRF1 : 0,355  (0.136/0.541) 0.0019
IRF1 - VEGF 0,351  (0.131/0.538) 0.0022
B7H3 - MMP7 . 0,335 (0.112 7 0.526) 0.0038
B7H3 - PTGS2 0,333 (0.112/0.523) . 0.0037
IRF1 - TGFB1 0,333  (0.111/0.523)  0.0038
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Genes Correlacion 95% CI P
IL10 - PTGS2 0,325 (0.103 / 0.517 ) 0.0047
GZMB - IL10 0,320 (0.092 7 0.517 ) 0.0066
CD4 - VEGF 0,316 (0.093 / 0.509 ) 0.0062
GZMB - TGFB1 - 0,306 (0.076 / 0.504 ) 0.0097
IL8 - MMP7 0,295 (0.068 / 0.493 ) 0.0116
TBX21 - VEGF 0,294 (0.069 / 0.491 ) 0.0113
CEACAM1 - VEGF 0,292 (0.066 / 0.489 ) 0.0119
TGFB1 - VEGF 0,290 (0.065 / 0.488 ) 0.0124
BIRCS - IRF1 0,265 {0.037/0.466)  0.0234
GNLY - TGFB1 0,257 (0.029 /'0.460 ) 0.0278
PTGS2 - TGFB1 - 0,257  (0.028 / 0.459) 0.0281
MMP7 - VEGF 0,251 (0.020 / 0.456 ) 0.0332
IFNG - TGFB1 0,239 (0.001 7 0.452 ) 0.0492
IRF1 - TNFRSF1DA 0,238 (0.009/ 0.444 ) . 0.042
BIRCS - PTGS2 0,224 (-0.007 / 0.431 ) 0.0571
" ILB - TGFB1 0,223 (-0.007 / 0.431 ) 0.0578
B7H3 - IRFL 0,222 (-0.009 / 0.430 ) 0.059
MMP7 - TGFB1 0,221 (-0.012 / 0.430) 0.0622
B7H3 - CD8A 0,216 (-0.015/0.425)  0.0664
GZMB - VEGF 0,209  (-0.028/0.423)  0.0829
CD3Z - VEGF 0,207 (-0.024 /.0.418 ) 0.0784
IFNG - IL8 .0,206 (-0.034 / 0.424 ) 0.0922
CD3Z - CEACAM1 0,204 (-0.027 / 0.415 ) 0.0836
CDB8A - VEGF 0,203 (-0.028 / 0.414 ) 0.0846
‘IL10 - IL8- - 0,196 . (-0.036/0.408)  0.0967
BIRCS - IFNG 0,195 (-0.045 / 0.414 ) 0.111
GZMB - IL8 0,194 (-0.043 / 0.410) 0.1087
B7H3 - TBX21 0,191 (-0.041/0:403)  0.1056
B7H3 - CD3Z 0,188 (-0.044 /0.401 ) 0.1109
CD4 - MMP7 0,181 (-0.052 / 0.397 ) 0.1274
- CEACAM1 - TBX21 0,174 (-0.059/0.388) '0.1416
. GNLY - PTGS2 : 0,173 (-0.059 / 0.388 ) 0.1435
MMP7 - PTGS2 - 0,162 (-0.073/ 0.379) 0.1748
BIRCS - GZMB 0,161 (-0.077 / 0.381) 0.1842
‘B7H3 - GZMB 0,160 (-0.078/0.381) . 0.1862
CD4 - TNFRSF10A 0,160  (-0.072/0.377) 0.176
IFNG - TNFRSF10A 0,156 (-0.086 / 0.380 ) 0.2048
GNLY - TNFRSF10A 0,153  (-0.079/0.370) . 0.1957
TBX21 - TNFRSF10A 0,147  (-0.086/ 0.365 ) 0.2157
BIRCS - IL8 : 0,145 (-0.088 / 0.363 ) . 0.2225
TNFRSF10A - VEGF 0,136 (-0.097 7 0.355 ) 0.2518 -
B7H3 - TNFRSF10A 0,135 (-0.098 / 0.355 ) 0.2541
CDBA - TNFRSF10A 0,134 (-0.099/0.354)  0.2577
“.GZMB - PTGS2 - = 0,134 (-0.104/0.358)  0.2702
- CEACAM1 = TNFRSF10A 0,133 (-0.100/ 0.352) 0.2641
B7H3 - IFNG 0,126 (+0.116 / 0.353) 0.3088
- IFNG - VEGF 0,123 (-0.119 /7 0.351) 0.3177
~ CD3Z - TNFRSF10A 0,117 (-0.117 / 0.338) 0.3269
BIRCS - CEACAM1 0,109 (-0.124 7 0.331) 0.3597
. GNLY - IL8 ' 0,106 (-0.128 / 0.328 ) 0.3754
IFNG - PTGS2 - 0,106 (-0.136 / 0.336) 0.3903
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Tabla 4: Analisis de correlacion
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Genes Correlacion 8504 CI P
GZMB - TNFRSF10A 0,104 (-0.13570.331) 0.3942
CEACAM1 - IFNG 0,093 (-0.148 / 0.325 ) 0.4506
B7H3 - GNLY 0,090 (-0.143 7/ 0.313) 0.4514
BIRCS -~ GNLY 0,088 (-0.145 / 0.311) 0.4628
CEACAM1 - GZMB 0,087 (-0.151 / 0.316 ) 0.4736
CEACAMI1 - GNLY 0,082 (-0.151 / 0.306 ) 0.4911
IL10 - MMP7 0,081 (-0.153 / 0.307 ) 0.499
IL8 - VEGF 0,078 (-0.155 7/ 0.303 ) 0.5132
BIRC5 - MMP7 0,077 (-0.157 / 0.304 ) 0.5192
CD8A - CEACAM1 0,076 (-0.157 / 0.301 ) 0.5232
TGFB1 - TNFRSF10A 0,071 (-0.162 / 0.296 ) 0.5538
BIRCS - VEGF 0,065 (-0.168 / 0.291 ) 0.5855
IRF1 - PTGS2 0,064 (-0,169 / 0,289 ) .0.594
IRF1 - MMP7 0,063 (-0.171/0.290) 0.6012
PTGS2 - VEGF 0,063 (-0.170/ 0.289 ) 0.5995
CEACAM1 - MMP7 0,035 (-0.199 / 0.264 ) 0.7742
IL10 - TNFRSF10A 0,032 (-0.199 / 0.261 ) 0.786
IL8 - IRF1 0,021 (-0.211 / 0.249 ) 0.8633
CD4 - CEACAM1 0,014 (-0.217 / 0.243 ) 0.9088
BIRCS - TBX21 0,013 (-0.218 / 0.242 ) 0.9124
IFNG - MMP7 0,009 (-0.231/0.249 ) 0.9402
CD3Z - MMP7 0,005 (-0.227 / 0,236 ) 0.968
CEACAMI1 - PTGS2 -0,001 (-0.231 / 0.229 ) 0.9923
IL10 - VEGF -0,004 (-0.234 / 0.226 ) 0.9721
CD8A - PTGS2 -0,008 (-0.238 7 0.222) 0.9448
GZMB - MMP7 -0,008 (-0.244 7 0.229 ) 0,947
IL8 - TNFRSF10A -0,017 (-0.246 / 0.214 ) 0.8892
GNLY - VEGF -0,023 (-0.252 / 0.208 ) '0.8484
PTGS2 - TBX21 -0,036 (-0.264 / 0.196 ) 0.7631
MMP7 - TBX21 -0,049 (-0.277 / 0.185 ) 0.6844
BIRCS - CD8A -0,051 (-0.278 / 0.181 ) - 0.6675
CD3Z - PTGS2 -0,051  (-0.278 /0.181) .0.6683.
BIRCS - CD3Z -0,054 (-0.280 / 0.179) 0.6528
B7H3 - CEACAM1 -0,063 (-0.289 / 0.169 ) 0.5972
PTGS2 - TNFRSF10A -0,066 (-0.292 / 0.166 ) ' 0.5782
CD8A - MMP7 -0,086 (-0.311/0.149 ) 0.4739
B7H3 - BIRC5 -0,095 (-0.318 / 0.138 ) 0.4236
CD4 - IL8 -0,101 (-0.323 7 0.133) 0.3987
CEACAM1 - IL8 -0,101 (-0.323/0.132 ) '0.3979
CD4 - PTGS2 -0,111  (-0.333/0.122) 0,3494
CEACAMI - IL10 -0,111 (-0.333/0.122) 0.3495
ILB - TBX21 -0,131 (-0.350 / 0.102) 0.2714
BIRCS - IL10 -0,134 (-0.353 /0.099) 0.2583
CD8A - ILB -0,163 (-0.378 / 0.070 ) 0.1701
MMP7 - TNFRSF10A -0,217 (-0.427 / 0.015) 0.0668
BIRCS - TGFB1 -0,218 (-0.426 / 0.013) 0.0643
BIRCS - CD4 -0,231 (-0.438 / -0.001) '0.0489
CEACAM1 - TGFB1 -0,239 (-0.445 / -0.010) 0.0413
GNLY - MMP7 0,241 (-0.448 / -0.010) 0.0408
BIRCS - TNFRSF10A -0,243 (-0.448 / -0.014) 0.0378
CD3Z - IL8 -0,258 (-0.461 / -0.030 ) 0.0272



ES 2561 527 T3

Tabla 5
GEZM-CT
Hi
Lo
GZM-IM
Hi
Lo
CD4ERO-CT
Hi
Lo
CD45RC-IM
Hi
Lo
CD3CT
Hi
Lo
GDE-IM
Hi
Lo
CD3-CT
Hi
Lo
CO3-IM
Hi
Lo
GZM-CTIIM
HiHi
Lolo
CD45RO-CTAM
HiHi
Lolo
CDS-CTAM
HiHi
Lolo
CD3-CTAM
HiHi
Lalo

Supervivencla libre de enfermedad (DFS)

o, de Indice alos Indicealos Indicealos Media de “alor de P
pacientes 2 anos % 4 afios % 5 afos % meses
1,66 E-D&
163 &7 66 46 62 41,71 35,5
191 ac a3 26,04 21,87 12,4
29,42 E-O7
175 6,00 44 57 2828 36
1249 38,76 31,00 26,36 12,9
1,43 E-D8
294 £1.70 40,81 36,05 74
&7 20,58 11,76 882 24
216 ED6
140 £6,31 46,54 4210 420
178 35,19 24 55 20,11 124
3,68 E-DB
227 5418 4317 3832 na
132 2781 20,30 16,54 59
153ED4
129 £0,93 50,78 4531 492
185 40,64 29,41 24,59 166
390 E-DB
1492 &0 41 48,95 4375 459
165 28,91 19,687 16,26 £9
337ED8
178 86,77 4472 44 B9 4T B
175 3542 2457 20,00 12,9
367 EDT
as B2 T4 51,96 46,07 51,4
B0 3543 29,57 25,35 128
4 57 E-10
151 &0 26 52,51 4T B2 516
41 16,66 11,90 852 18
4 61 E-DB
=151 85 62 55,20 50,00 892
83 30,85 21,27 17,02 59
520 E-11
109 89,72 61,46 85,04 66 2
a3 2795 19.35 13.97 5.9
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Tabla &
GZM-CT

Hi

Lo
GZM-IM

Hi

Lo
CD45RO-CT

Hi

Lo
CD45RO-IM

Hi

Lo
CDE-CT

Hi

Lo
GDE-IM

Hi

Lo
CO3-CT

Hi

Lo
CD3-IM

Hi
GIM-CTIIM

HiHi

Lolo
CD45RO-CTAM

HiHi

Lalo
CDE-CTAM

HiHi

Lalo
CD3-CTAM

HiHi

Lolo

Supervivencia total (05}

No. de Indice alos Indicealos Indicealos Media de Yalor de P
pacientes 2 anos % 4 anos % 5 afios 3% meses

8,18 E-OF
163 62,58 50,31 43 56 50,2
191 4817 32,46 2513 M2

1,27 E-02
175 61,14 48,57 3943 453
129 55,04 Yy | 20 46 291

3,14 E-0G
294 57,82 45 92 38,78 Mo
67 ] | 16,42 11,94 16,4

768 E-0d
190 62,63 50,53 44,1 492
178 48 63 30,90 23,03 19,8

266 E-OT
227 59,47 48,02 40,53 425
132 43,94 25,76 19,70 18,7

1,22 E-03
129 65,63 53,91 45,88 548
185 5484 3710 28,50 296

7,56 E-06
1492 65,63 521 47 40 5T 8
165 4242 24,24 18,18 18,6

908 E-05
178 64,04 52,25 45,07 526
175 48 57 3257 24,00 21,4

1,50 E-3
a5 6842 5874 AT AT 583
80 58,75 37.50 28,75 32,0

412 EO7
151 6424 5497 49 67 59 6
41 39,02 14,63 12,20 17,7

1,21 E-06
L £9. 79 54 38 52,08 812
a3 49,46 29,03 21,51 3

5.07 E-06
109 7248 64,22 55,96 63,9
a3 45 16 2581 16,13 14,3
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Tabla 7: Andlisis de riesgos proporcionales multivariado para la DFS
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Yariahle* Proporcion de 95% Cl F
riesgos
Estadio T 1,780 (1,345-2,363) 5IEDS
Estadio N . 2,120 (1.481-3,060) 4 5 E-D5
Difersnciacion 1,110 (0, 777-1,584) 5,TEM
Patrones de CO2p'C053u 0,570 (0, 450-0,721) 2 8 E-06
Warighle® Froporcion de 95% I ]
riesgos
Estadio T 1,700 [1,275-2,268) 3.1 E-04
Estadio N 2,17 (1,449.3,093) 1.1 E-D4
Difersnciacion 0,969 (0,676-1,389) 8,6 E-01
Patrones de COB./CD8y, 0,614 (0, 480-0,786) 1,1 E-04
Variable® Froporcion de 5% I ]
riesgos
Estadio T 1,880 (1,441-2,452) 3,3 E-086
Estadio N 2,298 (1,599-3,301) 6.8 EDE
Diferenciacion 1,035 (0,7368-1,457) 84 EM
Patrones de 0,564 (0,435-0,723) 6,2 E-06
CL4SR0.CR45R0w
Variable* Proporcion de 55% Cl P
risagos
Estadio T 1,777 (1,334-2.37) 8,5 E05
Estadio M 2,449 8.3 ED6 {1.851-363)
Diferenciacion 1,048 (0,707-1,56) 8,1 E-O1
Patrones de GZMBor'GEMEBns 0.591 {0.459-0.78) 43 ED5
*M e=tratificada
\Variable® Proporcion de 95% Cl F
riesgos
Estadio T 1,335 (1,052-1,693) 1.7 EQ2
Estadio N 1,657 {2.989-6 595) JE6EDS
Estadio M 4,240 (1,179-2,328) 1.5 E-13
Diferenciacion 1,058 (0,748-1,496) 7.5 E-01
Patrones de CO3./CD3 0,726 {0,587-0,697) 3.0 ED3
Variable* Proparcibn de 95% ClI P
riesgos
Estadio T 1,376 (1,070-1,769) 1,3 ED02
Estadio M 1,575 (1,100-2,254) 1,3E02
Estadio M 4 46T (2,966-6,729) 8.0E-13
Difersnciacian 0,566 (0,5679-1.375) 55EDM
Patrones de COE-/CD8y, 0,712 (0,571-0,888) 25E03
Wariable® Proporcien de 95% CI F
riesgos
Estadio T 1,396 {1,114-1,750) 3,7TED3
Estadio N 1,684 {1,204-2 355) 2,3 ED3
Estadio M 4 180 (2.605-8.170) 14E12
Diferenciacion 0,835 (0,677-1,292) 6,8 E-01
Patrones de 0,703 {0,558-0,885) 2.6 ED3
CD45R 0/ CO4SR 0w
Wariable* Proporcion de 95% CI I
riesgos
Estadio T 1,360 {1,071-1,73) 1,2 EO2
Estadio M 1,710 {1,188-2,48) 3,9 E-03
Exstadio M 4,392 (2,B66-6,73) 1,1 E-11
Diferenciacian 1,094 {0,752-1,59) 6.4 E01
Patrones de GZMB.r/GZMBuy 0,905 {0,722-1,14) 3,8 E-01
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Tabla 8
MNombre del Mombre akemativo Via génica Descripcion génica Sec. Ref. pablica
gen {antiguo)
185 coniral endogeno control endogena X03205
ACE ACE Tumor DCP, ACE1, DCP1, MN_0007ES
CD143, MGC26566
ACTE Beta actina coentrol endogeno control endogeno N_003234
AGTRI receplares de angiogenesis AT, AG2S, ATIE, MNM_031850. 1,
angiotensina I, tipo 1 ATZR1, HATIR, MI_0006S5, 3
AGTR1A, AGTRIE,
ATZR1A, ATZR1B
AGTRZ receptor de angiogenesis AT2 MM_000556
angictensing I, tipo 2
APC MM_D00038
APOAT apolipoproteina A-l via MHC presente sobre NRA_000039
células tum y mbdulo
cytotox, Interaccidn
TCRg3d2
ARF1 sefializacion pa3 supresar tumoral MNM_001658
AXIMT Axin Auin MR 181050]
MM 003502
BAX BiAx Via de Apoplosis MM_138763,
MM_138765,
NM_D04324,
MNM_138761
BCL2 BCL2 Via de apoptosis Nr_000633
BCLIL BCL-XL Wia de apoptosis MNRA_001191
CXCRA Via de quimioquina NM_001716
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TABLA 9 {Continuacidn 1)

Hombre del Hombre Via Descripcion Sec, Ref.
gen (antiguo} | akternativo génica geénica publica
BMP2 BMP2 Via TGF Proteina 8a NM_001200
maorfogenética
dsea
BRCA1L NM_0072594|
NM_D07295|
NM_007296|
NM_007297|
NM_007298|
NM_0D07299]|
NM_007300]|
MNM_007301|
NM_007302|
NM_007303|
MNM_007304 |
MNM_007305]
NM_ 007306
BTLA BTLA Inmunidad Asociadoa  |NM_181780
adaptativa linfocitos
By T
C3 C3 c3 NM_000064
CASP3 apoptosis apaptosis NM_004346
CASPS caspasa 9, peptidasa de cisteina NM_001229.
relacionada con apoptosis, Gen 2
hCG25367 Anotacion Celera
CCL1 CCL1 via de Ouimicquina |NM_002981
quimioquina | (C-C motivo)
ligando 1
CCL11 Eotaxin via de OQuimicquina  |[NM_002986
quimiequina | (metive C-C)
ligando 11
CCL13 MCP-4 via de Quimicquina  |[NM_005408
quimiocquina | (motive C-C)
ligando 13
CCL1B HCC-4 via de Quimioquinas [NM_004590
(quimicdquina yreceptores
CC
CCL17 TARC via de Quimicquina  |[NM_002987
quimicquina | (motive C-C)
ligando 1T
CcCLi8 PARC via de Quimicquinas [NM_002988

quimicguina

yreceptores

CcC
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TABLA 9 (Continuacidn 2)

Hombre del Hombre Via Descripcion Sec. Ref.
gen (antigus) |alternativo genica genica publica
CCL19 Mip-3c, MIP- via de SCYAL9 MM_006274
3 beta quimicquina
ccL2 MCP-1 via de SCYAZ MM_002982
quimisduina
CCL20 MIP-3 alfa via de Quimiogquina  [NM_004591
uinmiodquina {motive C-C)
ligando 20
CCL21 §Cquina via de OQuimicquina  |NM_002989
quimicquina  [{motive C-C})
ligando 21
CCL22 ligando CCR4, |via de Quimicgquina  [NM_002990
MDC, T-req quimicquina | {motive C-C)
espec ligando 22
CCL23 MPIF-1 via de Ouimioquina  |MM_145898|
quimioquina  [imotive C-C)}  (NM_005064
ligando 23
CCLZ24 Eotaxina-2 via de Ouimioquina  |[NM_002991
quimicquina [{motive C-C)
ligando 24
CCL2S TECK via de Cuimicquina  |NM_148888]
quimicquina  |[{metive C-C)  |NM_005624
{ligando 25
CCL26 Eotaxina-3 via de Ouimicquina  |[NM_006072
quimisquina  [{motive C-C)
ligando 26
CCL2y CTACK via de Cuimioquina  |NM_006664
quimioquina  {{motive C-C)
[ligando 27
CCL28 CCL28 via de Ouimioquina  |NM_019846]
quimioquina  |[{motive C-C)  [NM_148672
ligando 28
CCL3 Mip-1a via de SCYAZ MM_002983
(quimisguina
CCLS Rantes via de SCYAS MM_002985
quimiodquina
CCLY MCP-3 via de Cuimiogquina  |NM_008273
quimicquina  |[(motivo C-C)
ligando T
CCLs MCP-2 via de Guimioquina  |[NM_005523
quimicquina {motive C-C)
ligando 8
CCHBEL ciclo celular MNM_ 031966
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TABLA 9 (Continuacion 3)

Hombre del Hombre Via Descripcion Sec. Ref.
gen (antiguo) |alternativo génica génica piblica
CCHD1 ciclo celular NM_053056
CCNEL ciclo celular NM_001238]
MM 057182
CCR1 via de Cuimioquinas |[NM_001295
quimicquina |y receptores
CcC
CCR10 CCR10 via de Quimicquina  [NM_016602
quimicquina  [{motive C-C)
receptor 10
CCRZ2 CCR2 via de quimioguina MM_000647
CCR3 CCR3 via de Cuimioquina  |[NM_178329|
quimioquina  |(Motive C-Ch - (NM_001837
receptor 3
CCR4 CCR4 via de Guimioquina  [NM_005508
quimicquina  [{motivo C-C)
receptor 4
CCRS CCRS via de gquimiogquina MM_000579
CCRE CCRB via de OQuimioquina [MM_031409|
quimioquina [ {motive C-C}  |NM_004367
receptor
CCR7 CCR7 via de quimicquina ) MM_001838
CCREB CCRB via de Ouimicquina  [NM_005201
quimioquina | {motive C-C})
re{:e!rtor 8
CCRZ CCR9 via de Cuimicquina  |NM_006641
quimioquina | {metive C-C}
receptor 9
CCRL2 HCR via de Ouimicquinas y receptores
quimisquina  |[CC
CD154 CD154({THNFS | Inmunidad adaptativa MM_000074
F5)
cD19 células B Inmunidad adaptativa MM_001770
CD1la CD1A Inmunidad antigeno MM_001763
adaptativa CMA, un
polipéptido
cD2 antigeno CD2 | Inmunidad adaptativa MNM_001767
(p50), receptor

de glébulos
rojos de oveja
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TABLA 9 (Continuacion 4)

Hombre del
gen (antiguo)

Hombre
alternativo

Via
génica

Descripcion
génica

Sec. Ref.
pablica

CD226

PTAL;
DNAM1;
DMAM-1:
TLiISAL

Resumen:
CD226 es una
glicoproteina

de~ §5 kDa
expresatla en

la superficie
de celulas HE,

plaquetas,

monocitos y
un subeonjun-

to de células

T. Es un miem-
bro de la super
familia lg que
contiene 2 do-
minios simila-
res alg del
conjunto Vv
esta codifica-
da por un gen
sobre el cro-
mosoma
18q22.3. CD226
meddia la adhe-
sion a otras cé;
lulas que con-
tienen un ligan
do no identifi-
cado v el entre
cruzamiento
de CD226 con
anticuerpos
causa la activa-
cion celular

adhesion, activacion

NM_006566
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TABLA 9 (Continuacidon 5)

Hombre del Hombre Via Descripeion Sec. Ref.
gen (antiguo} |alternativo génica génica piblica
receptor 2B4 de células asesinas naturales [NM_016382
CD244 chz4d
FDCDI1LG1 B7H1 Inmunidad adaptativa MM 014143
CD28 CDZB8 Inmunidad adaptativa MM_006139
CD34 CD34 CD34 NM_001773
CD36 antigeno CD36 {receptor de colageno tipo |, NM_0010015
receptor de trombospondina) 47|NM_0010
01548 |NM_0
00072
CD38 CD3R Inmunidad adaptativa NM_D01775
CD3E ntigeno CD3E, Inmunidad adaptativa MM_000733
polipéptido
epsilon {com-
plejo TiT3)
TiT3
CD3G antigeno CD3G, Inmunidad adaptativa NM_000073
polipeptido
gamma {¢om-
plejo TiT3)
CD3< antigeno CD3Z,| Inmunidad adaptativa MNM_000734
polipéptido
zeta (com-
plejo TiT3)
CDd4 antigeno C04 | Inmunidad adaptativa NM_000816
(p55)
CD40LG THMFSFS Inmunidad CD40L NM_000074
adaptativa
CcD5 Inmunidad adaptativa MM 014207
CD54 ICAM-1 Inmunidad adaptativa MM_000201
cD6 Inmunidad adaptativa MM_006725
CDes CDhag Inmunidad adaptativa MM_001251
CDRED Inmunidad adaptativa MM_001781
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TABLA 9 (Continuacidn 6)

Hombre del Hombre Via Descripcion Sec. Ref.
gen (antiguo} |alternativo génica génica piblica
CLIP antigeno COT4 | yia MHC NM_0010251
{polipéptido SB|{NM_0010
invariante del 25159 |NM_0D
complejo de 14355
histocompati-
Bilidad princi-
pal, asociadoe
a antigeno
clase I}
CD80 CD80 Inmunidad adaptativa MM 005191
CDEB3 Inmunidad adaptativa MNM_004233
SLAMFS CDB4 Inmunidad adaptativa MM_003874
CDB6 CDB86 Inmunidad adaptativa NM_ 006889
CcD8A cD8 Inmunidad adaptativa MM_001768.
1
CDH1 cadherina1, |adhesién, Embole NM_004360
tipe 1, E-cad- | metastasis
herina E {epi-
telial)

CDH7 Adhesion adhesion NM_004361
CDK2 ciclo celular MM_052827)
) NM_001798

CDHE4 ciclo celular MM_000075

CDKMN1A CIP1 p21 miutacion inhibidor quinasa dependiente
y de ciclina 1A {p21, Cip1)
metilacion
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TABLA 9 {Continuacidn T}

Hombre del Hombre Via Descripcion Sec. Ref.

gen (antiguo) | alternativo genica genica publica

DEN1B KIP1 p27 mtacion inhibidor NM_ 004064
¥ quinasa
metilacion dependiente

de ciclina
1B {p27. Kip1)

CDEM2A plelNK4a mutacion inhibidor MM _000077;
¥ . quinasa NM_058195;
metilacion dependiente |[NM_058197;

de ciclina
2A (melano-
ma, pié, inhi-
e CDE4)
CDOKN2B CDOKNZB inhibidor NM_004936
quinasa
dependiente
de ciclina
2B (p15, inhi-
e CDE4)
CEACAML (CDGba) Tumor NM_0010249
12|NM_0017
12
COL4AS Colageno Colageno IV (COLJAS) MNM_0333B81.
IV {COL4AS) 1,
MNM_033380.
1,
NM_000495.
3
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TABLA 9 {Continuacion 8)

Hombre del Hombre Via Descripcion Sec. Ref.
gen (antiguo} |alternativo génica génica piblica
CREBBP via CK Histona NM_004380
acetiltransfe
rasa
CRLF2 TSLP R Inmunidad adaptativa MNM_022148|
NM_0010122
88
CSF1 factor estimulante de C5F-1 MM _000757
colonias 1{macrofago)
CSF2 CSF-2 CSF-2 MNM_000758
CSF3 CSF-3 C5F-3 MiM_000759
CTLA4 CcD152 Inmunidad CD152 NM_005214
adaptativa
CTHNNB1 beta-catenina | via wint catenina NM_001904
via de wnt de (proteina aso-
catenina (pro- ciada a cadhe-
teina asociada rina), beta 1,
a cadherina), 38kDa
Ireta 1,
F8kDa
CTsC Inmunidad micromatriz  |[NM_148170.
adaptativa de ADN T 2|NM_00181
4.2
Cx3CL1 Fractalkina via de quimioquina  |NM_002996
quimiogquina | {motivoe
C-X3-C) ligan-
do 1
CX3CR1 CX3CR1 via de quimioquina  |NM_001337
quimioquina | ({motivo
C-X3-C) recep-
tor 1
CxCL1 GRO alfa via de quimicquina  |NM_001511
quimiogquina | {motivoe
C-X-C) ligan-
do 1

{actividad es-
timuladora
del crecimien-
to de melano-
ma, alfa)
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TABLA 9 {Continuacidn 9)

liganda 5

Hoembre del [Hombre Via Descripcion |Sec. Ref.
gen (antiguo}| alternative | génica genica publica
CXCL10 P10 via de SCYB11 MM_001565
quirmicguina
CXCL11 ITAC via de SCYB11 MM _ 005409
(uimisduina
CHCLL2 SDF-1 wia de Ell'i"'t"_i‘:'ﬂ“i““ MM_199168|
imioquina [Moove NM_00060
quimioquina 1o v e ioan. _00060%9
do 12 (factor
derivado de
célula estro-
mal 1}
CxCL13 BLC via de Elllil'ltl_iﬂ'tlllillﬂ NM_006419
T motivo
cuimicquina CxC) ligan-
do 13 (qui-
mioatrayen-
te de celu-
las B}
CxCL14 BRAK via de Duimicquinas|NM_004887
quimicquina [¥ receptores
CXC
CXCL16 ligando via de quimicquina (NM_022059
CXCR6, Th1  |quimioquina |{motive
C-X-C)
ligando 16
CxCL2 GRO bata via de fuimiodquina [NM_002089
i : {motivo
cuimioquina Cx.Cy
ligando 2
CxCL3 GRO gamma |via de quimioquina |[NM_D02090
quimicquina | (Motive
C-X-C)
ligando 3
CHCLS ENA via de quimioquina [NM_002994
fquimioquina | (Motivo
C-X-C)
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TABLA 9 (Continuacion 10)

Hombre del |Hombre Via D?S{:rilmiﬁll Sec. Ref.
gen (antiguo}| alternative | génica genica publica
CHCLA GOP-2 via de quimiodquina [MM_ 002993
quimicquina {motivo
C-X-C} ligan-
do & (protei-
na quimio-
tactica de
granulocito
M)
CHCLY MIG via de Cimioquinas(MM_002416
- : W receptores
quimicquina oxC
CXCR3 CHCR3 via de GPRY9 MM_001504
(quimicquina
CHCR4 CXCR via de E|l.|int1_i-:-{|uina MM_003467
o - motivo
quimicquina C-X.C} re-
ceptor 4
CHCRE CXCRE via de quimioquina |MM_006564
quimioquina |(motive
C-X-Chre-
ceptor 6
CYP1AZ CYPL1AZ CYP1AZ M _000761
CYP7AL CYP7A1 CYP7AL M _ 000780
DCC delecionado | metiastasis MM_005215.
en carcinoe- i
ma colorrec-
tal, Gen
hCGA811785
Anotacion
Celera
DCHN DCM via TGF Decorina MM _133503|
Inh TGF MM_133504|
MM_133505|
MM_001920
DEFAG Defensina | Defensa sobreexpre- (NM_001926
alfa 6, sobre <ion en co-
expresion lon K
en colon K
DICER1 Dicer, Der- | via MRHA MM_030621;
1 homologo MM_ 177438
{Drosophila)
DEK1 via wnt dickkopf MM_012242
homdalogoe 1
{(Xenopus
laevis)
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TABLA 9 (Continuacidn 11)

Hombre del |Hombre Via Descripcion |Sec. Ref.
gen {antiguo}| alternative | génica genica publica
' . expresado
Dok-1 p6é2Dok ViaTCR por células HM_091331
hematopo-
yeticas .,
rol inh prolif T
Dok-2 PS6Do0k-2, |yia TCR expresade  [MM_201349
FRIP en las T, [MM_003974
rol inh prolif T
DOKG MM_152721
DwLl homdlogo homologo de D51 MM_1B1870
de DHS1 {dishevelled) MM_182779
{dizhevelled) MM_004421
E2F4 E2F4 Via TGF E2F MM_001950
factor de
transcripcion
4, union
10T ip130
EBI3 MM_O05755
ECE1 ECE-1 ECE-1 ECE MM_001397
ECGF1 {metastasis  |metistasis MM_D01953
EDM1 endotelina  |EDNI1,hCG3IT405 MM_001955,
1, Gen 2
hCG3IT405
Anotacion
Celera
EGF Factor de MM_00L963
crecimiento
epidérmico
{heta-urogas
tronal
EGFR CADEHA receptor del |MM_ 005228
predicha factor de
crecimiento
epidérmico
{(homdlogo
del oncogeén
de leucemia
eritroblastica
(w-erk-b),
aviar}
EIF4E factor de inicio de la
traduceion eucariota 4 E
CD105 angiogene | angiogénesis MM_000118
sis Endoglina
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TABLA 9 (Continuacidén 12)

Hoembre del [Hombre Via D?scripcién Sec. Ref.
gen (antiguo}| alternative | génica genica publica
EMPEP glhutamil ENF‘EP,I‘ICGEI}IEB NM_001977.
aminopepti- 2
da=sa (ami-
nopeptida-
sa A), Gen
hCG21423
Anotacion
Celera
ERBB2 MM _0010058
62| NM_D044
48
EREG epireguling, |EREG,hCG14966 NM_001432,
Gen 1
hCG14966
Anotacion
Celera
FCGR3A, CD16 CD1e NM_000569,
FCGR3E MM 000570
FMN1 Fibronectina | Fibronectina |FM, CIG, MM_002026.
{precursor | {precursor |FINC, LETS |1,
1
FOXP3 FOXP3 Inmunidad  |caja forkheadNM_014009
adaptativa P3
FYN FYH via TCR oncogén FYH [NM_153047|
relacionadoe [NM_153043|
con SRC, FGR.yM 002037
YES -
FZD1 frizzled frizzled homologo 1 [NM_003505
frizzled
(Drosophila)
GAPD GAPDH control control WM _002046
endogenoe  |enddgeno
GLIZ wia hedgehog|miembro de [NM_030379|
miembro de [la familia GLI-|NM_030380|
la familia GLI-|Kruppel GLI2 [NM_0303581]
NM_005270

Kruppel GLI2
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TABLA 9 (Continuacion 13)

Hombre del |[Hombre Via D?sf:ripcié-n Sec. Ref.
gen {antigue)| alternative | génica genica publica
GMLY Granulising |y, 519, LAG2, [MM_0124B3.
{GHLY) citotox MKGS, LAG- |1,
2, D2SRIE, |MM_006433.
TLAGS1D 2
GOLPH4 fosfoprotei- | transporta- reque:ittlo MM_014498
na de Golgi | dor de Golgi ::gﬁ'eed;?::i: U55853
4 teinas del er
hasta el com-
plejo de gologi
GRB2 via TCR MNM_203506]
{NM_002086
GSK3B via wnit glucogeno MM_002093
sintasa
quinasa 3
heta
GSTPL anti-oxidante janti-oxidante MM_000852
GLUSB GUSE control control NM_000181
enddgenc  |enddgeno
GEMA Innumniclad micromatriz [NM_006144,
adaptativa  de ADH T 2
GZMB Granzima B | yij; CCPI, CSPB, |NM_004131
{GZME) citotox CGL-1, CSP-
B, CTLAL
GZMH Inmunidad  |micromatriz [NM_033423,
adaptativa de ADH T 2
GZME granzima K (granzima 3; micromatriz [MM_002104,
triptasa I}, Gen de ADNT 1
hCGA04T Anotacion
Celera
HLA-B HLA-B via complejo MM_005514
MHC principal de
histocom-
patibilidad,
clase |, B
HLA-C HLA-C via complejo MM_002117
MHC principal de
histocom-
patibilidad,
clasel, C
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TABLA 9 (Continuacidn 14)

Hombre del
gen {(antiguo)

Hoembre
alternativo

Via
genica

Descripcion
génica

Sed. Ref.
publica

HLA-DMA

HLA=-DMA

via
MHC

complejo
principal de

histocom-
patibilidad,

claze Il, DM
alfa

NM_006120

HLA-DMB

HLA-DMB

via
MHC

complejo
principal de

histocom-
patibilidad,

clase Il, DM
heta

NM_002118

HLA-DOA

HLA-DOA

via
MHC

complejo
principal de

higtocom-
patibilidad,

clase ll, DO
alfa

MNM_002119

HLA=-DOB

HLA-DOB

via
MHC

complejo
principal de

histocom-
patibilidad,

claze ll, DO
heta

NM_002120

HLA-DPAL

HLA-DPAL

via
MHC

complejo
principal de

histocom-
patibilidad,

clase I, DP
alfa1

NM_033554

HLA-DQA2

HLA-DQAZ

via
MHC

complejo
principal de

higtocom-
patibilidad,

clase Il, DO
alfa 2

NM_020056

HLA-DRA

HLA-DRA

via
MHC

HLA-DRA

MM_019111
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TABLA 9 {Continuacidn 15)

Hombre del |Hombre Via Descripcion |Sec. Ref.
gen (antiguo)| alternative | génica genica publica
HLX 1 homeo {:ﬂjﬁ Thil Thl NH_':]EJ.QEE.
1 similar a 2
H2.0 {Droso-
phila), Gen
hCG2511%
Anotacion
Celera
HMOX 1 HO-1 HO-1 MM_002133
HRAS expresion de | mutacion homdlogo MM _176795
altos niveles |y del oncogen
de V12 HRAS- | metilacién :gﬂ:;'ﬁ::‘;ﬁ
un nu_ltarfte Harvey v-Ha-
constitutiva- ras
mente activo
(v sl ONCo-
genico) de
HRAS- conddu-
ce a una de-
tencion del
crecimiento
fque es simi-
lar en muchos
aspectos a
Ia detencion
que se ohser
va cuando las
células huma
nas alcanzan
la senescen-
cia replicativa
8.

HSPE3 proteina 3 de choque téermico 2TkDa NM_006308
HUWE1 UREB,1 via ubiquitina, |NM_031407
Proteolisis; |MHC g::,rteolisis-

Metal:-f:ullsnm Metalmlisn,m

y modifica- v miodifica-

cion de pro- cidn de pro-

teinas teinas
ICAM1 metistasis |metistasis NM_000201
ICAM-2 coloz Inmunidad adaptativa MM_000873
1C0s 1COs Inmunidad adaptativa MM_012092
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TABLA % (Continuacidn 16)

Hombre del |Hombre Via D?scripcién Sec. Ref.
gen (antiguo}| alternative | génica genica puiblica
D1 inhibidor de |ID1,hCG371 | firma de NM_002165,
union a ADH |43 metiastasis |2
1, proteina
héelice-bucle-
hélice negati
va dominan-
te. Gen
hCG3IT143
Anotacion
Celera
ifral Ifnal Via de Interferdon, |NM_024013
interferén  |aifa 1
ifnal? Ifnal? Via de Interferon, |NM_021268
interferdon  [alfa 17
ifnad Ifna2 Via de Interferdn, (NM_000605
interferon  |alfa 2
ifnas Ifnas Via de Interferon, (NM_002169
interferon  |aifa 5
ifrat Ifnat Via de Interferon, (NM_021002
interferdn |alfa 6
ifras Ifnas Via de Interferdn, |NM_002170
interferon  |alfa
IFNARL ifnarl Via de Interferon  (NM_000629
interferon  |{alfa, beta
v omeda)
receptor 1
IFNARZ ifnar2 Via de Interferon MM_207584|
interferon | {alfa, beta  [NM_207585|
V omeda) NM_000B74
receptor 2
IFNG IFN-g Via de IFG, IFI NM_000619
interferon
IFNGR1 IFN-gamma |Via de interferon NM_000416
Rl
IFNGR2 IFM-gamma |Via de interferon MM_005534
R2
IGF1 Factor de cre-|via de crecimiento MNM_000618

cimiento 1 si-
milar a insuli-
na (somato-

miedina C)
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TABLA 9 (Continuacidén 17)

Hombre del |Hombre Via Descripeién |Sec. Ref.
gen (antiguc} | alternative | génica genica publica
IHH via de hedge [homodlogoe de|NM_002181
hog homdlo- |hedgehog in-
go de hedge |dio
hog indio {Drosophila)
{Drosophila)
IKEKE kB2 via CK AFOBO158
IL1D IL-10 via CK MM_000572
IL124 IL-12p35 via CK interleuquinalNM_000882
12
IL12B IL-12p40 via CK interleuquina|MM 002187
12
IL1ZEB1 IL-12 R beta | Inmunidad  [reseptor de |NM_153701)
1 adaptativa  interleuquina [NM_005535
12, beta 1
IL12RB2 IL12RE2 via CK receptor de |NM_001559
interleuquina
12, beta 2
IL13 IL-13 via CK MM_002188
IL13RAZ receptor de |IL13RAZ hC  |firma de MM _ 000640,
interleuquina|G20596 metastasis |2
13, alfa 2, Gen
hCG205%6
Anotacion
Celera
IL15 IL-15 via CK NM_000585
IL15RA IL-15 R via CK receptor de |NM_002189
alfa interleuquina
15, alfa
L7 IL-17 via CK interleuquina [NM_002190
1T (serina
esterasa
asociada a lin
focitos T cito-
toxicos)
IL17R IL17R via CK receptor de in-|[NM_014339
terleuquina 17
IL17RE ILi7RE via CK receptor B de(NM_018725|
!‘l}terleuquma NM_ 172234
ILig IL-18 via CK MNM_001562
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TABLA 9 (Continuacian 18)

Hombre del |Hombre Via Deseripeion |Sec. Ref.
gen (antiguo}| alternative | génica genica publica
IL1A IL-1a via CK NM_000575
IL1E IL-1k via CK WM_000576
IL1R1 iL-1 RI Inmunidad adaptativa MWM_Q00877
Iz IL-2 via CK MNM_000586
IL21 IL-21 via CK Familia del MNM_021803
receptor de
cadena ga-
mma comin
ILZ1R IL-21 R via CK familia del |NM_181078|
receptor de [NM_181079|
cadena ga- NM_021798
mma comiin
ILZ23A IL-23 via CK subunidad  [NM_016584
P19 alfa de
interleuquina
IL23R IL-23R via CK égt%ﬂietﬁmlli?m MM_144701
IL24 IL24 via CK ilrterleuquina]NM_CIGEE 50
24
Lz7 27 via CK interleuguina [NM_ 145659
27
IL2ZRA CD25 via CK MM_000417
ILZRE IL-2 R beta, |via CK Inmunidad  [NM_000878
Ccoi12z2 adaptativa
ILZRG IL-2 R wvia CK Inmunidad NM_EICIEIEEI&
gamma, adaptativa
CD132
IL3 IL-3 via CK NM_D00588
IL31RA IL31RA via CK receptor A de|MM_139017
interleuquina
Ry |
IL4 IL-4 via CK NM_000589
ILARA IL-4 R via CK Celulas MM_0010086
Th1Th2 99|NM_0004
18
ILS IL-5 via CK MNM_000B79
ILG IL-6 via CK MM_000600
ILY IL=7 via CK MM_Q00BE0
IL7RA IL-7 R alfa  |wia CK Inmunidad  |NM_002185
adaptativa
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TABLA 9 (Continuacidin 19)

Hombre del |Hombre Via Descripcion (Sec. Ref.
gen {antiguo}| alternative | génica genica publica
L8 CHCLE via de via CK NM_000554
inflamacion
CXCR1 IL-8 RA Inmunidad adaptativa MM_000634
CXCR2 IL-8 RB via de Duimitﬂuinas MM_001557
R receptores
quimicquina E}{C I
LS IL-9 via CK MM_000590
IL9R IL-9 R via CK Familia del |NM_176786
receptor de
cadena ga-
mma comin
IRF1 factor regu- |Inmunidad adaptativa MM_002198
lador de in-
terferon 1
ISGF3G fFactor 3de  |Viade fFactor 3de  |NM_00B0E4;
transcrip- interferdn tr@ns{:rip-
cion estimu- cion estimu-
lado por in- lado por in-
terferdn, terferon,
gamma, gamma,
48kDa 48kDa
ITGA4 integrina adhesion, integrina, |NM_000B85
adbT metistasie | alfa 4 (anti-
geno CD48D,
subunidac
alfa 4 delre-
ceptor
VLA-4)
ITGA7 ilifftegril‘lﬂ, adhesion, metastasis MNM_D02206
alfa
integrina, CDi103 Inmunidad adaptativa MM_002208.
alfaE 3
{antigeno
CD03, an-
tigeno 1 de
linfocito mu-
cosal huma-
no: alfa poli-
peptido),
Gen
hCG33203
Anotacion
Celera
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TABLA 9 (Continuacion 20)

Hombre del
gen (antiguo)

Hombre
alternativo

Via
geénica

Descripcion
genica

Sec. Ref.
pubdlica

ITGE3

integrina,
beta 3 i
{glicoprotel-
na deplaque-
tas la. anti-
genc CD61),
Gen
hCG2T604
Anotacion
Celera

metastasis

NM_000212.
2

JAKZ

Ouinasa Ja-
nus 2 {una
proteina ti-
rosina quina-
sa), Gen
hCG3308
Anctacion
Celera

JAKZ, hCG31308

MM_004972,
2

1AK3

via de citoquina

NM_000215

KLRB1

Inmunidad
adaptativa

micromatriz
de ADHT

MM_002258.
2

KLRC4

subfamilia C
del receptor
similar a lec-
tina de celula
asesina,
miembro 4,
subfamilia K
del receptor
similar a lec-
tina de célula
asesina,
miembro 1,
Gen
hCG2009644
Anotacion
Celera

AFO30313

MM_007360.
1

KLRF1

Inmunidad
adaptativa

micromatriz
de ADHT

MM_016523.
1

KLRG1

subfamilia G
del receptor
similar a lec-
tina de célula
asesina,
miembro 1,
Gen
hCG25214
Anotacion

Celera

AF0S7367

NM_005810.
3
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TABLA 9 (Continuacion 21)

Hombre del |Hombre Via Descripcion |Sec. Ref.
gen (antiguo)| alternative | génica génica publica
KRAS | NM_004985
LAG3 inmune Inmunidad |9en 3 de ac- |NM_002286
adaptativa tivacion de
linfocitos
LAIRZ Inmunidad adaptativa NM_002288)
NM_021270
LEF1 fFactor de factor de unidn 1 al MM_016269
union 1 al potenciador linfoide
potenciador
linfoide
LGALSS lectina, union a galactosidasa, soluble, |[NM_009587.
9 (galectina %), Gen hCG1T49919 1|NM_00230
Anoctacion Celera 8.2
LILREB3 receptor si- | micromatriz | iInmunosupresion
milar a inmu | IRT5 Wang
globulina de
leucocitos,
subfamilia B
{con domi-
nios TM e
ITIM}, miem-
bro 3
LRP2 MEGALIHA MEGALINA  |MM_004525
LTA THF-b via CK LT, TNFB, MM_000595
TMFSF1
SLAMES CDZ2729 Inmunidad adaptativa MM 002348
MADCAM1 molécula1  |MADCAML,hCG2056%9 |MM_130760.
de adhesion 1|NM_13076
de célula 1.1
adresina vas-
cular muco-
sal, Gen
hCG20569
Anotacion
Celera
MADH3 MADH-3 Via TGF SMADZ, MM_005902
1v15-2
MADHT MADH-7 Via TGF MADHS, MM _005904
SMADY
MAF c-maf Th2 via CK homaologo de [NM_005360
oncogén de
fibrosarcoma
muculoapo-
neurotico
w-miaf (aviar}
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TABLA 9 {Continuacidn 22)

Hombre del |Hombre Via Descripcion (Sec. Ref.
gen {antiguo}| alternative | génica genica publica
MAPZK1 MM_002755
MODM2 Mdm2, célulavia p53 NM_002392;
3IT3 transfor- MM_00687E;
made minu- MM_006879;
to doble 2, NM_006880;
proteina de NM_006881;
unién a p53 NM_0DEEBZ;
{raton)
MICA seI{:llf:n{:iaIA via presente en [NM_000247
ton el potic | MHC células tum
péptido MHC 3"'_"“":"““'":"
de clase | Citotox
MICE secuencia B via presente en (NM_005931
relacionada células tum
con el poli-  (MHC clul
peptido MHC ¥ modulo
de clase | Citotox
MKI6T proliferacion |proliferacion MM_002417
MMP12 metalopep- |adhesion, metastasis MNM_002426
tidasa de ma- L238308
triz 12 {ma-
crofago elas-
tasa)l
MMPS metalopep- | adhesion, metastasis [NM_D04994
tidasa de ma-
triz & (gelati-
nasa B, 2kDa
gelatinasa,
colagenasa
$2KDatipo V)
MTAL Asociado a | metistasis MNM_004689.
metastasis 2
1.Gen
hCG19442,
Anctacion
Celera
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TABLA 9 (Continuacidén 23)

Hoembre del |Hombre Via Descripcion (Sec. Ref.
gen (antiguo)| alternative | génica génica publica
MTS51 Supresor 1 |metastasis MM_014751.
de metasta- 2
=ig, Gen
hCG2009512?
Anctacion
Celera
MYC MYC Via TGF . [homélage delNM_002467
oncogén de
mielocitoma-
tosis viral
-y (aviar)
MYDEE via similar a Toll MM_002468
MYHE MYHGE MYHE DO0943
(Gene card)
MNCAMI Inmunidad adaptativa
MFATCL activacion T |activacion T MNM_172387|
MM_172388)|
MM_172389)|
MM_172390)|
MM 006162
[NKGT Inmunidad | micrematriz [NM_005601.
adaptativa de ADHT 3
MLK via wnt quinasa simi-|NM_016231
lar a nemo
NOS2A iNos{Mos2A) |iNos{Nos2A) MM_000625
P2X7 Receptor pu- P2RX7 hCG1led1456 MM 177427,
rinérgico 2|NM_00256
P2¥, canal i6- 2.4
nico activado
por ligando,
1, Gen
hC G164 456
Anotacion
Celera
PDCD1 PD=1 Inmunidad adaptativa MM_005018
PECAM-1 CD31 Inmunidad adaptativa INM_D00442
CXCL4 PF4 via e ﬂuimio:tminas MNM_002619
P - receptores
quimicquina Ex pa I
PGK1 PGK1 control control MM_000291
endogenc endogenc
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TABLA 9 (Continuacion 24)

Hombre del [Hombre Via Descripcion |Sec. Ref.
gen (antiguo}| alternative | génica genica publica
PIAS1 via CK inhibidor MM_016166
proteico de
STAT acti-
vadeo, 1
PIASZ via CK inhibidor MM_173206|
proteico de  (MM_004671
STAT acti-
vado, 2
PIAS3 via CK inhibidor MM _006099
proteico de
STAT acti-
vado, 3
PIASH via CK inhibider MNM_015897
proteico de
STAT acti-
vade, 4
PLAT activador de |PLAT,hCG17154 NM_033011.
plasminoge- 1| MM_00093
::;0, tejido, 0.2|NM_000
en
hCG17154 931.2
Anctacion
Celera
PML supresor del tumor, seial de imterferon |[NM_033238|
MM_033239|
NM_033240]
MM _033242|
NM_033244|
MNM_033245|
MM_033246|
NM_033247|
NM_033249|
NM_033250|
NM_002675
PP1A PP1 PP1 | NM_021130
CHCL? NaP-2 via de quimioquina MM 002704
PPP2CA PP2A MM 002715
PRF1 Perforina Via PL, PFP, MM_005041
(PRF 1) citotox HPLHZ

79




ES 2561527713

TABLA 9 (Continuacidn 25)

Hombre del |Hombre Via Descripcion (Sec. Ref.
gen {antiguo}| alternative | génica genica publica
PROM1 CD133, prominina 1, fraccién po- [NM_006017
glicoproteina transmem- | Sitiva C033
de medula
brana pentaspan d=ea huma-
na, sangre
de cordony
sangre pe-
riférica han
demostrado
que injertan
eficazmen-
te en mode-
los de xeno-
trasplante v
han demos-
trado que
contienen la
mayoria de
los precur-
sores de
granuloci-
tos/macro-
fagos
PSMBS Proteasoema |yis MHC NM_D0O2797
{prosoma,
macropainaj
subunidad,
tipo heta, 5
PTCH via de hedgehog homdlogo  [NM_D00264
fragmentado [Drosophila)
PTGS2 COx-2 via de inflamacion NM_D00S63
PTR4AZ proteina ti- [metastasis MNM_D32611.1
rosina fos-
fatasa tipo
IVA, miem-
bro 3
PTPNG via CK proteinati- [NM_DB0548|N
rosina fos-  [M_0B0545|NM
fatasa, no _002831
recepfor
tipo & ]
PTPRC CD45 CD45s MM_D02838,
NM_0D80922,
MM_080923,
MM_080521
RAB23 via hedgehog RAB22 miem [MM_133227|N
bro Familia del oncogén RAS |M 016277
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TABLA 9 (Continuacidn 26)

inhibidor de
activador de
plasmind-
geno, 1),
miembro 1,
Gen

hCG1T333
Anotacion
Celera

Hombre del |[Hombre Via Descripeion |Sec. Ref.
gen (antiguo}| alternative | génica genica publica
RAC/RHD NM_018890
RACEH RACZ RACZ2 sustrato ? NM_002872

de la toxina

hotulinica

relacionado

con ras C3

(Familia rho,

proteina de

union a GTP

pedqueiia

Rac2)

RAF NM_002880

RBE1 retinoblasto | nmutacion ciclo celular |NM_000321;
ma 1 W
[incluyendo | metilacion
osteosarcom
2}

EBL1 similar a re- | similar a retinoblastoma 1 [NM_183404|
tinoblasto- {p10T) NM_002895
ma 1 (p107)

REN REMIM{REN) REMIN{REN} |NM_000537

Drosha RMASEN, microARH A1242976
Droshan
microARH

SELE CDBZE metastasis MM _000450
(SELE}

SELL CDe2L MNM_000655

SELP CD&2E metastasis MM _003005
{SELP)

SERPINEL inhibidor de |SERPINE], hCG17353 WM _000602.
serpin 1
peptidaza,
clade E
{nexina,
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TABLA 9 (Continuacion 27)

Hombre del |Hombre Via D?Strillciéll Sec. Ref.

gen {antiguo)}| alternative | génica genica publica

SFRP1 secretada secretada frizzled MM _003012
frizzled

SIRP beta 1 Inmunidad adaptativa {WM_006065

SKI c-ski(SKI)  [c-ski{SKI} [SKV [NM_003036

SLAMF1 Inmunidad adaptativa InM_003037

SLAMFG MTE-A Inmunidad a_a_tlautativa MM_052931

SLAME? CRACC Inmunidad adaptativa WM_021181

SLAMFE BLAME Inmunidad adaptativa MM_020125

SMAaD2 SMADZ Via TGF SMAD, ma- |[NM_0010036
dres contra |52 |WNM_0059
el homdlo- |1
go 2 de OFPP
IDrosophila)

SMAD4 SMAD4 ‘Via TGF SMAD, ma- |NM_005359
dres contra
el homolo-
qo 4 de OFPP
[Drosophila)

SMD. SMOH SMD SM'D hon]élogo NM_UUEﬁ:‘il
suavizado
{Drosophila)

SMURFL SMURF1 SMURF1 proteina ubi- (MM _181349|
quitina espe- [MM_020429
cifica de
SMAD, ligasa
1

S0CS51 via CK supresor de  |MM_003745

senalizacion
de citoquina 1

SOCS2 via CK supresor de  (NM_003877
senalizacion
de citoquina 2

S0Cs3 via CK supresor de  |MM_003955
senalizacion
de citoquina 3

S0C549 via CK isupresor de  [NM_199421|

enalizacion  |NM_080867
Fe citoquina 4
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TABLA 9 (Continuacidn 28)

Hombre del |Hombre Via D?sf:rip{:ién Sec. Ref.
gen {antiguo}| alternative | génica genica publica
SOCSS5 via CK supresor de  |NM_014011
senalizacion
de citoquina 5
S0Cs56 via CK supresor de  |NM_004232
senalizacion
de citoquina &
S0OCs7 wvia CK supresor de  |MM_014598
senalizacion
de citoquina 7
S0OD1 anti-oxidante |anti-oxidante MM _ 000454
soDz2 anti-oxidante |anti-oxidante MM_0010244
65|NM_0010
24466 | MM _0D
00636
S0oD3 anti-oxidante |anti-oxidante MM_003102
5051 via TCR MM_005633
SOX17 SOX17 SOX17 SRY (region |[WM_022454
determinan
te de sexo)-
caja 17
CDh43 Inmunidad adaptativa MNM_003123
5T14 supresion proteasa, citotox MNM_021978
de tumioro-
genicidad 14
{colon, carci-
noma, matrip-
tasa, epitina)
STAM STAM STAM molécula MNM_003473
adaptadora
detransduc
cion de se-
ial [domi-
nio SHi g

motivo ITAM)
1
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TABLA 9 (Continuacidén 29)

Hombre del
gen {antiguo}

Hombre
alternativo

Via
génica

Descripcion
geénica

Sec. Ref.
publica

STAT1

STATL

STATL

Transductor
de senaly
activador de
transcrip-
cion 1,
$kDa

NM_139266]
MM_C007315

STATZ

STATZ

STATZ

transductor de la senal v
activador de la transcrip-

cion 2, 113kDa

STAT3

STAT3

STAT3

Transductor
de senal y
activador de
transcrip-
cion 3 (factor
de respuesta
de fase agu-
da}

NM_213662|
MM_139276|
NM_003150

5TAT4

STAT4

STAT4

Transductor
de seialy
activador «de
transcrip-
cion 4

MM_003151

STATSA

STATSA

STATSA

Transductor
de senal y
activador de
transcrip-
cion 54

NM_003152

STATSE

STATSE

STATSE

Transductor
de senaly
activador de
transcrip-
cion 5B

NM_012448
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TABLA 9 (Continuacidn 30)

Hombre del |[Hombre Via [liascrip{:ién Sec. Ref.
gen (antiguo}| alternative | génica genica publica
STATE STATE STATE transductor (NM_003153

de la senal y

activador de

transcrip-

cion 6, indu-

cido por in-

terleuquina 4

STHIE STH36 STK36 quinasa se- |NM_015690
rinatreoni-
na 36 {homo-
logo fusiona-
do, Droso-
phila}

TAPL transporta-  |via MHC MM_000553

dor 1, case-
te de union
a ATP,
subfamilia B
HMDR TAP)
TAP2 transporta- | yia transporta- (NM_000544
dor 2, case- |pHC dor 2, case-
te de union te de uniéon
a ATP, a ATP,
subfamilia B subfamilia B
{MDR.TAP) {MDR.TAP)
TEX21 T-bet Inmunidad adaptativa NM_013351
(TBX21)

TCF7 TCF7 via wnt factor de  INM_201633|
ranser N 201632
pecifico de NM_201634|
célula T, ca- MNM_213648|
ja HMG) MM_003202

TERT MNM_198255]

MM 003219

TFRC CD71 control control MM_003234

endogenc  |endogeno

TGFA MM_003236
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TABLA 9 (Continuacidén 31)

Hombre del |Hombre Via D?SFrilwiﬁll Sec. Ref.
gen {antiguo}| alternative | génica genica publica
TGFBEL TGF=b Via TGF MM _000660
BIGH3
TGFBR1 TGFBR1 Via TGF Factor de cre-|NM_004612
imiento
transforman-
te, beta, re-
ceptor | {qui-
nasa similar
al receptor
de activina A
ipoll, 53kDa)
TGFBER2 TGFBR2 Via TGF f@{:tg:rr:tle cre-(MM_0010248
cimiento
transforman- 47|NM_0032
te, beta, re- |42
ceptor {TH/
S0kda)
TIMP3 TIMP Via TGF adhesion, MM_000362
inhibidor de metastasis
metalopep-
tidasa 3 (dis-
trofia Sorshy
fundus,
peeudoinfla-
matoria)
TLR1 TLE1 via similar receptor si- |MM_003263
aToll milar atoll 1
TLR1O TLR10 via similar receptor si- (NM_030956
aToll miilar atoll 10
TLR2 TLR2 via similar receptor si- |NM_003264
aTel milar a toll 2
TLR3 TLR3 via similar  [receptor si- |NM_003265
aTol milar atoll 3
TLR4 TLR4 via similar receptor si- |MM_138554|
a Toll milar atoll 4 |y 003266
TLRS TLRS via similar receptor si- [NM_003268
aToll milar atoll 5
TLR& TLRE via similar receptor si- |NM_006068
aToll milar atoll &
TLR7 TLR7 via similar receptor si- |MM_016562
aToll milar atoll T
TLRE TLRE via similar receptor si- |NM_13B636
aToll milar atoll 8
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TABLA 9 {Continuacidén 32)

Hombre del |Hombre Via Descripcion |Sec. Ref.
gen {antiguo)| alternative | génica genica publica
TLRS TLRS via similar receptor si- |NM_017442|
a Toll milar atoll % (yM 138688
THF THF-a THE-a DIF, TMFA, |NM_000594
THNFSFZ2,
CACHECTIN
THFRSF104A |[TRAILR1 via de apoptosis MM _003844
THMFRSF114 [RANK Inmunidad adaptativa NM_003839
THMFRSF18 |GITR(TMFRS |[Inmunidad adaptativa MM_004195
F18)
THMFRSF1A  |THMF RI Inmunidad adaptativa MM_001065
TMFRSF1E |TMF RII Inmunidad adaptativa NM_0010E6
Ox-40 NM_003327
THFRSFS CD40 Inmunidad adaptativa NM_001250,
MM 1528354
THFRSF& Fas via de FAS, APT1, |MM_0O00043
apoptosis  |CD95, APD-
1, FASTM
THFRSFY CD27 Inmunidad adaptativa MNM_001242
THFRSFE CD30 Inmunidad adaptativa NM_152942|
WM 001243
THFRSFS 4-1B8 Inmunidad adaptativa NM_001551
THFSF10 TRAIL superfamilia (NM_003810
del factor «de
nacrosis -
moral (ligan-
do), miem
bro1i
THFSFG FasL via de FASL, FasL, |NM_D00&39
apoptosis  |CD178,
CD95L,
APTILGL
TOB1 transductor | via TCR transductor |MM_005749
tle ERBB2 de ERBB2, 1
TP53 protemnatu- [, INM_D0D546
moral p53 via p33 -
{sindrome
deLi-Fraume
i
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TABLA 9 (Continuacidn 33)

miembro 2de
Ia familia Zic
{homologode
pareja impar,
Drosophila)

de la familia
Zic (homo-
lago de pa-
reja impar,
Drosophila)

Hombre del |Hombre Via Descripeion |Sec. Ref.
gen {antiguo)} | alternative | génica genica publica
TSLP Inmunidad adaptativa MM_033035|
MM_138551
WCAMI molécula de |[MGCI9561,1 |firma de MNM_001078,
adhesion del (NCAM- metastazis |7
&Il{lﬂti.".llfr‘ ].U'U,DK.FZD?
Gear®, 17962333, He
hCG32384 NC:12663
Anotacion
Celera
WEGF WEGF A WVEGF A MM_ 003376
WIF1 via wint Factor de MM_007191
inhibicion 1
WHNT1 via wnit familia de si- |[NM_005430
tio de inte-
gracion de
MMTV de ti-
po sin alas,
miembro 1
WHT4 familia de si- | yia winit Familia de si- |[NM_030761
tio de inte- tio de inte-
gracion de gracion de
MMTV de ti- MMTV de ti-
po sin alas, po sin alas,
miembro 4 miembro 4
XCL1 Linfotacti- |via de quimioquina |NM_002995
na quimicguina |{motive C)
ligando 1
¥CR1 via de quimioquina |NM_0010246
quimiogquina |{motive C} - l44|NM_DD52
receptor 1 23
ZAPT0 ZAPTO via TCR cadena zeta |NM_001079
{TCR) protei-
na quinasa
asociada
TokDa
ZIc2 viahedgehog | miembro 2 [NM_007129
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Tabla 10
No. acceso Nombre Descripcién Tipo Localizacién
2 transcritos TNFRSF6B | Superfamilia del receptor del factor | transcritos 20913.3
de transcripcién de necrosis hCG22751:7
tumoral, miembro 6b, cebo
NM_001712 CEACAM1 | Molécula 1 de adhesion de células | transcritos 19913.2,
relacionada con antigeno hCG21881:2
carcinoembridnico (glucoproteina
biliar)
NM_014143 PDCD1LG1 | Muerte celular programada 1 transcritos 9p24,
ligando 1 hCG27938:1
2 transcripts CD8A antigeno CD8, alfa polipéptido transcritos 2p12
(p32) hCG34192:3
NM_000963 PTGS2 Prostaglandina endoperoxido transcritos 1925.2-925.3,
sintasa 2 (prostaglandina G/H hCG39885:1
sintasa y ciclooxigenasa)
NM_001168 BIRC5 IAP baculoviral que contiene transcritos 1725,
repeticion 5 (survivina) hCG27811:4
NM_000655 SELL selectina L (molécula 1 de transcritos 1923-g25,
adhesioén a linfocitos) hCG37088:5
NM_002164 INDO indolamina-pirrol 2,3 dioxigenasa transcritos 8p12-p11,
hCG27061:2
NM_016123 IRAK4 quinasa 4 asociada al receptor de | transcritos 4,
interleuquina-1 hCG39494:1
NM_000594 TNF factor de necrosis tumoral transcritos 6p21.3,
(superfamilia TNF, miembro 2) hCG43716:1
NM_003844 TNFRSF10 | factor de necrosis tumoral transcritos 8p21,
A (superfamilia TNF, miembro 10a hCG31588:1
NM_002423 MMP7 Metaloproteinasa 7 de matriz transcritos 11921-922,
(matrilisina, uterina) hCG1640914:1
NM_006864 LILRB3 Receptor similar a inmunoglobulina | transcritos 19q13.4,
de leucocitos, subfamilia B (con hCG2009348:1
dominios TM e ITIM), miembro 3
2 transcritos CD3z antigeno CD3Z, polipéptido zeta transcritos 1922-923,

(complejo TiT3)

hCG1769040:2
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TABLA 10 (Continuacion 1)

No. acceso® Nombre Descripcién Tipo Localizacién
2 transcritos TNFRSF8 superfamilia del receptor del transcritos 1p36,
factor de necrosis tumoral, hCG25063:1
miembro 8
NM_002046 GAPD gliceraldehido-3-fosfato transcritos 12p13,
deshidrogenasa hCG2005673:1
NM_001565 CXCL10 quimioquina (motivo C-X-C) transcritos 4921,
ligando 10 hCG23842:2
2 transcritos EBAG9 asociado al sitio de unién del transcritos 8923,
receptor de estrégeno, hCG15046:2
antigeno, 9
NM_000584 IL8 interleuquina 8 transcritos 4913-g21
hCG16372:2
2 transcripts STAT1 transductor de sefial y activador transcritos 2q32.2,
de la transcripcién 1, 91kDa hCG25794:6
NM_001504 CXCR3 quimioquina (motivo C-X-C) transcritos Xq13,
receptor 3 hCG19964:1
NM_000660 TGFB1 factor de crecimiento transcritos 19913.2,
transformante, beta 1 hCG22321:2
(enfermedad de Camurati-
Engelmann)
NM_012092 ICOS coestimulador de células T transcritos 2q33,
inducible hCG1642889:1
NM_002416 CXCL9 quimioquina (motivo C-X-C) transcritos 4921,
ligando 9 hCG1781951:1
2 transcripts CD9a7 antigeno CD97 transcritos 19p13,
hCG27517:5
NM_003853 IL18RAP receptor de interleuquina 18 transcritos 2p24.3-p24.1
proteina complementaria hCG28161:1
NM_006564 CXCR6 quimioquina (motivo C-X-C) transcritos 3p21,
receptor 6 hCG15326:1
NM_004314 ART1 ADP-ribosiltransferasa 1 transcritos 11p15,
hCG16165:1
NM_002198 IRF1 factor regulador de interferon 1 transcritos 5q31.1,
hCG24115:1
NM_025240 B7H3 homdlogo 3 de B7 transcritos 15q23-924,
hCG40826:1
3 transcritos ACE enzima conversora de transcritos 17923,
angiotensina | (peptidil- hCG41821:5
dipeptidasa A) 1
NM_003855 IL18R1 receptor 1 de interleuquina 18 transcritos 2912
hCG28160:3
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TABLA 10 (Continuacion 2)

No. acceso® Nombre Descripcién Tipo Localizacién
NM_013351 TBX21 cajaT 21 transcritos 17921.2,
hCG27200:1
NM_001562 IL18 interleuquina 18 (factor inductor | transcritos 11922.2-
de interferén gamma) hCG39294:2 q22.3
NM_005018 PDCD1 muerte celular programada 1 transcritos 2937.3,
hCG1776289:1
NM_000619 IFNG interferén, gamma transcritos 12914,
hCG15987:1
2 transcripts GNLY Granulisina transcritos 2p12-q11,
hCG32948:3
NM_002051 GATA3 proteina 3 de unién a GATA transcritos 10p15,
hCG23634:3
NM_003376 VEGF factor de crecimiento endotelial | transcritos 6p12
vascular hCG18998:7
NM_004131 GZMB granzima B (granzima 2, serin | transcritos 14911.2,
esterasa 1 asociada a linfocitos | hCG40183:1
T citotoxicos)
NM_014387 LAT enlazador para la activacion de | transcritos 16913,
células T hCG2039637:5
NM_000616 CDh4 antigeno CD4 (p55) transcritos 12pter-p12,
hCG25949:2
NM_031281 IRTA2 receptor de la superfamilia de | transcritos 1921,
inmunoglobulinas asociado a hCG39827:3
translocacion 2
NM_000572 IL10 interleuquina 10 transcritos 1931-932,
hCG22208:1
NM_003326 TNFSF4 superfamilia del factor de transcritos 1925,
necrosis tumoral (ligando), hCG37644:2
miembro 4 (glucoproteina 1
activada transcripcionalmente,
tax,34kDa)
NM_018676 THSD1 trombospondina, tipo |, dominio | transcritos 13q14.13,
1 hCG29569:4
NM_025239 PDCD1LG2 muerte celular programada 1 transcritos 9p24.2,

ligando 2

hCG1641650:1
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TABLA 11
Tabla §1: Caracteristicas de los tres grupos de pacientes
Grupos
o HEGP Avicenne HEGP-2
Caracteristica No. de Pacientes
Estadio del Tumer (T)t
pT1 23 3 2
pT2 69 13 _ 7
pT3 218 76 57
pT4 87 27 4]
Estado nodal (M)
Negativo 241 48 30
Positive 166 71 43
Nx % 2
Metastasis distantes (M)
Ninguna detectada 313 03 47
Presentes 94 26 28
Clasificacion UICC-TNM (25))
| 75 12 6
il 137 33 17
1] 100 48 24
A" a5 26 28
Sexo
Homhbre 216 57 42
Mujer 191 62 33
Localizacion
Colon 162 35 41
Sigmoide 114 53 25
Recto _ 131 3 9
Diferenciacion
Bueno 312 78 47
Escaso 95 41 28

1 El estadio se determiné mediante examen patolagico (p). T1 tumeor que invade la
submucosa, T2 tumor que invade la muscularis propria, T3 tumor que penetra la
muscularis propria e invade la subserosa, y T4 tumor que invade otros drganos
o estructuras o que perfora el peritoneo visceral

1 Mo fue posible determinar al estado nodal de dos pacientes
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TABLA 12

Tabla $3: Andlisis de supervivencia libre de enfermedad paratodos los pacientes segun los valores de corte

minmos del valor P

Supervivencia Libre de Enfermedad (DF5) para todos los pacientes

No. de Media de Indite 2 los Incice a les indice a los Valor de P* Valor da P Valor e P4

pacianias meses 2afes % 4 ahoi % 5 ufoe %
GZMBgr 1.7810* | a.7010° 485 10°

Lo 191 3486 538 46.1 46.1

Hi 163 NR 76.6 73.1 72.1
GZMBy 1.9910% | 1.2810° 53810°

Lo 109 20.1 471 41.0 41.0

Hi 195 NR 75.4 70.9 70.0
CD45R0cy 43310% | 8.8110° 1.2710°

Lo 45 115 27.5 24.0 24.0

Hi 261 NR 72.0 65.5 64.9
CD45R0m 3.7110° | 429010* 4.41 10"

Lo 168 41,5 §5.4 47.3 473

Hi 145 NR 76.8 729 719
CD8cr 5.1910° | 3.4410% 1.4510°

Lo 132 21.0 45.0 39.1 39.1

Hi 227 NR 749 69.5 688
CD8m 103107 | 1.1110°% 8.0910°

Lo 186 455 56.4 49.1 49.1

Hi 128 NR 77.8 735 72.3
CD3r 5.4810° | 1.3810° 1.08 10°

Lo 165 23.1 482 43.4 43.4

Hi 192 NR 79.8 724 716
CD3u 47810° | 6.2310° 6.32 10*

Lo 175 311 51.8 43.5 43.5

Hi 178 NR 78.7 747 739
GZMBcrm 3.3210* | 834 10° 5.4510°

LofLo 70 .20.1 48.3 39.1 39.1

Het o8 775 62.2 54.4 54.4

HifHi 102 NR B0.6 778 76.3
CD45ROctm 6.6110° | 1.0510° 1.8910%

LofLo 32 5.85 242 242 242

Het 141 63.28 61.2 50.7 50.7

HifHi 127 NR B0.3 78.1 76.9
CDBcram 3.eo10® | 7.7010° s5210%

Lo/Lo 93 20.1 443 359 35.9

Het 94 NR 63.8 58.9 58.9

HirHi 96 NR 816 76.1 746
CD3crm 7.5610% | 1,22107 116107

Lo/lo o3 17.3 428 37.4 37.4

Het ‘116 68.7 61.7 518 51.8

HirHi 109 NR B7.6 84.0 82.7

* Valor de P log-rank corregido (Altman y otros 1994), media de valores P 100°CV Log-rank

4 Media de valores P 100°CV Log-rank estratificado
NR: No se ha conseguidoe, Het: HULo y Lo/HI
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TABLA 13

Tabla S4: Analisis de supervivencia total para todos los pacientes segin los valores de corte
minimos delvalor P

Supenvivencia total (0S) para todos los pacientes

No. do Meda de ndics alos fndica & los Indize a las Vales do P* Valor & P Viar de P4

pacienies meses 7 afas % 4wl % 5 afioe %
GZMBcr 818107 | 1.2310° 1.16 10°

Lo 191 427 62.2 473 40.1

Hi 163 NR g38 76.0 68.4
GZMBuw 55510° | 839107 6.77 107

Lo 108 43 686 47.3 39.9

Hi 195 89.0 746 66.7 57.8
CD45ROct 577107 | 8.9910° 65710°

Lo 45 256 55.5 26.9 20.9

Hi 261 100.7 74.9 66.3 58.7
CD45ROy 16510° | 8.2010° 1.07 107

Lo 168 46.9 67.1 49.4 420

Hi 145 NR 786 733 65.5
CD8er 265107 | 666 10° 3.7910°

Lo 132 35.1 60.3 41.8 365

Hi 227 NR 79.8 71.0 623
CD8m 1.2210° | 1.5110% 1.5010°

Lo 186 51.3 70.2 516 43.0

Hi 128 NR 78.4 726 66.1
CD3cr 78610° | 1.3510° w9s6510°

Lo 185 335 579 42.4 356

Hi 182 1151 83.2 743 66.4
CD3 g.0810° | 183107 1.4810°

Lo 175 46.9 65.9 49.3 40.3

Hi 178 NR 77.3 70.2 64.0
GZMBcram 20010% | 16710 1.6010%

Lo/lLo 70 50.8 724 50.7 452

Hat 08 40.3 60.8 48.0 35.4

Hi/Hi 102 NR B4.1 77.8 70.8
CD45ROcmm 8.5610° | 33410 291 10"

Lolo 32 28.4 60.6 225 225

Het 141 515 66.3 54.5 44.1

HUHI 127 NR B1.2 76.1 70.5
CDBerm 6.2510° | 46810° 42810

La/Lo 93 351 61.2 40.0 3318

Het 94 596 74.6 61.0 49.3

Hi/Hi 66 NR 82.3 75.9 69.2
CD3¢rnm 3.87107 | 21110° 137 10°

Lo/Lo 93 351 59.3 40.7 239

Het 116 57.8 68.0 54.7 49.5

HiMHi 109 NR 86.4 80.8 728

* Valor de P log-rank, media de valores P 100°CV Log-rank
* Media de valores P 100°CV Log-rank estratificado
NR: No se ha conseguido, Het: HliLo vy LolHI
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TABLA 14

Tabla S$5: Analisis de supervivencia libre de enfermedad para todos los pacientes segin
los valores de cortes medios

Supervivencia Libre de Enfermedad (DFS) para todos los pacientes
No. de Meda de indice & los finclica # les indice & las Valor da P*
pacientes Meses 2afos % 4 afes % 5 afos %
GZMBcr 9.94 107
Lo 180 346 53.5 45,7 45.7
Hi 164 NR 76.8 73.2 72.3
GZMBa 1.99 10°®
Lo 152 311 51.0 46.6 46.6
Hi 152 NR 79.5 73.6 72.5
CD45RO¢r 2.21 10
Lo 153 74 59.3 54.2 54.2
Hi 153 NR 729 65.8 B64.8
CD45ROw 1.85 10™
Lo 158 36.0 53.7 48.0 48.0
Hi 155 NR 70 70.7 69.7
CD8cr 3.06 107
Lo 180 N3 5141 45.4 45.4
Hi 179 NR 78.0 721 71.2
CD8w 272 10"
Lo 157 36.0 56.3 47.7 47.7
Hi 157 NR 743 70.7 69.7
CD3cr 1.85 10°
Lo 179 N3 52.0 46.7 48.7
Hi 178 NR 78.7 71.6 70.8
CD3w 2.98 10°
Lo 177 a1 51.8 43.6 43.6
Hi 176 NR 781 751 74.2
GZMBcrau 5.07 10°
Lo/Lo o 23.0 46.6 40.9 40.9
Het 83 NR 67.2 59.2 59.2
HiHi 86 NR B21 78.7 77.0
CD45ROcrim 7.60 10
Lo/Lo 82 358 526 49.5 49.5
Het 119 100.2 63.7 54.4 54.4
HifHi 839 NR 81.7 7.3 75.8
CDBeraw 7.75 107
LofLo 88 208 44,9 ara 3r.3
Het 82 NR 67.8 61.1 61.1
HifHi 83 NR 79.7 75.4 7.8
iy
CD3crau 3.52 10°
Lo/Lo g8 18.2 44.9 39.7 39.7
Het 119 68.7 62.5 53.2 532
HifHi 101 NR 87.8 84.0 82.5

* Valor de P log-rank para el corte medio
NR: No se ha conseguido, Het: HVLo y Lo/HI
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TABLA 15

Tabla S6: analisis de supendvencia total paratodos los pacientes segin los valores
de corte medios

Supervivencia Total (OS5) para todos los pacientes

pacenies st e E  panege  idesals  Vakroe P

GZMBer . 8.18 107

Lo 191 427 62.2 47.3 40.1

Hi 163 NR 83.8 76.0 68.4
GZMBm 1.55 102

Lo 152 508  67.4 50.7 443

Hi 152 100.8 77.5 68.9 58.2
CD45ROct 6.92 10™

Lo 153 489 65.7 49.1 438

Hi 153 111.3 78.6 72.0 62.9
CD45ROm 1.49 107

Lo 158 43.1 66.3 48.4 415

Hi 155 115.0 78.6 72.8 64.6
CD8cr 2.05 107

Lo 180 41.7 65.8 457 41.1

Hi 179 NR 70.6 74.9 64.8
CD8m 2.16 10°

Lo 157 50.8 71.89 51.0 420

Hi 157 NR 75.3 69.5 63.2
CD3cr 7.04 10°

Lo 179 38.2 61.5 458 38.5

Hi 178 115.1 82.5 73.7 66.1
CD3pa 9.38 10°°

Lo 177 46.9 66.4 493 40.5

Hi 176 NR 77.0 70.5 64.2
GZMBcrma 2.88 10°

Lo/LO 92 46.9 67.4 496 45.4

Het 92 51.3 €6.0 54.4 30.3

Hi/Hi 86 115.1 83.0 76.5 69.9
CD45ROctm 7.43 10°

Lo/LO 92 40.3 685.2 453 41.0

Het 119 52.9 66.7 5.1 453

HiHI 89 NR 85.9 830 754
CD8crm 1.04 107

Lo/LO 98 8.4 68.0 423 36.8

Het g2 596 72.8 58.7 459

HI/H 93 NR 80.2 775 70.3
CD3ctm 2.08 10°

Le/LO 98 35.1 60.3 413 31.0

Het 119 60.0 69.7 56.7 50.5

HirHi 101 NR 85.4 80.6 73.0

* Valor de P log-rank de valores de corte medios
NR: No se ha consequido, Het: HilLo v Lo/HI
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TABELA 16

Tabla 57: Andlisis de supervivencia libre de enfermedad para pacientes con UICC-THM, 1, II, 1ll, segin
los valores de corte minimos del valor P

Supervivencia Libre de Enfermedad {DFS) para pacientes con UICC-THM, I, 1L 1l

Mo, de Medis de Indice & Jos Indice & los Indice a los agler g B Viader de P Valer da P2

pacientes meses 2 aflos R dafios % 5 afies %
GZMBer 9.1710" | 3.87 10" 3.98 10"

Lo 166 NR 77.0 66.2 68.2

Hi 107 NR 87.7 83.7 837
GZMByy 347107 | 151107 1.46 10"

Lo 126 NR 74.1 €8.7 68.7

Hi 112 NR 89.1 B2.5 82.5
CD45R0¢y 3s5810° | 201 10° 169 10°

Lo 25 231 42.4 3741 ar1

Hi 218 MR B4.4 77.3 773
CD45ROp 34910 | 186107 173 10"

Lo 121 NR 74.2 B4.4 64.4

Hi 125 NR 85.9 B1.5 81.5
CDBer 56210* | 1.76 10* 1.58 107

Lo 85 775 64.1 55.7 55.7

Hi 193 NR 88.3 82.0 82.0
CDBuw 220107 { 143107 181107

Lo 138 NR 74.0 65.5 65.5

Hi 111 NR 67.9 829 82.9
CD3gr 18310* | 1.2210° 11810°

Lo 69 68.7 62.6 53.8 53.8

Hi 209 NR 87.9 80.9 BO.9
CD3u 47810° | 6.2010° 6.3210°

Lo 103 NR 72.0 60.5 605

Hi 171 NR 88.1 833 83.3
GZMBcyam 7.8110" | 2.33 107 342107

Lo/Lo B7 NR 70.4 643 64.3

Het 69 NR B1.7 732 73.2

HirHi 58 NR 90.8 859 85.9
CD45ROctam 1.45107 | 4.04 10° 4.1410%

Lo/Lo 16 201 40,2 402 40.2

Het 110 NR 76.8 64.8 64.8

HirHi 112 MR 88.3 B5.9 85.9
CDBeram 1.54 10% | 3.5210° 3.84 10°

Lo/Lo 61 as5.8 59.0 489 48.9

Het 76 NR 822 76.2 76.2

Hi/Hi 87 NR 87.8 81.6 B1.6
CD3crm a.57107 | 249 10* 29310

Lo/Lo 30 23.1 49.9 38.0 38.0

Het 95 NR 76.4 656 65.6

Hi/Hi 124 NR 91.3 87.1 87.1

* Yalor de P log-rank corregido [Altman y otros 1994}, valor de P medio 100°CV Log-rank
" Walor de F madio 100°CV estratificado Log-rank
MR: No $e ha conseguide, Het: HilLo v Lo/HI
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TABLA 17

Tabla $8: Analisis de supervivencia total para pacientes con UICC-TNM, L, Il lll, segim

los valores de corte minimos delvalor P

Supervivencia Total {05) para pacientes con UICC-THM I, 11,

Mo, de Medis de Indice & bos Indice 2 los  Indice a les Valer de BT Vidar de P Valer do P2

paciantes meses 7 aflos % & afios % 5 afies %
GZMBeor 1.5210" | 113107 8.18 107

Lo 166 89.0 B35 69.2 61.1

Hi 107 NR 859 7.7 715
GZMBiy s3810" | 7.30107 7.16107

Lo 126 101.0 81.7 69.1 61.8

Hi 112 115.0 85.8 76.2 64.5
CD45R0cr 25310* | 29210° 225107

Lo 25 43.0 69.7 41.8 325

Hi 218 NR 839 75.4 67.8
CD45RO 122107 | 386107 4.33 107

Lo 121 101.0 BO.1 64,2 56.5

Hi 125 NR 84.3 79.4 70.8
CD8cr 6.0010% | 1.0910¢% 1.03 10"

Lo 85 653 748 56.1 50.2

Hi 193 NR 8a.2 81 71.8
CD8m 3.0310% | 43210 4.20107

Lo 138 76.1 824 66.3 57.

Hi 111 NR 86.8 81.2 737
CD3¢r 251107 | 1.6510% 1.4710°

Lo 69 35.5 69.5 476 40.1

Hi 209 NR 88.5 B1.4 73.2
CD3m 7.3510°% | 76110 6.25107°

Lo 103 693 B0.7 65 53.7

Hi 171 NR 859 78.7 71.7
GZMBcmm 8.2010° | 53010 4.9810"

Lo/Lo 87 NR 832 69.2 63.3

Het 69 69.3 80.8 67.7 51.8

HirHi 58 NR 856 79.2 71.8
CD45ROcTim 1.0210% | 43910° 3.7210°

Lo/Lo 16 430 731 36.5 38.5

Het 110 873 80.1 67.3 56.3

HiHi 112 NR 853 80.8 74.8
CDBeram 7.0210* | 1.6010% 1.96102

LofLo 61 562 72.7 52.2 453

Het 76 111.4 BBE 7.3 65.1

HifHi 87 NR 86.7 B1.1 736
CD3ctam 28010® | 27210*  1.2110%

Lo/Lo 30 355 714 43.4 28

Het 95 724 76.6 64.6 54.8

HifHi 124 NR 90.8 85.9 78.6

* Valor de P log-rank, valor de P medio 100°CV Log-rank

*Valor de P medio100°CV estratificado Log-rank

NR: No se ha conseguido, Het: HliLo y Lo/HI
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TABLA 18

Tabla S9: Andlisis de DFS para pacientes con UICC-TNI, 1, I, Il segin los cortes medios

Supervivencia Libre de Enfermedad (DFS) para pacientes con UICC-THM, L 11, Tl

No. de _ Medade — lndorsse dosape  lndcea Vake de P*
GZMBer 8.07 107

Lo 140 NR 778 68.1 68.1

Hi 133 NR 84.8 BO.6 806
GZMBwy 2.26 107

Lo 118 NR 747 69.1 69.1

Hi 119 NR 87.9 B1.5 B15
CD45ROcr _ 2.27 107

Lo 122 NR 76.5 70.7 70.7

Hi 121 NR 84.1 75.9 75.9
CD45ROm 1.96 102

Lo 124 NR 746 65.1 65.1

Hi 122 NR 856 81.1 B1.1
CD8er 6.53 10

Lo 139 NR 73.3 65.1 65.1

Hi 139 NR B9.4 83.9 B3.9
CD8u 3.89 102

Le 125 NR 75.9 66.5 66.5

Hi 124 NR B4.7 80.1 80.1
CD3¢r 4.48 107

Lo 139 NR 726 66.1 66.1

Hi 139 NR 91.1 83.1 83.1
CD3m 4.42 107

Lo 138 NR 744 65.4 65.4

Hi 136 NR 80.1 B4.9 849
GZMBerm 5.63 107

La/Lo 72 NR 60.4 B61.9 61.9

Het 74 NR 85.6 77.8 77.8

Hi/Hi 68 NR 84.1 79.8 79.8
CD45R0ctm 6.84 10

Lo/Lo 71 NR 72.9 67.0 67.0

Het 100 NR 79.4 68.9 68.9

Hi/Hi 67 NR 87.6 B5.6 856
CDB8crom 3.36 107

Lo/Lo 80 100.3 66.8 57.8 57.8

Het 65 NR 829 75.6 756

HirHi 79 NR 86.4 81.3 B1.3
CD3crm 6.20 10°

Lo/Lo 73 100.3 65.4 588 58.8

Het 102 NR 82.4 73.1 73.1

HirHi 74 NR 84.2 89.1 89.1

* Walor de Plog-rank para el corte medio
NR: No se ha conseguido, Het: H'Lo y Lo/HI
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TABLA 19

Tabla 510: Andlizis de 05 para pacientes con UICC-THM, L, II, Il segin los cortes medios

Supervivencia Total (05} para pacientes con NICC-THIA,

e MEE O hEME TR p e
GZMBgr 5.06 107

Lo 140 271 81.2 66.7 59.0

Hi 133 NR 87.8 80.0 71.5
GZMBy 7.28 10"

Lo 119 30.4 833 702 62.5

Hi 118 115.1 B3.7 74.8 63.7
CD45R0gr 21310%°

Lo 122 21.4 79.0 63.5 57.1

Hi 121 NR 86.0 80.8 71.4
CD45R0m 1.31 10"

Lo 124 21.4 79.8 64.3 56.8

Hi 122 NR B4.7 79.7 70.8
CD8ar B.49 10°

Lo 139 24.8 B2.5 63.9 §5.7

Hi 139 NR 85.9 829 746
CDBu 7.20 102

Lo 125 30.0 84.2 676 57.3

Hi 124 NR B4.5 78.5 71.5
CD3cr 9.15 107

Lo 139 18.9 78.0 625 54.8

Hi 139 NR 89.4 830 746
CD3m 2.80 107

Lo 138 26.0 B2.7 67.1 58.7

Hi 136 MR B5.3 B0.5 723
GZMBeram 6.09 10

Lo/Lo 72 111.4 826 66.9 63.3

Het 74 76.1 823 72.3 54.7

HiHI 68 115.1 84.5 75.5 69.2
CD45ROcram 2.48 10°

Lo/Lo 71 873 784 §9.2 55.8

Het 100 742 81.1 711 58.1

HifHi 67 NR 877 B5.7 79.9
CDBeram 1.56 102

Lo/Lo 80 596 79.3 60.4 496

Het 65 MR BB5 73.4 B4.1

HiHi 78 NR 837 822 75.5
CD3¢cm 5.35 107

Lo/Lo 73 596 76.0 57.1 48.4

Het 102 78.8 82.9 736 65.0

Hi/Hi 74 NR 20.3 B7.1 78.8

* Valor de Plog-rank para el corte medio
NR: No se ha conseguido, Het: HifLo y LodHI
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Tablas 20 (511) y 21 (512)

Tabla S11a: Anilisis de riesgo proporcional de Coz multivariable

Variable Froporcion deriesga 959 Isder &

Estadic T 1.574 (1.0%-2.26} .02

Estadic " 1.398 (0.83-2.36} 0.21

Diifereneiacidn 077 (0.42-1.43) 041

Fatrones CD3/C03 2.3914 (1.68-3.41)* 1.410%
2.379% [1.67-3.39]}+

® Corte minima del valor P can 3 grupos [HiHi, Lol o, Het)

t Mitodo leave-one-out, comreccién usands C=1-{5E{coef]/coef)’= 0.9942594
[Fuctar de carreccibn heurlstics, Hollander ot sl). Resultades similares obtenidss usands
“boatstrap”

© Ploka: M viels la supasicidn de riczges proporcienales. S realizd un madsls
cotratificado por este Factor » G0 3¢/ CD3m
permanceié come un Factor de prondstics independiente para supervivencia
libre de enfermedad. Walares P del modelo estratificada:

T=0.01; Diff=0,32 ; COer/CO3p=9.4x107.

HR: a partir del modela estratificado: Te=d, 57201, 10-2.25):

Tabla 511c: An is de riesgo proporcional de Cozx multivariable para DFS
en pacientes con UICC-THM,

Varjable! Froparcion de ricsga G5y O |ndor £
Estadio T 1.560 [1.074-2.2R) Nz
Estadio k] 1.480 [0.882-2.53) [T
Diiferenciacian 5 1.290 [(0.662-2.45) 0.43
Fatrones COZ/CD3 1.870 {1.211-2.68) 5.5 107

B Corke en la media con 5 grupos [Hii, Lolo, Het)

Tabla S$12a: Anilisis de riesgo proporcional de Coz multivariable

Wariahle Proporcien dericzge  99% ©f [
Estadio T 1170 (0.90-1.52} 0.28
Estadic b 1.370 (0.90-2.11) 0.45
Diferenciacidn 1.050 {0.58-1.562) 0.04
Patrones CD3o/C03 1.850 (1.42-2.51) 1210

¥ Corte minima del valar P con 5 grapos (HiHi, LoLo, Het)

Tabla 512¢: Anilisis de riesgo proporcional de Coz multivariable para 05
en pacientes con UICC-THM, I, I, I

Variable Froperdion e nesge 59% C1 Toor &
Eztadio T 1.7200 {0.912-1.57) 0.20
E=tadio 1.450 13.940-2.22} 0.09
Diferenciacidn 5 1080 (0.669-1.68) 0.75
Patrones CO3c/C03 1.460 11.107-1.82) 7.2 107

6 Corte en la media con 3 grupes [Hii, LaLe, Het]

101

Tabla 511b: Anilisis de riesgo proporcional de Coz multivariable

Variable Froporcien de ricege 5% C1 [

Estadia T 1.370 {0.86-2.19} 19

Estadio h* 1.210 {0.60-2.47) 0.59

Diferenciacidn 1.020 {0.30-1.08) .97

Fatrones CO3/CD3py £.200% (2.96-12.99)* 1.3 10"
§.940% (2.83-12.43)t

* Corte minimo del valor P con & grupes (HiHi, LaLe]

# Mitods leave-one-out, carreccisn usande C= 1-(SE[coell/coef) = 09573126
[Facter de correccidn heuristice, HEllandsr <t ). Resultades similares obtenides usande
“bootstrap®

=

Plota: B wiola b suposicin de riesgos proporcionales. Se realizd un models
wrtratificads por este facker v CD3cr/CO3m

permanctid coms un Factor de prondstics independisnts para supervivencia
libre de enfermedad. Yalores P del modelo estratificada:

T=0.02; Dif=0.97; COZ/CDI,=1.3x10™,

HR: 3 partir del modelo estratificado: T=1,408(0,08-2.26};

Tabla §11d: Anilisis de riesgo proporcional de Coz multivariable para DFS
en pacientes con UICC-TNM, LI, I

Vanzble’ Froporcion de rieego 959 1 Vit &
E=tadio T 1,404 [ aE1-6.10) n.sA
Estadio I L0835 (0. 736-5.80) 0.17
Diferenciacidn 1.532 (B.571-4.11) 0,40
4 2.2 107
Fatrones C03/C03 4,626 (1.736-12.33) .21

§ Corte en la media, con 2 grupos [HiHi, LeLa)

Tabla 512b: Anilisis de riesgo proporcional de Coz multivariable

Varlable Proporcion de ricsgo 958, C1 il &
Estadic T 0.980 [0.69-1.39} 0.91
Estadio M 1.370 {0.75-2.52} 0.31
Diferenciacidn 1.590 (0.97-2.61} 0.07
Fatrones COE/CD3,y," 3710 {1.97-6.97} a.710°

" Carte minime del walor P con 2 grupes [HiHi, LaLa)

Tabla 512d: Anailisis de riesgo proporcional de Coz multivariable para 05
en pacientes con UICC-TMNM_ L 11 N

Varabie Froporcién de ricsge 9586 C1 Vsier &
Estadio T 1.160 {0.818-1.68) 0.40
E=stadio 1.240 {0.696-2.19) 0.47
Diferanciacion 5 1.480 (0.892-2,45) 013
Patranes CO3a/C0 2.200 {1.219-2,97) 8.8 107

% Corte en la media, con 2 grupes (HiHi, LoLa)
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para el prondstico de pacientes para la progresion de un cancer, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas siguientes:

a) cuantificar, en una muestra de tejido tumoral de dicho paciente, uno 0 mas marcadores bioldgicos indicativos
del estado de la respuesta inmune adaptativa de dicho paciente frente al cancer; y

b) comparar el valor obtenido en la etapa a) para dicho uno o mas marcadores biolégicos con un valor de
referencia predeterminado para los mismos marcadores biolégicos; valor de referencia predeterminado que se
correlaciona con un pronéstico especifico de progresion de dicho cancer,

en el que dicho uno o mas marcadores bioldégicos comprenden GNLY.

2. El procedimiento in vitro segun la reivindicacion 1, en el que dicha muestra de tejido tumoral se selecciona del
grupo que consiste en (i) un tumor primario global (como una totalidad), (ii)) una muestra de tejido del centro del
tumor, (iii) una muestra de tejido a partir del tejido que rodea directamente el tumor, tejido que puede denominarse
mas especificamente el “borde invasivo” del tumor, (iv) los ganglios linfaticos localizados muy cerca del tumor, (v)
una biopsia tumoral realizada antes de la cirugia y (vi) una metastasis distante.

3. El procedimiento in vitro segun la reivindicacion 1, en el que la etapa a) consiste en cuantificar dicho uno o mas
marcadores biolégicos por analisis de expresion génica en una muestra de tejido tumoral total.

4. El procedimiento in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa a) se efectua
cuantificando al menos 2 marcadores bioldgicos distintos seleccionados entre las combinaciones génicas lisatadas
en la tabla 8.

5. El procedimiento in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho cancer se selecciona del
grupo que consiste en cancer adrenocortical, cancer anal, cancer del conducto biliar (por ejemplo, cancer perihilar,
cancer del conducto biliar distal, cancer del conducto biliar intrahepatico), cancer de vejiga, cancer de huesos (por
ejemplo, osteoblastoma, osteocondroma, hemangioma, fibroma condromixoide, osteosarcoma, condrosarcoma,
fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, tumor de célula gigante del hueso, cordoma, mieloma multiple), cancer
de cerebro y sistema nervioso central (por ejemplo, meningioma, astocitoma, oligodendrogliomas, ependimoma,
gliomas, meduloblastoma, ganglioglioma, Schwannoma, germinoma, craniofaringioma), cancer de mama (por
ejemplo, carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal infiltrante, carcinoma lobular infiltrante, carcinoma lobular in situ,
ginecomastia), cancer cervical, cancer colorrectal, cancer endometrial (por ejemplo, adenocarcinoma endometrial,
adenocantoma, adenocarcinoma papilar seroso, célula clara), cancer de eso6fago, cancer de vesicula biliar
(adenocarcinoma mucinoso, carcinoma de célula pequefa), tumores carcinoides gastrointestinales (por ejemplo,
coriocarcinoma, corioadenoma destruens), sarcoma de Kaposi, cancer de rifidén (por ejemplo, cancer de célula
renal), cancer laringeo e hipofaringeo, cancer de higado (por ejemplo, hemangioma, adenoma hepatico, hiperplasia
nodular focal, carcinoma hepatocelular), cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de célula pequefia de pulmén,
cancer de célula no pequefia de pulmon), mesotelioma, plasmacitoma, cancer de seno de la cavidad nasal y
paranasal (por ejemplo, estesioneuroblastoma, granuloma de linea media), cancer nasofaringeo, neuroblastoma,
cancer de cavidad oral y orofaringeo, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de pene, cancer de pituitaria,
cancer de prostata, retinoblastoma, rabdomiosarcoma (por ejemplo, rabdomiosarcoma embrionario,
rabdomiosarcoma alveolar, rabdomiosarcoma pleomoérfico), cancer de glandula salivar, cancer de piel (por ejemplo,
melanoma, cancer de piel sin melanoma), cancer de estémago, cancer testicular (por ejemplo, seminoma, cancer de
célula germinal no seminoma), cancer de timo, cancer tiroideo (por ejemplo, carcinoma folicular, carcinoma
anaplasico, carcinoma poco diferenciado, carcinoma medular tiroideo), cancer vaginal, cancer vulvar, y cancer
uterino (por ejemplo, leiomiosarcoma uterino).

6. El procedimiento in vitro segun la reivindicacién 5 en el que el cancer es cancer colorrectal.
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