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DESCRIPCION
Mutante de HSP110 dominante negativo y su uso en el prondstico y el tratamiento de canceres

La presente invencion se refiere a una proteina de choque térmico 110 (HSP110) mutada que carece de su dominio
de unidn a sustrato, que no exhibe su actividad chaperona y/o no es capaz de unirse a la proteina de choque térmico
70 (HSP70) y/o la proteina de choque térmico 27 (HSP27), pero que es capaz de unirse a HSP110 de tipo silvestre.
Dicha proteina de choque térmico 110 mutada puede usarse (i) en métodos para el prondstico de la supervivencia
y/o de la respuesta al tratamiento de un paciente que padece un cancer, mas particularmente de un cancer propenso
a tener un fenotipo de inestabilidad microsatelital (MSI), tal como cancer colorrectal (CCR) y (ii) para tratar canceres.

Proteinas HSP y HSP110

Las proteinas de choque térmico (HSP) son una clase de proteinas funcionalmente relacionadas denominadas
proteinas chaperonas, cuya expresion aumenta cuando las células se exponen a temperaturas elevadas u otros
estreses tales como infeccion, inflamacion, ejercicio, exposicion de la célula a toxinas (etanol, arsénico, trazas
metdlicas y luz ultravioleta, entre muchos otros), inanicion, hipoxia (privacion de oxigeno), deficiencia de nitrégeno
(en plantas) o privacion de agua. En consecuencia, se hace referencia también a las proteinas de choque térmico
como proteinas de estrés y su regulacion positiva se describe a veces mas generalmente como parte de la
respuesta al estrés. La actividad chaperona de las proteinas HSP esta mediada por su dominio de unién a ATP y es
esencial para el plegamiento de proteinas, para la formacion de complejos proteicos, para el transporte
transmembrana de proteinas y para orientar alguna de ellas a la degradacion lisosémica. En seres humanos, hay al
menos ocho proteinas HSP, incluyendo HSP70 y HSP110. Desde mediados de los 90, es conocido que la HSP70 se
expresa abundantemente en células cancerosas (tanto estirpes celulares como tumores) con un patréon que se
correlaciona con una mala diferenciacion, una alta capacidad proliferativa con tendencia a la metastasis y resistencia
a diversos agentes citotoxicos.

Como otras HSP inducibles por el estrés, la HSP100, también llamada HSP105, protege a la célula frente a
condiciones adversas. Sin embargo, la HSP110 proporciona también funciones criticas especificas, puesto que la
desactivacion del gen hsp700 tanto en levadura como en Drosophila es mortal (Trott et al., Genetics 170 (3), 1009
(2005)). La HSP110 no solo actia como factor de intercambio nucleotidico para HSP70 (Andreasson et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 705 (43), 16519 (2008)), sino que
posee también actividad chaperona antiagregacion. Es aproximadamente cuatro veces mas eficaz en la union y
estabilizacion de sustratos proteicos desnaturalizados en comparacion con HSC70 y HSP70 (Wang et al., Cancer
Research 63 (10), 2553 (2003)). Ademas, es también conocido que la HSP110 puede actuar como inductor de
HSP70, desempefiando asi un papel importante en la proteccion de células frente a estresantes nocivos junto con
HSP70. Recientemente, se ha demostrado que la HSP110 se acumula anormalmente en células cancerosas, y se
cree que potencia su supervivencia (Yamagishi et al., “The FEBS Journal” 275 (18), 4558 (2008); Hosaka et al.,
Cancer Science 97 (7), 623 (2006); Yamagishi et al., Experimental Cell Research 312 (17), 3215 (2006); Siatskas et
al., Faseb J. 19 (12), 1752 (2005)). La HSP110 se expresa con especial fuerza en células de cancer de colon (Kai et
al., Oncology Reports 10 (6), 1777 (2003)), y los analisis del perfil de expresion génica de cancer colorrectal primario
(CCR) con estabilidad microsatelital (MSS) ha ligado la expresion de HSP100 con metastasis y mal prondstico
(Slaby et al., Oncology Reports 21 (5), 1235 (2009)).

Fenotipo de inestabilidad microsatelital y fenotipo de estabilidad microsatelital

Un subconjunto de canceres se caracteriza por una deficiencia de la reparacion de desapareamientos (MMR),
especialmente debida a alteraciones inactivadoras de los genes de MMR MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. Como
consecuencia, estos tumores exhiben un fenotipo particular llamado “inestabilidad microsatelital” o “MSI”,
caracterizado por un fendmeno de inestabilidad global que afecta a secuencias repetidas de microsatélites. Los
tumores con fenotipo de MSI pueden aparecer en el contexto de sindromes hereditarios raros tales como el
sindrome de Lynch o la deficiencia de reparacion de desapareamientos constitutiva (CMMR-D) o puede aparecer
esporadicamente en tantos como un 10-15 % de los canceres colorrectales, gastricos y endométricos, y en menor
extension en muchos otros tumores (Duval y Hamelin, Annales de génétique 45: 71-75 (2002)).

El sindrome de Lynch es debido a una mutacion autosémica en uno de los 4 genes MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2
llamados “genes de MMR”, que estan implicados en la reparacién de desapareamientos durante la replicacion de
ADN. Los pacientes que padecen el sindrome de Lynch tienen un riesgo del 70 % de desarrollar, en edad adulta,
cancer de colon y diversos canceres que afectan a endometrio, ovario, estomago, intestino delgado, higado, sistema
urinario superior, cerebro y piel.

Aparte, el sindrome CMMR-D/Lynch 3 es debido a mutaciones de linea germinal nocivas bialélicas en los genes de
MMR (Ricciardone et al., Cancer Res. 59: 290-3 (1999); Wang et al., Cancer Res. 59: 294-7 (1999)) y se caracteriza
por el desarrollo de tumores pediatricos y un enorme espectro clinico muy diferente de un paciente a otro. Los
tumores son principalmente linfomas, leucemias, tumores cerebrales derivados de astrocitos y/o tumores
colorrectales de inicio muy temprano. Otros signos, llamados sefiales de aviso, tales como los tipicos granos de
“café con leche” se observan frecuentemente en pacientes de CMMR-D, estando sin embargo también presentes en
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sujetos sanos de la poblacion general. Permiten reconocer, aunque no especificamente, a los pacientes con riesgo
de sindrome de CCMR-D en la poblacidn general antes de la emergencia de los canceres.

En los canceres con MSI esporadicos, tales como canceres colorrectal, gastrico o endométrico, la deficiencia de
MMR es debida al silenciamiento epigenético y bialélico de MLH1 mediante metilacion de novo de su sitio promotor
en mas de un 90 % de los casos, independientemente del sitio primario del tumor (Kane et al., Cancer Research 57:
808-811 (1997)). Los canceres con MSI esporadicos no estan limitados a canceres colorrectal, gastrico o
endomeétrico, sino que pueden comprender cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de ovario, cancer de
prostata, linfomas, leucemias, glioblastoma, astrocitoma y neuroblastoma.

La funcién normal del sistema de MMR es reconocer y reparar las inserciones, deleciones e incorporaciones
erroneas de bases que surgen durante la replicacion y recombinacion de ADN, asi como reparar algunas formas de
dafio de ADN. Esta ahora bien establecido que la deficiencia de MMR no es por si misma un evento transformador
directo y que los tumores con MSI se desarrollan mediante una ruta molecular distintiva caracterizada por la
inestabilidad genética de numerosas secuencias repetidas microsatelitales a lo largo del genoma (Duval y Hamelin,
Cancer Research 62 (9), 2447 (2002)). La gran mayoria de articulos publicados sobre los mecanismos subyacentes
a la carcinogénesis de MSI han implicado el estudio de cancer colorrectal (CCR). Estos han revelado que los CCR
con MSI comprendian un grupo distintivo y alternativo al tipo tumoral principal al que se hace referencia como CIN
(por “inestabilidad cromosémica”, también llamado MSS por “estabilidad microsatelital”) (Walther et al., Gut 57 (7),
941 (2008)). Ademas de la inestabilidad genética en las repeticiones codificantes, las células tumorales con MSI
acumulan ciertos de alteraciones en las repeticiones microsatelitales no codificantes a lo largo del genoma (Giannini
et al, Oncogene 23 (15), 2640 (2004)), pero las consecuencias funcionales de estas mutaciones en la
carcinogénesis tienen que investigarse detalladamente todavia.

El estado de MSI de un tumor dado puede determinarse observando la inestabilidad microsatelital en un panel de
cinco marcadores genéticos microsatelitales: BAT25, BAT26, NR21, NR24 y NR27. Los tumores con inestabilidad en
dos o mas de estos marcadores se definieron como de MSI-High (MSI-H), mientras que aquellos con inestabilidad
en un marcador o que no muestran inestabilidad se definieron respectivamente como tumores MSI-Low (MSI-L) y
con estabilidad microsatelital (MSS). Los canceres con MSI-H tienen rasgos clinicopatolégicos distintos de los
tumores con MSI-L y MSS, considerandose que los tumores con MSI-L y MSS tienen los mismos rasgos clinicos y
moleculares, y la distinciéon entre tumores con MSI-H y MSI-L/MSS es importante para su prondstico y tratamiento
(Duval y Hamelin, Annales de génétique 45: 71-75 (2002)). Por ejemplo, es conocido que el estado de MSI de los
canceres colorrectales (es decir, la clasificacion de un tumor como MSI-H o MSI-L/MSS) es predictivo del beneficio
de la quimioterapia de base complementaria con fluorouracilo en canceres de colon en etapa Il y etapa Il (Ribic et
al., N. Engl. J. Med. 349: 247 (2003)). Por tanto, la identificacion y clasificacion de los tumores colorrectales por el
estado de MSI proporciona al facultativo médico informacion critica en cuanto al diagnéstico, prondstico y régimen
de tratamiento 6ptimo del paciente.

Aunque se considera ahora que los canceres con MSI representan una entidad tumoral distinta, no hay todavia un
enfoque terapéutico especifico que tenga en cuenta el modo Unico de transformacién celular observado en estos
tumores. Ademas, se ha resefiado consistentemente que los CCR con MSI muestran un prondstico y respuesta
diferentes ante agentes quimioterapéuticos (Sargent et al., J. Clin. Oncol. 28 (20), 3219 (2010); Zaanan et al., Ann.
Oncal. 21 (4), 772 (2010)), que todavia no pueden valorarse.

Hyun et al., J. of Biol. Chem. 1999, 274(22): 15712-15718 describe la actividad chaperona de HSP110 e identifica
dominios funcionales en la proteina. Se muestra un fragmento de 382 aminoacidos de HSP105/110 de Xenopus en
la base de datos Uniprot (nimero de acceso Q6P4M1). La solicitud de patente de EE.UU. 2006/167065 da a
conocer moduladores de la degradacion de ARNm mediada por mutaciones terminadoras (NMD) Utiles para tratar
una serie de enfermedades, incluyendo canceres. El documento FR 2.912.745 describe inhibidores de NMD
adicionales. Deschoolmeester et al., J. of Molecular Diagnostics, 2008, 10(2), 154-159 resefia la deteccion de
inestabilidad microsatelital en cancer colorrectal usando un ensayo multiple de marcadores. Slaby et al., Oncology
Reports, 2009, 21(5): 1235-1241 da a conocer la sobreexpresion del gen Hsp110 durante la progresion del cancer
colorrectal.

Por tanto, existe la necesidad de identificar marcadores para el pronéstico de la supervivencia de pacientes
afectados por cancer, mas particularmente por cancer propenso a tener un fenotipo de MSI y para evaluar su
respuesta a la terapia. Existe también la necesidad de desarrollar tratamientos especificamente adaptados para
canceres con MSI y MSS, teniendo en cuenta su especificidad clinica y molecular.

Descripcion de la invenciéon

Los inventores han identificado sorprendentemente una forma mutada de la proteina HSP110, generada a partir de
un ARNm cortado y empalmado aberrantemente que carece del exén 9 y por tanto carece de los aminoacidos 381 a
858 de HSP100 de tipo silvestre, en estirpes celulares de CCR con MSI y tumores primarios o adenomas. Los
inventores han identificado también deleciones que afectan a una repeticién microsatelital de 17 nucledtidos de
timidina localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen HSPH1, concretamente el gen que
codifica la proteina HSP110. Se ha encontrado que la longitud de la delecion que afecta a dicha repeticion

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2575980 T3

microsatelital se correlaciona con el nivel de expresion de ARNm o proteina de HSP110 mutada, sugiriendo por
tanto que la delecién de la repeticion microsatelital es el evento causante que conduce a la expresion aberrante de
HSP110 mutada. Ademas, se ha encontrado que la expresion de HSP110 mutada perjudicaba tanto la localizacion
celular normal de HSP110 como su interacciéon con otras HSP, anulando asi su actividad chaperona y su funcién
antiapoptética de manera dominante negativa.

Se ha encontrado sorprendentemente que la HSP110 mutada no solo ha perdido sus propiedades antiapoptoticas,
sino que también se asocia con la HSP110 de tipo silvestre, bloqueando por tanto la funciéon antiapoptética de
HSP110 de tipo silvestre de manera dependiente de la dosis. Es decir, la proteina HSP110 mutada es un mutante
dominante negativo.

Sin ligarse a teoria alguna, los inventores creen que este efecto proapoptético de la HSP110 mutada, observado
especialmente cuando el nivel de expresion de la HSP110 mutada es similar o superior al nivel de expresion de la
HSP110 de tipo silvestre, es debido al hecho de que cada molécula de HSP110 mutada forma un complejo con una
molécula de HSP110 de tipo silvestre, neutralizando asi la actividad de HSP110 de tipo silvestre de manera
dominante negativa. En consecuencia, las células que expresan la HSP110 mutada son mas sensibles a la
apoptosis, principalmente a la apoptosis inducida por farmacos quimioterapéuticos.

Como consecuencia, la HSP110 mutada puede administrarse a un paciente que padece cancer, particularmente un
cancer con fenotipo de MSI o MSS, y mas particularmente a un cancer colorrectal, para aumentar la sensibilidad a la
apoptosis y/o a farmacos quimioterapéuticos.

Ademas, se ha encontrado que el perfil de expresion de la HSP110 mutada puede usarse como marcador temprano
y fiable del prondstico de la supervivencia y la respuesta al tratamiento. Es mas, los altos niveles de expresion de
HSP110 humana estan correlacionados con un buen prondstico y una respuesta positiva al tratamiento.

Definiciones

El término “HSP110 de tipo silvestre” hace referencia a la proteina de choque térmico de 110 kDa. Se muestra una
secuencia aminoacidica de la HSP110 de tipo silvestre como SEQ ID NO: 2 (numero de acceso a Swiss-Prot
Q92598, actualizacion de 8 de marzo de 2011, version 119). El término “HSP110 de tipo silvestre” engloba la
proteina de SEQ ID NO: 2 (completa e isoformas maduras) asi como homdlogos de otras especies, variantes
obtenidas mediante procesamiento proteolitico, variantes de corte y empalme y variantes alélicas de las mismas.

El término “cancer” hace referencia a o describe la afeccion fisioldgica en mamiferos que se caracteriza tipicamente
por un crecimiento celular no regulado. Dicho cancer puede ser un cancer esporadico o hereditario. Dicho cancer
puede ser un adenoma (concretamente, un tumor benigno que puede evolucionar y volverse maligno) o un tumor
maligno (concretamente, un tumor primario o un tumor metastasico). Los ejemplos de cancer incluyen, pero sin
limitacién, sarcomas, carcinomas, leucemias, linfomas, tumores de células germinales y blastomas.

En una realizacién preferida, dicho cancer es un “cancer propenso a tener un fenotipo de MSI”. Un “cancer propenso
a tener un fenotipo de MSI” hace referencia a un cancer esporadico o hereditario en que puede estar presente (MSI)
o ausente (MSS) inestabilidad microsatelital. La deteccion de si esta presente inestabilidad microsatelital puede
efectuarse, por ejemplo, genotipando marcadores microsatelitales, tales como BAT25, BAT26, NR21, NR24 y NR27,
p. €j. como se describe en Buhard et al., J. Clin. Oncol. 24 (2), 241 (2006) y en la solicitud de patente europea n°® EP
11305160.1. Se define que un cancer tiene fenotipo de MSI si se detecta inestabilidad en al menos 2 marcadores
microsatelitales. Por el contrario, si se detecta inestabilidad en uno o ningin marcador microsatelital, entonces dicho
cancer tiene un fenotipo de MSS.

Los ejemplos de canceres propensos a tener un fenotipo de MSI incluyen adenomas o tumores primarios, tales
como cancer colorrectal (también llamado cancer de colon o cancer de intestino grueso), cancer de estdomago,
cancer endométrico, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de ovario, cancer de prostata, linfomas,
leucemia, glioblastoma, astrocitoma y neuroblastoma. Preferiblemente, el cancer es un cancer colorrectal. AUn mas
preferiblemente, el cancer es un cancer colorrectal en etapa Il o etapa lll.

Un cancer esporadico propenso a tener fenotipo de MSI puede hacer referencia a un cancer debido a una alteracion
genética somatica de uno de los genes de reparacion de desapareamientos (MMR) MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2.
Por ejemplo, un cancer esporadico propenso a tener un fenotipo de MSI puede ser un cancer debido a la metilacion
bialélica de novo del promotor del gen MLH1.

Un cancer hereditario propenso a tener un fenotipo de MSI puede hacer referencia a un cancer que aparece en el
contexto del sindrome de Lynch o la deficiencia constitucional de reparacién de desapareamientos (CMMR-D).

Un paciente que padece el sindrome de Lynch se define como un paciente con una mutacién autosémica en uno de
los 4 genes MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2.

Un paciente que padece CMMR-D se define como un paciente con una mutacion bialélica en la linea germinal de
uno de los 4 genes MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2.
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Se entiende por “cancer colorrectal en etapa II” un tumor sin extensién a nodulo linfatico y sin invasion distante
(“American Joint Comittee on Cancer”, 2010, cap. 14. pag. 173-201).

Se entiende por “cancer colorrectal en etapa IlI” un tumor con extension a nédulo linfatico (“American Joint Comittee
on Cancer" 2010, cap. 14, pag. 173-201).

Como se usa en la presente memoria, el paciente es un mamifero humano o no humano, en particular un mamifero
roedor, felino, canino, bovino u ovino. En una realizacion preferida, el paciente es un paciente humano. Mas
particularmente, el paciente es un nifio, un adulto, un hombre o una mujer.

Se entiende por “tratamiento”, sin limitacion, el tratamiento quimioterapéutico y/o tratamiento radioterapéutico y/o
tratamiento quirargico. Como se usa en la presente memoria, el término “tratamiento” engloba métodos terapéuticos,
p.ej., dirigidos a curar, mejorar la afeccion del paciente y/o alargar la vida del paciente que padece el cancer.
Engloba también métodos profilacticos tales como métodos dirigidos a prevenir la aparicion o la extension de
metastasis, asi como métodos dirigidos a prevenir una recaida. El tratamiento quimioterapéutico puede efectuarse,
por ejemplo, con un agente alquilante tal como, p.ej., oxaliplatino. El tratamiento quimioterapéutico puede ser
también un tratamiento quimioterapéutico complementario, p.ej. un tratamiento quimioterapéutico que usa el agente
5-fluorouracilo. En algunas realizaciones, dicho tratamiento quimioterapéutico puede combinar al menos 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10 o como maximo 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 2 agentes tales como, p.ej., una combinacion de oxaliplatino, 5-
fluorouracilo y acido folinico, concretamente el tratamiento FOLFOX, o una combinacién de 5-fluorouracilo y acido
folinico, concretamente el tratamiento FUFOL o LV5FU2.

Como se usa en la presente memoria, el término “repeticion microsatelital de 17 nucledtidos de timidina localizados
en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica la proteina de choque térmico 110 (HSP110)”
hace referencia a la repeticion de timidina comprendida entre la posicion 73 y la posicion 89 de la secuencia de SEQ
ID NO: 9:

GAAAACCCTGTCCATCCATTGGAATTGAGTTTTATATTAAAAGATGACTGGGAAGTGTTC
ATGTGCTCATGATTTTITTTITTTTTITITTITAAGTGTGCAATACTTTCCCCTTTCCCCGGCATT
TAAAGTTAGAGAATTTTCCGTCACAGATGCAGTTCCTTTTCC.

Proteina de choque térmico 110 mutada

Se describe en la presente memoria una proteina de choque térmico 110 (HSP110) mutada, en la que dicha
proteina:

a) no exhibe actividad chaperona y/o no es capaz de unirse a la proteina de choque térmico 70 (HSP70) y/o a
la proteina de choque térmico 27 (HSP27); y

b) es capaz de unirse a una proteina HSP110 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 2.

En una realizacién preferida, la proteina HSP110 mutada carece del dominio consistente en los aminoacidos 381 a
858 de SEQ ID NO: 2. En ofra realizacion preferida, la proteina HSP110 mutada esta codificada por un ARNm que
carece del exén 9. El exdén 9 del gen que codifica HSP110 se describe, por ejemplo, entre las posiciones 1536 y
1642 de la secuencia de referencia del NCBI NM_006644.2 (version publicada el 27 de diciembre de 2010).

En otra realizacion preferida, la proteina HSP110 mutada comprende o consiste en una secuencia aminoacidica al
menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 1, preferiblemente al menos un 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99 % a la SEQ
ID NO: 1. Lo mas preferiblemente, la proteina HSP110 mutada comprende o consiste en la SEQ ID NO: 1.

Se entiende por una proteina que tiene una secuencia aminoacidica al menos, por ejemplo, un 95 % “idéntica” a una
secuencia aminoacidica de consulta de la presente invencién, que la secuencia aminoacidica de la proteina en
cuestion sea idéntica a la secuencia de consulta excepto porque la secuencia de proteina en cuestién pueda incluir
hasta 5 alteraciones aminoacidicas por cada 100 aminoacidos de la secuencia aminoacidica de consulta. En otras
palabras, para obtener una proteina que tenga una secuencia aminoacidica al menos un 95 % idéntica a una
secuencia aminoacidica de consulta, pueden insertarse, eliminarse o sustituirse por otro aminoacido hasta un 5 % (5
de 100) de los residuos aminoacidicos en la secuencia en cuestion.

En el marco de la presente solicitud, el porcentaje de identidad se calcula usando un alineamiento global
(concretamente, las dos secuencias se comparan en toda su longitud). Los métodos para comparar la identidad y
homologia de dos o mas secuencias son bien conocidos en la materia. Puede usarse, por ejemplo, el programa
“Needle”, que usa el algoritmo de alineamiento global de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970 J. Mol.
Biol. 48: 443-453) para encontrar el alineamiento 6ptimo (incluyendo huecos) de dos secuencias cuando se
considera toda su longitud. El programa Needle esta disponible, por ejemplo, en el sitio web de internet ebi.ac.uk. El
porcentaje de identidad de acuerdo con la invencion se calcula preferiblemente usando el programa
EMBOSS::needle (global) con un parametro de "abertura de hueco” igual a 10,0, un parametro de “extension de
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hueco” igual a 0,5 y una matriz Blosum62.

Una proteina que comprende o consiste en una secuencia aminoacidica “al menos un 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o
99 % idéntica” a una secuencia de referencia puede comprender mutaciones tales como deleciones, inserciones y/o
sustituciones en comparacion con la secuencia de referencia. En el caso de sustituciones, la sustitucion corresponde
preferiblemente a una sustitucion conservativa como se indica en la tabla siguiente. En una realizacion preferida, la
proteina que comprende o consiste en una secuencia aminoacidica al menos un 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99 %
idéntica a una secuencia de referencia difiere solo de la secuencia de referencia por sustituciones conservativas. En
otra realizacion preferida, la proteina que comprende o consiste en una secuencia aminoacidica al menos un 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 0 99 % idéntica a una secuencia de referencia corresponde a una variante alélica de origen natural
de la secuencia de referencia. En aun otra realizacién preferida, la proteina que comprende o consiste en una
secuencia aminoacidica al menos un 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o0 99 % idéntica a una secuencia de referencia
corresponde a una secuencia homéloga derivada de otra especie de mamifero no humana distinta de la secuencia
de referencia.

Sustituciones conservativas Tipo de aminoacido

Ala, Val, Leu, lle, Met, Pro, Phe, Trp Aminoacidos con cadenas laterales hidrofobas

Ser, Tyr, Asn, GIn, Cys Aminoacidos con cadenas laterales no cargadas pero polares
Asp, Glu Aminoacidos con cadenas laterales acidas

Lys, Arg, His Aminoacidos con cadenas laterales basicas

Gly Cadena lateral neutral

Las proteinas HSSP110 mutadas segun la invencién no exhiben actividad chaperona y/o no son capaces de unirse a
la proteina de choque térmico 70 (HSP70) y/o a la proteina de choque térmico 27 (HSP27), pero son capaces de
unirse a una proteina HSP110 de tipo silvestre de SEQ ID NO: 2.

Se entiende por “actividad chaperona®, sin limitaciones, la capacidad de permitir el plegamiento de proteinas, la
formacién de complejos proteicos, el transporte transmembrana de proteinas y la orientacion de algunas de ellas a
degradacion lisosémica. El especialista en la materia puede determinar facilmente si la HSP110 mutada posee una
actividad chaperona. Por ejemplo, la actividad chaperona puede determinarse usando un ensayo de termolabilidad
proteica, como se describe en el parrafo titulado “Actividad chaperona de HSP110” del Ejemplo 1.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, el término “unién” tiene su significado habitual en la materia. En
particular, el término “unién” hace referencia a una unién especifica, en contraposiciéon con una unién no especifica.
El especialista en la materia puede determinar facilmente si la HSP110 mutada es capaz de unirse a HSP70, HSP27
y/o HSP110 de tipo silvestre. Por ejemplo, puede determinarse la capacidad de la HSP110 mutada de unirse a
HSP70, HSP27 y/o HSP110 de tipo silvestre mediante ensayos de inmunoprecipitacion como se describen en el
parrafo titulado “Inmunoprecipitacion y transferencia Western” del Ejemplo 1.

Se describen ademas aqui fragmentos de la proteina HSP110 mutada que comprenden o consisten en una
secuencia aminoacidica al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 1, preferiblemente al menos un 80, 85, 90, 95,
96, 97, 98, 99 o 100 % idéntica a la SEQ ID NO: 1, a condicién de que dichos fragmentos retengan la misma
actividad biolégica que la proteina HSP110 mutada (concretamente, que no exhiban actividad chaperona y/o no
sean capaces de unirse a HSP70 y/o HSP27, pero que sean capaces de unirse a proteina HSP110 de tipo silvestre
de SEQ ID NO: 2). Estos fragmentos comprenden o consisten preferiblemente en al menos 5 aminoacidos contiguos
(consecutivos) de la proteina HSP110 mutada aqui descrita anteriormente. Preferiblemente, el fragmento comprende
o consiste en al menos 6, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 25, 30, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250, 275, 300, 325, 350 o 375
aminoacidos consecutivos de la HSP110 mutada. También preferiblemente, el fragmento es un péptido,
concretamente consiste en como maximo 50 aminoacidos.

Se describen también peptidomiméticos de la proteina HSP110 mutada segun la invencion, o de fragmentos. Como
se usa en la presente memoria, el término “peptidomimético” hace referencia a un compuesto que contiene
elementos estructurales no peptidicos que imitan la accion biolégica de una proteina HSP110 mutada segun la
invencion. Los métodos para disefiar y sintetizar peptidomiméticos de una proteina dada son bien conocidos en la
materia e incluyen, p.ej., aquellos descritos en Ripka y Rich, Curr. Opin. Chem. Biol. 2 (4): 441-52 (1998) y en Patch
y Barron, Curr. Opin. Chem. Biol. 6 (6): 872-7 (2002).

La presente invencion esta dirigida ademas a un acido nucleico aislado que comprende o consiste en una secuencia
que codifica la proteina HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente.

En una realizacion preferida, el acido nucleico aislado comprende o consiste en una secuencia nucleotidica al
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menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 3, preferiblemente al menos un 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o
100 % idéntica a la SEQ ID NO: 3, y mas preferiblemente el acido nucleico aislado comprende o consiste en la SEQ
ID NO: 3.

Una “molécula _de acido nucleico” hace referencia a una forma polimérica de éster fosfato de ribonucledsidos
(adenosina, guanosina, uridina o citidina; “moléculas de ARN”) o desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina,
desoxiguanosina, desoxitimidina o desoxicitidina; “moléculas de ADN”) o a cualquier analogo de fosfoéster de los
mismos, tales como fosforotioatos y tioésteres, en forma monocatenaria o de hélice bicatenaria. Son posibles hélices
bicatenarias de ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. El término molécula de acido nucleico, y en particular molécula
de ADN o ARN, hace referencia solo a la estructura primaria o secundaria de la molécula, y no lo limita a ninguna
forma terciaria particular. Por tanto, este término incluye todo el ADN bicatenario, entre otros, en moléculas de ADN
lineales (p.ej. fragmentos de restriccion) o circulares, plasmidos y cromosomas. En la discusion de la estructura de
las moléculas de ADN bicatenarias particulares, pueden describirse las secuencias en la presente memoria segun la
convencion normal de dar solo la secuencia en la direccion 5’ a 3’ a lo largo de la hebra no transcrita de ADN
(concretamente, la hebra que tiene una secuencia homoéloga al ARNm). Una “molécula de ADN recombinante” es
una molécula que ha experimentado una manipulacién biomolecular.

La memoria descriptiva describe también vectores, p.ej. vectores de expresiéon, que comprenden una molécula de
acido nucleico de la invencién. En ofra realizacién, se proporciona una célula hospedadora (p.ej., célula
hospedadora bacteriana, de levadura, fungica o de mamifero) que contiene y/o expresa dicho vector. Se describen
también métodos para producir una proteina HSP110 recombinante mutada segun la invencion mediante cultivo, en
un medio adecuado, tal como una célula hospedadora de la invencién. Dicho método puede comprender ademas la
etapa de purificar la HSP110 recombinante mutada segun la invencion, y opcionalmente formularla en una
composicion farmacéutica.

Dichos acidos nucleicos se pretenden administrar a un paciente usando un vector adenovirico y/o en el marco de la
una terapia génica.

Se describe ademas un anticuerpo que reconoce especificamente una proteina HSP110 mutada segun la invencion.

En algunas realizaciones, dicho anticuerpo es capaz de reconocer una proteina HSP110 mutada segun la invencion,
pero no es capaz de reconocer una proteina HSP110 de tipo silvestre, tal como la proteina HSP110 de tipo silvestre
de secuencia SEQ ID NO: 2.

Preferiblemente, dicho anticuerpo es capaz de reconocer una proteina HSP110 mutada de secuencia SEQ ID NO: 1.

Un anticuerpo que “se une especificamente” a una proteina diana se une a dicha proteina diana con mayor afinidad
y/o avidez que a otras proteinas o epitopos, incluso proteinas o epitopos estrechamente relacionados.
Preferiblemente, un anticuerpo de la invencion se une a una proteina HSP110 mutada como se describe en la
presente memoria, tal como una proteina que comprende o consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 1, con mayor
afinidad y/o avidez que se une a una proteina HSP110 de tipo silvestre de secuencia SEQ ID NO: 2. Tipicamente, el
anticuerpo se une con una afinidad correspondiente a una Kp de aproximadamente 107 M o menos, tal como de
aproximadamente 10® M o menos, tal como de aproximadamente 10° M o0 menos, de aproximadamente 10" Mo
menos o de aproximadamente 10" M o incluso menos cuando se determina por tecnologia de resonancia de
plasmén de superficie (SPR) en un instrumento BlAcore 3000 usando HSP110 mutada como ligando y el anticuerpo
como analito. El anticuerpo puede unirse a la diana con una afinidad correspondiente a una Kp que es al menos 10
veces, tal como al menos 100 veces menor, por ejemplo al menos 1000 veces menor, tal como al menos 10.000
veces menor, por ejemplo al menos 100.000 veces menor que su afinidad de unién a un antigeno no especifico
(p-€j., HSP110 de tipo silvestre, BSA, caseina). La medida en que es menor la afinidad depende de la Kp del
anticuerpo, de modo que cuando la Kp del anticuerpo es muy baja (es decir, el anticuerpo es altamente especifico),
entonces la medida en que la afinidad por el antigeno es menor que la afinidad por un antigeno no especifico puede
ser de al menos 10.000 veces.

Las frases “un anticuerpo que reconoce un antigeno” y “un anticuerpo especifico de un antigeno” se usan
intercambiablemente en la presente memoria con el término “un anticuerpo que se une especificamente a un
antigeno”.

El término “k¢” (s™'), como se usa en la presente memoria, se pretende que haga referencia a la constante de la
velocidad de equilibrio de disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular. Se hace referencia también
a dicho valor como el valor de K.

El término “ka” (M'1 X 3'1), como se usa en la presente memoria, pretende hacer referencia a la constante de la
velocidad de equilibrio de disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular.

El término “Kp” (M), como se usa en la presente memoria, pretende hacer referencia a la constante de equilibrio de
disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular.

El término “Ka” (M'1), como se usa en la presente memoria, pretende hacer referencia a la constante de equilibrio de
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disociacion de una interaccion anticuerpo-antigeno particular, y se obtiene dividiendo la ka entre la k.

Como se usa en la presente memoria, “isotipo” hace referencia a la clase de anticuerpo (por ejemplo IgG1, 1gG2,
IgG3, IgG4, IgD, IgA, IgE o IgM) que esta codificado por los genes de region constante de cadena pesada.

El término “anticuerpo” hace referencia a moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente activas de
moléculas de inmunoglobulina, concretamente moléculas que contienen un sitio de unién a antigeno que se une
inmunoespecificamente a un antigeno. Como tal, el término anticuerpo engloba no solo moléculas de anticuerpo
enteras, sino también fragmentos de anticuerpo asi como variantes de anticuerpos, incluyendo derivados tales como
anticuerpos humanizados. En los anticuerpos naturales, se ligan dos cadenas pesadas entre si mediante enlaces
disulfuro y se liga cada cadena pesada con una cadena ligera por un enlace disulfuro. Hay dos tipos de cadenas
ligeras, lambda (1) y kappa (x). Hay cinco tipos de clases de cadenas pesadas principales (o isotipos) que
determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. Cada cadena contiene
dominios de secuencia distintos. La cadena ligera incluye dos dominios, un dominio variable (VL) y un dominio
constante (CL). La cadena pesada incluye cuatro dominios, un dominio variable (VH) y tres dominios constantes
(CH1, CH2 y CH3, a los que se hace referencia colectivamente como CH). Las regiones variables de ambas
cadenas ligera (VL) y pesada (VH) determinan el reconocimiento de union y la especificidad del antigeno. Los
dominios de regidon constante de las cadenas ligera (CL) y pesada (CH) confieren propiedades biolégicas
importantes tales como asociacién a cadena de anticuerpo, secrecién, movilidad transplacentaria, unién a
complemento y union a receptores de Fc (FcR). El fragmento Fv es la parte N-terminal del fragmento Fb de una
inmunoglobulina y consiste en las porciones variables de una cadena ligera y una cadena pesada. La especificidad
del anticuerpo reside en la complementariedad entre el sitio de combinacién con anticuerpo y el determinante
antigénico. Los sitios de combinacion con anticuerpo estan compuestos por residuos que son principalmente de las
regiones hipervariables o determinantes de la complementariedad (CDR). Ocasionalmente, los residuos de regiones
no hipervariables o estructurales (FR) incluyen en la estructura de dominios global y por ello el sitio de combinacion.
Las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) hacen referencia a secuencias aminoacidicas que, en
conjunto, definen la afinidad de unidn y especificidad de la region Fv natural de un sitio de unién a inmunoglobulina
nativa. Las cadenas ligera y pesada de una inmunoglobulina tienen cada una tres CDR designadas L-CDR1, L-
CDR2, L-CDR3 y H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3, respectivamente. Por lo tanto, un sitio de unién a antigeno incluye 6
CDR, que comprenden el conjunto de CDR de cada una de las regiones V de la cadena pesada y ligera.

Las regiones estructurales (FR) hacen referencia a secuencias aminoacidicas interpuestas entre las CDR,
concretamente a aquellas porciones de regiones variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina que estan
relativamente conservadas entre diferentes inmunoglobulinas en una sola especie, como se define por Kabat, et al.
(“Sequences of Proteins of Immunological Interest” (National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991). Como se usa
en la presente memoria, una “region estructural humana” es una region estructural que es sustancialmente idéntica
(aproximadamente 85 % o mas, en particular 90, 95 o 100 %) a la region estructural de un anticuerpo humano de
origen natural.

El término “anticuerpo monoclonal” o “AcM” como se usa en la presente memoria hace referencia a una molécula de
anticuerpo de una sola composicion aminoacidica, que esta dirigido contra un antigeno especifico y que puede
producirse por un solo clon de linfocitos B o hibridoma. Los anticuerpos monoclonales pueden ser también
recombinantes, concretamente producidos por ingenieria de proteinas.

El término “anticuerpo quimérico” hace referencia a un anticuerpo genomanipulado que comprende un dominio VH 'y
un dominio VL de un anticuerpo derivado de un animal no humano, en asociacion con un dominio CH y un dominio
CL de otro anticuerpo, en particular un anticuerpo humano. Como animal no humano, puede usarse cualquier animal
tal como ratén, rata, hamster, conejo o similares. Un anticuerpo quimérico puede designar también un anticuerpo
multiespecifico que tiene especificidad por al menos dos antigenos diferentes.

El término “anticuerpo humanizado” hace referencia a anticuerpos en que las regiones estructurales o “regiones
determinantes de la complementariedad” (CDR) se han modificado para comprender la CDR de una inmunoglobulina
donante de especificidad diferente en comparacién con la de la inmunoglobulina original. En una realizacion
preferida, se injerta una CDR de ratén en la region estructural de un anticuerpo humano, preparando el “anticuerpo
humanizado”.

Los “Fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcion de un anticuerpo intacto, preferiblemente la region de
union a antigeno o variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen Fv, Fab,
F(ab'),, Fab', dsFv, scFv, sc(Fv),, diacuerpos y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo.

El término “Fab” designa un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente 50.000 y
actividad de unién a antigeno, en que aproximadamente la mitad del lado N-terminal de la cadena H y toda la
cadena L, entre los fragmentos obtenidos tratando IgG con una proteasa, la papaina, estan unidas entre si a través
de un enlace disulfuro.

El término "F(ab’),” hace referencia a un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente
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100.000 y actividad de unién a antigeno, que es ligeramente mayor que el Fab unido a través de un enlace disulfuro
de la region bisagra, entre los fragmentos obtenidos tratando IgG con una proteasa, la pepsina.

El término “Fab” hace referencia a un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente
50.000 y actividad de unidén a antigeno, que se obtiene cortando un puente disulfuro de la region de bisagra de
F(ab")..

Un polipéptido Fv monocatenario (“scFv") es un heterodimero de VH::VL ligado covalentemente que se expresa
habitualmente a partir de una fusion génica que incluye los genes que codifican VH y VL ligados por un ligador
codificante de péptido. El fragmento de scFv humano de la invencion incluye CDR que se mantienen en la
conformacion apropiada preferiblemente usando técnicas de recombinacién génica.

"dsFv" es un heterodimero de VH:VL estabilizado por un enlace disulfuro. Pueden formarse fragmentos de
anticuerpo divalentes y multivalentes espontaneamente mediante la asociacion de scFv monovalentes, o pueden
generarse acoplando scFv monovalentes con un ligador peptidico, tal como (scFv); divalente.

El término “diacuerpos” hace referencia a fragmentos de anticuerpo pequefios con dos sitios de union a antigeno,
comprendiendo dichos fragmentos un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado con un dominio variable
de cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Usando un ligador que es demasiado corto para
permitir el apareamiento entre los dos dominios de la misma cadena, se fuerza a los dominios a aparearse con los
dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno.

Métodos de prondstico y usos segun la invencion

Se ha encontrado que, en CCR con MSI, estan presentes la delecién de nucleétidos en una repeticién microsatelital
de 17 timidinas localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intron 8 del gen que codifica HSP110 y una
HSP110 mutada, y que la longitud de la delecion influye en la expresiéon de la HSP110 mutada. Mas precisamente,
se ha encontrado que la delecién de 3 timidinas se correlacionaba con una baja expresién de ARNm y proteina de
HSP110 mutada y que la deleciéon de 8 timidinas se correlaciona con una alta expresiéon de ARNm y proteina de
HSP110 mutada. Se ha encontrado también que el nivel de expresion de la HSP110 mutada esta correlacionado con
el pronédstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento. Ademas, se ha encontrado que la HSP110 mutada es
capaz de formar un complejo con la HSP110 de tipo silvestre de manera dominante negativa, bloqueando por tanto
su efecto antiapoptoético. Mas especificamente, se ha encontrado que la proteina HSP110 mutada es capaz de
formar un complejo con la proteina HSP110 de tipo silvestre de manera dominante negativa, bloqueando por tanto
su efecto antiapoptético. En consecuencia, las células tumorales que expresan un alto nivel de HSP110 mutada, y
que son habitualmente tumores con fenotipo de MSI, son mas sensibles a la apoptosis, principalmente a la apoptosis
inducida por tratamiento quimioterapéutico.

Se ha encontrado también que la longitud de la repeticion microsatelital de 17 timidinas localizada en el sitio aceptor
de corte y empalme del intron 8 del gen que codifica HSP110 esta correlacionada con el prondstico de supervivencia
y/o de respuesta al tratamiento. Se ha encontrado que los pacientes que padecen cancer colorrectal en etapa Il con
fenotipo de MSI y que portan grandes deleciones tienen un buen pronéstico de supervivencia. Ademas, se ha
encontrado que los pacientes que padecen cancer colorrectal en etapa Il o etapa Ill con fenotipo de MSI, tratados
con quimioterapia y portadores de grandes deleciones, concretamente una delecion de al menos 5 timidinas, en
dicha repeticion microsatelital, tienen también un buen prondstico de supervivencia y/o de respuesta a la
quimioterapia.

Naturalmente, el tamafio de la delecion puede determinarse determinando la longitud de la repeticion de timidina de
la repeticion microsatelital de 17 timidinas, concretamente el nimero de timidinas en la repeticion.

Como se usa en la presente memoria, determinar la longitud de la repeticion de timidinas de dicha repeticion
microsatelital de 17 nucledtidos de timidina es equivalente a determinar la longitud de la delecidon de timidinas en
dicha repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de timidina.

Por lo tanto, un aspecto de la invencion esta dirigido al uso de la repeticion microsatelital de 17 timidinas localizada
en el sitio aceptor de corte y empalme del intron 8 del gen que codifica HSP110 y/o la HSP110 mutada
(concretamente, ARNm y/o proteina) y/o fragmentos como se describen aqui anteriormente, como biomarcador para
el pronostico de supervivencia y/o de la respuesta al tratamiento de un paciente que padece cancer, en particular de
un cancer propenso a tener fenotipo de MSI. Una cantidad aumentada de HSP110 mutada (concretamente, ARNm
y/o proteina) es indicativa de un buen prondstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento. Las deleciones
de timidinas pequefias, concretamente 3 o 4 timidinas, son indicativas de un mal prondstico de supervivencia y/o de
respuesta al tratamiento, y las deleciones de timidinas grandes, concretamente de 5 a 8 timidinas, son indicativas de
un buen prondstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento.

En algunas realizaciones, la invencion esta también dirigida al uso de la repeticion microsatelital de 17 timidinas
localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica HSP110 y/o el acido nucleico de
HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente y/o de la proteina HSP110 y/o fragmentos de la misma como
se describen aqui anteriormente, como biomarcador para el prondstico de supervivencia y/o la respuesta al
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tratamiento de un paciente que padece cancer, en particular por un cancer propenso a tener fenotipo de MSI.

En algunas realizaciones, las deleciones de timidinas pequefias inferiores o iguales a 4 deleciones son indicativas de
mal prondstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento, y las deleciones de timidinas grandes,
concretamente superiores o iguales a 5 timidinas, son indicativas de un buen prondstico de supervivencia y/o de
respuesta al tratamiento.

Se entiende por “uso como biomarcador” un uso in vifro, en el que puede detectarse la HSP110 mutada, p.ej.,
usando ligandos, anticuerpos, sondas y/o cebadores, y en el que la longitud de la delecion de timidinas puede
detectarse por genotipado o secuenciacion. Por lo tanto, la invenciéon esta también dirigida al uso de medios para
detectar la longitud de la delecién de timidinas de la repeticion microsatelital y/o la HSP110 mutada en una muestra
bioldgica de un paciente que padece un cancer.

La presente invencion esta dirigida ademas a un método in vitro para el prondstico de supervivencia y/o la respuesta
al tratamiento de un paciente que padece un cancer, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) medir el nivel de expresion de una proteina de choque térmico 110 (HSP110) mutada como se describe
aqui anteriormente en una muestra bioldgica de dicho paciente; y/o

b) determinar la longitud de la repeticion de timidinas de una repeticion microsatelital de 17 nucledtidos de
timidina localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica la proteina de
choque térmico 110 (HSP110) en una muestra biolégica de dicho paciente;

c) vy correlacionar el nivel de expresion medido en la etapa a) y/o la longitud de la repeticion de timidina
identificada en la etapa b) con el prondstico de dicho paciente, deduciendo asi el prondstico de dicho
paciente.

En algunas realizaciones, el método para pronosticar la supervivencia y/o la respuesta al tratamiento de un paciente
que padece un cancer comprende las etapas de:

a) medir la expresion de una proteina HSP110 mutada segun la invencién en una muestra bioldgica de
dicho paciente; y/o

b) medir la expresion de un ARNm de HSP110 mutada segun la invencidon en una muestra bioldgica de
dicho paciente; y/o

c) determinar la longitud de la repeticion de timidina de una repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de
timidina localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica la proteina
de choque térmico 110 (HSP110) en una muestra biolégica de dicho paciente;

d) vy correlacionar el nivel de expresion medido en la etapa a) y/o b) y/o la longitud de la repeticion de
timidina identificada en la etapa c) con el pronéstico de dicho paciente, deduciendo asi el prondstico
de dicho paciente.

Es mas, como se demuestra en los ejemplos, el alto nivel de expresiéon de HSP110 mutada se correlaciona con un
buen prondstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento.

Ademas, como se demuestra en los ejemplos, las deleciones de timidina pequefias en la repeticion (concretamente,
3 0 4 timidinas o menos) son indicativas de mal prondstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento, y las
deleciones de timidina grandes en la repeticion (concretamente de 5 a 8 timidinas o mas) son indicativas de buen
prondstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento. Es decir, la delecion de al menos 5 timidinas en la
repeticion es indicativa de un buen prondstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento. En algunas
realizaciones, la delecion de al menos 5 timidinas en la repeticion indica que el paciente tiene un bajo riesgo de
recaida después del tratamiento en comparacién con un paciente con deleciones de timidina pequefias en la
repeticion, o que el paciente no recaera después del tratamiento. En algunas realizaciones, la delecion de 5
timidinas o mas en la repeticion indica que el paciente es mas probable que responda al tratamiento en comparacién
con un paciente con deleciones de timidina pequenas en la repeticion.

En una realizacion especifica, el método segun la invencion comprende las etapas de:

a) medir la expresién de una HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente en una muestra
bioldgica de dicho paciente;

b) medir la expresion de HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente en una muestra de
control negativo;

en el que una expresion significativamente mayor de HSP110 mutada medida en la etapa a) en comparacion con la
expresion medida en la etapa b) es indicativa de buen prondéstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento.
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Se considera que es estadisticamente significativa la mayor expresion si el nivel de expresion de HSP110 mutada en
la muestra biolégica del paciente aumenta 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 veces, o al menos un 30, 40, 50, 60, 70 0 75 %
en comparacion con el nivel de HSP110 mutada en la muestra de control negativo. En una realizacién preferida, se
considera estadisticamente significativa la mayor expresion si el nivel de expresiéon de HSP110 mutada en la
muestra bioldgica del paciente aumenta al menos un 75 %.

En otra realizacion especifica, el método segun la invencion comprende las etapas de:

a) medir la expresién de una HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente en una muestra
bioldgica de dicho paciente;

b) medir la expresion de una HSP110 de tipo silvestre en dicha muestra biologica;
c) comparar la expresion medida en la etapa (a) y (b), deduciendo asi el prondstico de dicho
paciente.

Es mas, cuando se expresa HSP110 mutada a niveles similares o superiores a HSP110 de tipo silvestre, el
prondstico sera bueno. En particular, en el marco de esta realizacion, un nivel de expresiéon de HSP110 mutada
superior o igual a un 50, 60, 70, 75, 80, 90 o 100 % del nivel de expresién de HSP110 de tipo silvestre puede ser
indicativo, por ejemplo, de buen pronéstico y/o de que el paciente es probable que responda al tratamiento.

La comparacion de la expresion medida en las etapas a) y b) puede efectuarse calculando la relaciéon de expresion,
por ejemplo con la férmula: relacion= nivel de expresion de HSP110 mutada/nivel de expresion de HSP110 de tipo
silvestre. Una relacion de expresion superior o igual a 0,75 puede ser, por ejemplo, indicativa de un buen pronéstico
y/o de que el paciente es probable que responda al tratamiento.

En aun ofra realizacion especifica, el método segun la invencidon comprende las etapas de:

a) medir la expresion de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre como se describe aqui
anteriormente en una muestra bioldgica de dicho paciente;

b) analizar la expresion obtenida en la etapa a) para generar una relacion de expresion;

c) medir la expresion de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre como se describe aqui
anteriormente en una muestra de control negativo;

d) analizar la expresion obtenida en la etapa c) para generar una relacion de expresion;

en el que una relacién de expresion significativamente mayor generada en la etapa b) en comparaciéon con la
relacion de expresion generada en la etapa d) indica que el paciente tiene un buen prondstico de supervivencia y/o
que el paciente es probable que responda al tratamiento.

Se considera que es estadisticamente significativo el mayor nivel de expresion si la relacion generada en la etapa (b)
aumenta al menos 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9 o 10 veces en comparacion con la relacién generada en la etapa (d). En una
realizacion preferida, se considera que es estadisticamente significativa la relacién si la relacion de expresion en la
muestra bioldgica del paciente aumenta al menos 7,5 veces.

Los métodos para medir el nivel de expresion de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre son bien conocidos en
la materia. El nivel de expresion puede medirse cuantificando ARNm o cuantificando proteinas. Los métodos
adecuados incluyen, p.ej., inmunoquimica, ELISA, transferencia Western, citometria de flujo, transferencia Northern,
PCR (p.ej., PCR-RT y PCR-QRT), reaccion en cadena de la ligasa (LCR), amplificacion mediada por transcripcién
(TMA), amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA), amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico
(NASBA), sistema de mutacion refractario a la amplificacion (ARMS) y analisis de fusion de alta resolucion (PCR-
HRM).

El sistema de mutacion refractario a la amplificacion (ARMS) es una estrategia de amplificacion en que se disefia un
cebador de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de tal modo que sea capaz de discriminar entre moldes
que difieren en un solo residuo nucleotidico. EI ARMS se ha denominado también PCR especifico de alelo o
amplificacion por PCR de alelos especificos (PASA). Por tanto, puede disefiarse un cebador de ARMS para
amplificar un miembro especifico de un sistema multialélico, permaneciendo refractario a la amplificacién de otro
alelo que puede diferir tan poco como una sola base del anterior. La ventaja principal del ARMS es que la etapa de
amplificacion y las etapas de diagndstico se combinan, y que la presencia de un producto amplificado indica la
presencia de un alelo particular y viceversa. Para diagnostico rutinario, esta caracteristica del ARMS significa que es
un método muy rapido.

El analisis de fusion de alta resolucion (HRM) es una potente técnica en biologia molecular para la deteccion de
mutaciones, polimorfismos y diferencias epigenéticas en muestras de ADN bicatenario. El analisis de HRM se
efectia en muestras de ADN bicatenario. Tipicamente, se usara la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) antes
del analisis de HRM para amplificar la regiéon de ADN en que se encuentra la mutacion de interés. Esencialmente, el
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proceso de PCR transforma una minima cantidad de la region de ADN de interés en una gran cantidad, de modo
que las cantidades sean suficientemente grandes para un mejor analisis. En el tubo, hay ahora muchas copias de la
region de ADN de interés. Esta regidon que se amplifica se conoce como amplicon. Después del proceso de PCR,
empieza el analisis de HRM. El proceso es simplemente un calentamiento preciso del ADN de amplicén de
aproximadamente 50 °C a aproximadamente 95 °C. En cierto punto durante este proceso, se alcanza la temperatura
de fusion del amplicon y se separan o “funden” separadamente las dos hebras de ADN. El secreto del HRM es
monitorizar este proceso que sucede instantaneamente. Esto se consigue usando un tinte fluorescente. Los tintes
que se usan para HRM son conocidos como tintes intercalantes y tienen una propiedad Unica. Se unen
especificamente a ADN bicatenario y, cuando estan unidos, fluorescen brillantemente. En ausencia de ADN
bicatenario, no tienen nada donde unirse y solo fluorescen a bajo nivel. Al inicio del analisis de HRM, hay un alto
nivel de fluorescencia en la muestra debido a los miles de millones de copias del amplicon. Pero a medida que se
calienta la muestra y se funden separadamente las dos hebras de ADN, disminuye la presencia de ADN bicatenario
y por tanto se reduce la fluorescencia. La maquina de HRM tiene una camara que observa este proceso midiendo la
fluorescencia. La maquina representa entonces simplemente estos datos como una grafica conocida como curva de
fusioén, que muestra el nivel de fluorescencia frente a la temperatura. La temperatura de fusiéon del amplicén a la que
se separan las dos hebras de ADN es enteramente predecible. Depende de la secuencia de las bases de ADN. Si se
comparan dos muestras de dos personas diferentes, deberian dar exactamente la misma forma de curva de fusién.
Sin embargo, si una de las personas tiene una mutacion en la region de ADN amplificada, entonces esto alterara la
temperatura a la que las hebras de ADN se funden separadamente. Asi, ahora las dos curvas de fusién parecen
diferentes. La diferencia puede ser minima, quizas una fraccién de grado, pero debido a que la maquina de HRM
tiene la capacidad de monitorizar este proceso a “alta resolucién”, es posible documentar exactamente estos
cambios e identificar por lo tanto si esta presente una mutacién o no.

Los métodos anteriores permiten predecir la respuesta a cualquier tratamiento. En una realizaciéon especifica, dicho
tratamiento es un tratamiento con un agente alquilante tal como, p.ej., oxaliplatino, o un tratamiento con 5-
fluorouracilo, o el tratamiento FOLFOX o el tratamiento FUFOL.

En una realizacién preferida, se efectia la medida del nivel de expresiéon de HSP110 mutada por PCR-QRT usando
un cebador de codificacion, un cebador inverso y una sonda, que puede usarse para detectar la presencia de
HSP110 mutada. En particular, el cebador de codificacion puede tener la  secuencia

5'-GCTACACGAATTCCAGCTGTGA-3' (SEQ ID NO: 4) 4 copacior inverso pusds toner a
secuencia 51‘GHGGAGCHTGGTTTCGACTMA'Bi {SEO ID NO 5} y la sonda fluorescente

que hibrida especificamente con HSP110 mutada puede ser la sonda HSP110delE9 de secuencia

5-ATGTGCATTACAGTGTTC-3' (SEQ ID NO: 6),

En otra realizacién preferida, se efectia la medida del nivel de expresién de HSP110 de tipo silvestre por PCR-QRT
usando un cebador de codificacion, un cebador inverso y una sonda, que puede usarse para detectar la presencia
de HSP110 de tipo silvestre. En particular, el cebador de codificacién puede tener la secuencia SEQ ID NO: 4, el
cebador inverso puede tener la secuencia SEQ ID NO: 5 y la sonda fluorescente que hibrida especificamente con la
HSP110 mutada puede ser la sonda HSP110wt de secuencia

5-TACAGTGTGCAATACTT-3' (SEQ IDNO: 7)

Preferiblemente, las sondas estan marcadas con al menos un marcaje o tinte fluorescente. El tinte fluorescente
puede ser una amplia variedad de tintes conocidos en la materia, incluyendo 6-FAM™, VIC®, TET™, NED™, Cy3®,
Cy5®, HEX, TAMRA, DABCYL, BHQ™, DDQ, etc.

Mas preferiblemente, las sondas se marcan con un tinte indicador y un tinte apagador. Aun mas preferiblemente, las
sondas se marcan en su extremo 5’ con el tinte indicador y en su extremo 3’ con el tinte apagador. El tinte indicador
puede ser un tinte fluorescente que puede ser, por ejemplo, 6-FAM™ VIC®, TET™, NED™, Cy3®, Cy5®, HEX, etc.
El tinte apagador puede ser un tinte no fluorescente (p.ej. MGB™) o un tinte fluorescente, que puede ser por ejemplo
TAMRA, DABCYL, BHQ™, DDQ, etc.

En una realizacién mas preferida, la sonda HSP110delE9 esta marcada con el tinte indicador VIC™ en su extremo 5’
y con el tinte apagador TAMRA en su extremo 3, y la sonda HSP110wt esta marcada con el tinte indicador 6-FAM™
en su extremo 5'y con el tinte apagador TAMRA en su extremo 3'.

En una realizacion preferida, la PCR-QTR comprende una etapa de desnaturalizacion inicial seguida de ciclos de
etapas de desnaturalizacidn-reasociacion-alargamiento.

La etapa de desnaturalizacion inicial puede efectuarse en condiciones de calentamiento que oscilan de 90 a 105 °C,
durante 15 s a 15 min. Preferiblemente, las condiciones de calentamiento oscilan de 92 a 102 °C, mas
preferiblemente de 95 a 100 °C, aun mas preferiblemente las condiciones de calentamiento son de 95 °C.
Preferiblemente, la etapa de desnaturalizacion inicial se efectia durante 1 min a 15 min, mas preferiblemente
durante 8 min a 12 min, adn mas preferiblemente durante 5 min a 10 min, y ain mas preferiblemente la etapa de
desnaturalizacion inicial se efectda durante 10 min.
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En una realizacion preferida, la etapa de desnaturalizacion inicial se efectia a 95 °C durante 10 min.

Cada ciclo de etapas de desnaturalizacion-reasociacion-alargamiento incluye una etapa de desnaturalizacion en
condiciones de calentamiento, seguida de una fase de reasociacion efectuada en condiciones que permitan la
hibridacion de los cebadores y la sonda con la secuencia para amplificar, y una fase de alargamiento efectuada en
condiciones que permitan a la polimerasa sintetizar un producto de extensién de cada cebador que se reasocie con
la secuencia para amplificar.

La fase de desnaturalizacion puede efectuarse a entre 90 a 105 °C, preferiblemente 92 y 100 °C, mas
preferiblemente entre 94 y 98 °C, durante 10 s a 4 min, preferiblemente durante 10 s a 20 min, mas preferiblemente
durante 15 s a 1 min.

La fase de reasociacion puede efectuarse a entre 35y 70 °C, preferiblemente entre 40 y 65 °C, mas preferiblemente
entre 45y 60 °C, aun mas preferiblemente entre 50 y 60 °C, durante 10 s a 2 min, preferiblemente durante 2 s a 1,5
min, mas preferiblemente durante 30 s a 1 min.

La fase de alargamiento puede efectuarse a entre 40 y 80 °C, preferiblemente entre 50 y 75 °C, mas preferiblemente
entre 55y 65 °C, aun mas preferiblemente entre 58 y 62 °C, durante 10 s a 5 min, preferiblemente durante 20 s a 3
min, mas preferiblemente durante 30 s a 10 min, ain mas preferiblemente durante 30 s a 45 s.

En una realizacion preferida, la fase de desnaturalizacion se efectda a 95 °C durante 15 s, la fase de reasociacion y
la fase de alargamiento se combinan y se efectian a 60 °C durante 1 min. La etapa de desnaturalizacion-
reasociacion-alargamiento puede repetirse durante 30 a 60 ciclos, preferiblemente durante 35 a 50 ciclos, mas
preferiblemente durante 40 a 45 ciclos. Aun mas preferiblemente, la etapa de desnaturalizacién-reasociacion-
alargamiento se repite durante 40 ciclos.

Como alternativa, la medida de la expresion de HSP110 mutada puede efectuarse mediante transferencia Western o
inmunohistoquimica.

Como se usa en la presente memoria, transferencia Western hace referencia al analisis de proteina o proteinas (o
polipéptidos) inmovilizados sobre un soporte tal como nitrocelulosa o una membrana. Se separa en primer lugar una
mezcla que comprende al menos una proteina en un gel de acrilamida, y se transfieren entonces las proteinas
separadas del gel a un soporte sélido, tal como nitrocelulosa o una membrana de nailon. Se exponen las proteinas
inmovilizadas a al menos un anticuerpo con reactividad frente a al menos un antigeno de interés. Los anticuerpos
unidos pueden detectarse mediante diversos métodos, incluyendo el uso de anticuerpos radiomarcados.
Preferiblemente, el anticuerpo usado para detectar HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre puede reconocer la
parte N-terminal de las proteinas. Por ejemplo, dicho anticuerpo puede ser el anticuerpo policlonal de conejo
ab24503 de Abcam®. La HSP110 de tipo silvestre puede reconocerse también usando el anticuerpo policlonal de
conejo SPA-11101 de Stressgen ®.

Preferiblemente, la medida del nivel de expresion de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre en los métodos
segun la invencion se efectia usando la misma técnica. Por ejemplo, si la medida del nivel de expresion de HSP110
mutada se efectia por PCR-QRT, la medida del nivel de expresion de HSP110 de tipo silvestre se efectia por PCR-
QRT.

Mas preferiblemente, la medida del nivel de expresion de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre se efectua de
manera competitiva, concretamente, la medida de nivel de expresién de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre
se efectua simultaneamente en la misma muestra bioldgica. En particular, la medida del nivel de expresion de
HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre se efectua por PCR-QRT de manera competitiva usando cebadores de
codificacion e inverso como se describen anteriormente que sean capaces de hibridar con HSP110 mutada y
HSP110 de tipo silvestre y dos sondas, siendo capaces cada una de ellas de hibridar especificamente con HSP110
mutada o con HSP110 de tipo silvestre como se describe anteriormente. En una realizacion preferida, la PCR-QRT
comprende una etapa de desnaturalizacion inicial seguida de ciclos de etapas de desnaturalizacidon-reasociacion-
alargamiento como se describe anteriormente.

En otra realizacion preferida, la medida de la expresion de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre puede
efectuarse a nivel de proteina.

La relacién de expresion puede calcularse usando cualquier método bien conocido en la materia. Preferiblemente, la
relacion de expresion se obtiene como sigue:

- midiendo la expresién de HSP110 mutada como se describe anteriormente mediante PCR-QTR en una
muestra bioldgica de dicho paciente, para obtener el valor de Ct;

- midiendo la expresion de HSP110 de tipo silvestre como se describe anteriormente mediante PCR-QTR en
una muestra bioldgica de dicho paciente, para obtener el valor de Ct;

- calculando la relacion de expresion (E) usando la formula E= 27t e HSP110 de tiposivestre-Ct de HSP110 mutada)
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Como se usa en la presente memoria, la muestra biolégica puede consistir en una muestra de sangre, una muestra
de suero, una muestra de plasma, una muestra de heces o una biopsia de un cancer. Preferiblemente, la muestra
bioldgica puede consistir en una biopsia de un adenoma o un cancer primario. Aun mas preferiblemente, la muestra
biolégica puede consistir en una biopsia de un adenoma o un cancer primario seleccionado del grupo consistente en
cancer colorrectal, cancer de estdmago, cancer endométrico, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de
ovario, cancer de prostata, linfomas, leucemias, glioblastoma, astrocitoma y neuroblastoma. Preferiblemente, la
muestra bioldgica es una biopsia de un cancer colorrectal.

Cuando se usa una muestra de control negativo, la muestra de control negativo puede corresponder, p.gj., a una
muestra de tejido de un individuo sano o con MSS (preferiblemente del mismo tejido que las células cancerosas), a
una muestra de tejido sano del paciente (p.ej. tejido sano que rodea al tejido canceroso) o a una muestra que
comprende una cantidad de HSP110 mutada y/o de tipo silvestre que es indicativa del nivel de expresion de HSP110
mutada y/o de tipo silvestre en un individuo sano o con MSS. En una realizaciéon especifica, la muestra de control
negativo es el mismo tipo de muestra que la muestra bioldgica del paciente. Por ejemplo, si la muestra bioldgica del
paciente es sangre, la muestra de control negativo es sangre. En otro ejemplo, si la muestra biolégica del paciente
es una biopsia de un cancer colorrectal, la muestra de control negativo es una biopsia de un cancer colorrectal con
fenotipo de estabilidad microsatelital (MSS).

En algunas realizaciones, el método segun la invencion comprende las etapas de determinar la longitud de la
repeticion de timidina de una repeticién microsatelital de 17 nucleétidos de timidina localizada en el sitio aceptor de
corte y empalme del intron 8 del gen que codifica la proteina de choque térmico 110 (HSP110) en una muestra
biolégica de dicho paciente, en el que la identificacion de una delecién de 5 timidinas o mas en la repeticion es
indicativa de un buen prondéstico de supervivencia y/o de respuesta al tratamiento.

La determinacion de la longitud de dicha repeticién de timidina puede efectuarse mediante métodos conocidos por
los especialistas en la materia. Por ejemplo, puede efectuarse mediante genotipado. El genotipado de la repeticion
microsatelital de 17 nucleétidos de timidina puede efectuarse mediante métodos conocidos por los especialistas en
la materia. Por ejemplo, el genotipado como se describe en el parrafo "Analisis de mutacion” del Ejemplo 1 o como
se describe en el parrafo “Método de diagndstico segun la invencion” de la descripcion. El genotipado de la
repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de timidina puede efectuarse mediante métodos conocidos por los
especialistas en la materia. Por ejemplo, el genotipado de la repeticion microsatelital de 17 nucledtidos de timidina
puede efectuarse amplificando dicha repeticion microsatelital y aislando los productos de amplificacion por
electroforesis capilar. La amplificacion de dicha repeticion microsatelital puede efectuarse usando técnicas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencionales como se describe en el parrafo “Analisis de mutacion”
del Ejemplo 1. Los métodos adecuados pueden incluir también el sistema de mutacion refractario a la amplificacion
(ARMS) y el analisis de fusion de alta resolucion (PCR-HRM).

En algunas realizaciones, dicho paciente es un paciente que padece un cancer colorrectal en etapa Il o etapa Ill con
fenotipo de MSI, y preferiblemente que padece un cancer colorrectal en etapa lll con fenotipo de MSI. En algunas
realizaciones, dicho paciente es un paciente que ha recibido tratamiento quimioterapéutico, tal como un tratamiento
quimioterapéutico complementario. En una realizacién preferida, dicho paciente es un paciente que padece un
cancer colorrectal en etapa Il o etapa lll con fenotipo de MSI que ha recibido un tratamiento quimioterapéutico
complementario.

Métodos de diagnéstico segun la invencion

Los inventores han encontrado sorprendentemente que una repeticidon microsatelital de 17 nucleétidos de timidina
localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intron 8 del gen HSPH1 (NCBI Gene 10: 10808) que codifica la
proteina HSP110 estaba casi siempre mutada en estirpes celulares de CCR con MSI y tumores primarios. Ademas,
dicha repeticidon microsatelital esta también frecuentemente mutada en adenoma con MSI. Por tanto, dicho analisis
de repeticién microsatelital puede usarse para diagnosticar el fenotipo de MSI en adenoma y tumores primarios de
etapa muy temprana cuando los métodos de diagndstico son ineficaces.

Por tanto, la invencion proporciona también un método in vitro para diagnosticar el fenotipo de inestabilidad
microsatelital (MSI) de un tumor, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) genotipar la repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de timidina localizada en el sitio aceptor de
corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica la proteina de choque térmico 110 (HSP110) en
una muestra biolégica de un paciente probablemente afectado por un cancer con fenotipo de MSI;

b) detectar la presencia o ausencia de inestabilidad en dicha repeticidon microsatelital,

en el que la deteccion de inestabilidad en dicha repeticion microsatelital de la muestra biolégica del paciente indica
que el paciente padece un cancer con fenotipo de MSI.

Como se usa en la presente memoria, la muestra bioldgica puede ser células cultivadas o células inmortalizadas
cultivadas y/o una biopsia de un adenoma o tumor primario seleccionado del grupo consistente en cancer
colorrectal, cancer de estdbmago, cancer endométrico, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de ovario,
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cancer de prostata, linfomas, leucemias, glioblastoma, astrocitoma y neuroblastoma. Preferiblemente, la muestra
bioldgica es una biopsia de cancer colorrectal.

El genotipado de la repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de timidina puede efectuarse mediante métodos
conocidos por los especialistas en la materia. Por ejemplo, el genotipado de la repeticion microsatelital de 17
nucledtidos de timidina puede efectuarse amplificando dicha repeticion microsatelital y aislando los productos de
amplificacién por electroforesis capilar. La amplificacion de dicha repeticion microsatelital puede efectuarse usando
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencionales como se describen en el parrafo “Analisis de
mutacion” del Ejemplo 1. Los métodos adecuados incluyen también el sistema de mutacion refractario a la
amplificacion (ARMS) y el analisis de fusion de alta resolucion (PCR-HRM).

En una realizacion preferida, el cebador de codificacion y el cebador inverso para el genotipado de la repeticion
microsatelital tienen respectivamente las secuencias

5-CCCTGTCCATCCATTGGAATTGA-3 (SEQ 1D NO: 10),

5'- GGAACTGCATCTGTGACGGAA-3' (SEQ ID NO: 11)

En una realizacién preferida, la amplificacién de los marcadores microsatelitales comprende una etapa de
desnaturalizacion inicial seguida de ciclos de etapas de desnaturalizacion-reasociacion-alargamiento y una etapa de
alargamiento final.

La etapa de desnaturalizacion inicial puede efectuarse en condiciones de calentamiento que oscilan de 90 a 105 °C,
durante 15 s a 5 min. Preferiblemente, las condiciones de calentamiento oscilan de 92 a 102 °C, mas
preferiblemente las condiciones de calentamiento son de 94 °C. Preferiblemente, la etapa de desnaturalizacion inicial
se efectia durante 20 s a 2 min, mas preferiblemente durante 25 s a 1 min, y ain mas preferiblemente la etapa de
desnaturalizacion inicial se efectia durante 30 s.

En una realizacién preferida, la etapa de desnaturalizacion inicial se efectia a 94 °C durante 30 s.

Cada ciclo de etapas de desnaturalizacion-reasociacion-alargamiento incluye una fase de desnaturalizaciéon en
condiciones de calentamiento, seguida de una fase de reasociacion efectuada en condiciones que permitan la
hibridacién de los cebadores con la secuencia para amplificar, y una fase de alargamiento efectuada en condiciones
que permitan a la polimerasa sintetizar un producto de extensién a partir de cada cebador que se reasocia con la
secuencia para amplificar.

La fase de desnaturalizacion puede efectuarse a entre 90 y 105 °C, preferiblemente de 92 a 100 °C, mas
preferiblemente entre 94 y 98 °C, durante 10 s a 4 min, preferiblemente durante 10 s a 2 min, mas preferiblemente
durante 15 s a 1 min.

La fase de reasociacion puede efectuarse a entre 35y 70 °C, preferiblemente entre 40 y 65 °C, mas preferiblemente
entre 45 y 60 °C, aun mas preferiblemente entre 50 y 60 °C, durante 10 s a 20 min, preferiblemente durante 20 s a
1,5 min, mas preferiblemente durante 25 s a 45 s.

La fase de alargamiento puede efectuarse a entre 40 y 80 °C, preferiblemente entre 50 y 75 °C, mas preferiblemente
entre 60 y 72 °C, durante 10 s a 5 min, preferiblemente durante 20 s a 3 min, mas preferiblemente durante 40 s a 20
min, aun mas preferiblemente durante 30 s a 1 min.

En una realizacién preferida, la fase de desnaturalizacion se efectia a 94 °C durante 30 s, la fase de reasociacion se
efectia a 57 °C durante 30 s y la fase de alargamiento se efectia a 72 °C durante 1 min. Las etapas de
desnaturalizacion-reasociacion-alargamiento pueden repetirse durante 30 a 60 ciclos, preferiblemente durante 32 a
45 ciclos, mas preferiblemente durante 35 a 42 ciclos. Aun mas preferiblemente, las etapas de desnaturalizacién-
reasociacion-alargamiento se repiten durante 40 ciclos.

La etapa de alargamiento final puede efectuarse a entre 40 y 80 °C, preferiblemente a entre 50 y 75 °C, mas
preferiblemente a entre 60 y 72 °C, durante 1 min a 10 min, preferiblemente durante 3 min a 8 min, y mas
preferiblemente durante 5 min a 7 min.

En una realizacion preferida, la etapa de alargamiento final se efectia a 72 °C durante 7 min.
Se entiende por “inestabilidad” una delecién o adicién del patron repetido de nucleétidos de timidina.

En una realizacién particular, esta presente inestabilidad cuando se detecta una delecién o adicion de al menos un
nucledtido en dicha muestra bioldgica. Preferiblemente, esta presente inestabilidad cuando se detecta una delecion
de al menos 3 nucledtidos de timidina en dicha muestra bioldgica. Mas preferiblemente, esta presente inestabilidad
cuando se detecta una delecién de 3 a 8 nucledtidos de timidina en dicha muestra bioldgica.

La invencion proporciona también un método in vitro para diagnosticar el fenotipo de inestabilidad microsatelital
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(MSI) de un tumor, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) detectar la presencia o ausencia de inestabilidad en la repeticion microsatelital de 17 nucleétidos
de timidina localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intron 8 del gen que codifica la
proteina de choque térmico 110 (HSP110) en una muestra biolégica de un paciente que esta
probablemente afectado por un cancer con fenotipo de MS];

b) detectar la presencia o ausencia de inestabilidad en al menos un microsatélite seleccionado del
grupo consistente en los microsatélites BAT26, NR21, NR27, NR24 y BAT25 en una muestra
bioldgica de un paciente que esta probablemente afectado por un cancer con fenotipo de MSI;

en el que la deteccion de inestabilidad de dicha repeticion microsatelital en la etapa a) y la deteccion de inestabilidad
en al menos una repeticion microsatelital en la etapa b) en la muestra bioldgica del paciente indica que el paciente
padece un cancer con fenotipo de MSI.

La muestra biolégica puede ser células cultivadas o células inmortalizadas cultivadas y/o una biopsia de un
adenoma o tumor primario seleccionado del grupo consistente en cancer colorrectal, cancer de estémago, cancer
endomeétrico, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de ovario, cancer de préstata, linfomas, leucemias,
glioblastoma, astrocitoma y neuroblastoma. Preferiblemente, la muestra bioldégica es una biopsia de cancer
colorrectal.

En algunas realizaciones, la deteccién de la inestabilidad en la repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de timidina
localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intron 8 del gen que codifica HSP110 y en al menos 2, 3,40 5
repeticiones microsatelitales seleccionadas del grupo consistente en las repeticiones microsatelitales BAT26, NR21,
NR27, NR24 y BAT25, indica que el paciente padece un cancer con fenotipo de MSI.

Preferiblemente, la deteccion de inestabilidad en la repeticién microsatelital de 17 nucledtidos de timidina localizada
en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica HSP110 y en las cinco repeticiones
microsatelitales BAT26, NR21, NR27, NR24 y BAT25 indica que el paciente padece un cancer con fenotipo de MSI.

El marcador microsatelital BAT26 es una repeticion de 26 A localizada en el intron 5 del gen hMSH2, y se encuentra
por ejemplo entre las posiciones 16298 y 16323 de la secuencia de referencia del NCBI NG_0007110.1. Mas
preferiblemente, el marcador microsatelital BAT26 tiene un patron repetido comprendido entre 20 Ay 26 A.

El marcador microsatelital NR21 es una repeticion de 21 T localizada en la region 5’ no traducida del gen SLC7A8, y
se encuentra por ejemplo entre las posiciones 483 y 503 de la secuencia de referencia del NCBI NM_012244.2. Mas
preferiblemente, el marcador microsatelital NR21 consiste en un patrén repetido comprendido entre 16 Ty 21 T.

El marcador microsatelital NR27 es una repeticién de 26 A localizada en la region 5’ no traducida del gen BIRC3, y
se encuentra por ejemplo entre las posiciones 1031 y 1056 de la secuencia de referencia del NCBI NM_001165.3.
Mas preferiblemente, el marcador microsatelital NR27 consiste en un patrén repetido comprendido entre 23 A'y 26 A.

El marcador microsatelital NR24 es una repeticion de 23 T localizada en la region 3’ no traducida del gen ZNF2, y se
encuentra por ejemplo entre las posiciones 3248 y 3270 de la secuencia de referencia del NCBI NM_021088.2. Mas
preferiblemente, el marcador microsatelital NR24 consiste en un patrén repetido comprendido entre 18 Ty 23 T.

El marcador microsatelital BAT25 es una repeticion de 25 T localizada en el intron 16 del gen c-KIT, y se encuentra
por ejemplo entre las posiciones 74118 y 74142 de la secuencia de referencia del NCBI NG_007456.1. Mas
preferiblemente, el marcador microsatelital BAT25 consiste en un patron repetido comprendido entre 19 Ty 25 T.

Segun la presente invencion, la detecciéon en la etapa a) y b) de la presencia o ausencia de inestabilidad puede
efectuarse mediante cualquier método bien conocido en la materia. Por ejemplo, la deteccion de la presencia o
ausencia de inestabilidad se efectua secuenciando o genotipando. Los métodos adecuados pueden incluir el sistema
de mutacion refractario a la amplificacion (ARMS) y el analisis de fusién a alta resolucion (PCR-HRM).

El genotipado puede efectuarse amplificando los microsatélites y aislando los productos de amplificacién mediante
electroforesis capilar. La amplificacion de los microsatélites puede efectuarse usando técnicas de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) convencionales y, mas preferiblemente, la amplificacion de microsatélites se efectia
mediante PCR multiple. Los métodos adecuados pueden incluir también el sistema de mutacion refractario a la
amplificacion (ARMS) y el analisis de fusion de alta resolucion (PCR-HRM).

En una realizacién preferida, la amplificacién de dicha repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de timidina
localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica HSP110 puede efectuarse como
se describe aqui anteriormente.

En una realizacion preferida, la amplificacion de dicho al menos un microsatélite seleccionado del grupo consistente
en las repeticiones microsatelitales BAT26, NR21, NR27, NR24 y BAT25 comprende una etapa de desnaturalizacion
inicial seguida de ciclos de etapas de desnaturalizacién-reasociacion-alargamiento y una etapa de extension final.
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La etapa de desnaturalizacion inicial puede efectuarse en condiciones de calentamiento que oscilan de 90 a 105 °C
durante 15 s a 15 min. Preferiblemente, las condiciones de calentamiento oscilan de 92 a 102 °C, mas
preferiblemente de 95 a 100 °C, aun mas preferiblemente las condiciones de calentamiento son de 95 °C.
Preferiblemente, la etapa de desnaturalizacion inicial se efectia durante 1 min a 15 min, mas preferiblemente
durante 2 min a 12 min, adn mas preferiblemente durante 5 min a 10 min, y ain mas preferiblemente la etapa de
desnaturalizacion inicial se efectia durante 5 min.

En una realizacion preferida, la etapa de desnaturalizacion inicial se efectia a 95 °C durante 5 min.

Cada ciclo de etapas de desnaturalizacion-reasociacion-alargamiento incluye una fase de desnaturalizaciéon en
condiciones de calentamiento, seguido de una fase de reasociacion efectuada en condiciones que permitan la
hibridacién de los cebadores con la secuencia para amplificar, y una fase de alargamiento efectuada en condiciones
que permitan que la polimerasa sintetice un producto de extensién a partir de cada cebador que se reasocia con la
secuencia para amplificar.

La fase de desnaturalizacion puede efectuarse a entre 90 y 105 °C, preferiblemente de 92 a 100 °C, mas
preferiblemente entre 94 y 98 °C, durante 10 s a 4 min, preferiblemente durante 10 s a 2 min, mas preferiblemente
durante 15 s a 1 min.

La fase de reasociacion puede efectuarse a entre 35y 70 °C, preferiblemente entre 40 y 65 °C, mas preferiblemente
entre 45 y 60 °C, aun mas preferiblemente entre 50 y 60 °C, durante 10 s a 2 min, preferiblemente durante 20 s a 1,5
min, mas preferiblemente durante 25 s a 45 s.

La fase de alargamiento puede efectuarse a entre 40 y 60 °C, preferiblemente entre 50 y 75 °C, mas preferiblemente
entre 60 y 72 °C, durante 10 s a 5 min, preferiblemente durante 20 s a 3 min, mas preferiblemente durante 25 s a 1
min, aun mas preferiblemente durante 30 s a 45 s.

En una realizacioén preferida, la fase de desnaturalizacion se efectia a 95 °C durante 30 s, la fase de reasociacion se
efectia a 55 °C durante 30 s y la fase de alargamiento se efectia a 72 °C durante 30 s. La etapa de
desnaturalizacion-reasociacion-alargamiento puede repetirse durante 30 a 60 ciclos, preferiblemente durante 32 a 40
ciclos, mas preferiblemente durante 35 a 40 ciclos. Aun mas preferiblemente, la etapa de desnaturalizacion-
reasociacion-alargamiento se repite durante 35 ciclos.

La etapa de extension final puede efectuarse a entre 40 y 80 °C, preferiblemente a entre 50 y 75 °C, mas
preferiblemente a entre 60 y 72 °C, durante 1 min a 10 min, preferiblemente durante 3 min a 8 min, mas
preferiblemente durante 4 min a 6 min.

En una realizacioén preferida, la etapa de extension final se efectia a 72 °C durante 5 min.

La amplificacién del marcador microsatelital BAT26 puede efectuarse usando el cebador de codificacién que tiene la

secuencia 2 -CTGCGGTAATCAAGTTTTTAG-3" (SEQ ID NO: 14) | o cepador inverso que
tiene la secuencia 2 ~AACCATTCAACATTTTTAACCC-3" (SEQ ID NO: 15),

La amplificacion del marcador microsatelital NR21 puede efectuarse usando el cebador de codificacion que tiene la

secuencia 2 -GAGTCGCTGGCACAGTTCTA-3" (SEQ ID NO: 16) o cebador inverso que
tiene la secuencia 5-CTGGTCACTCGCGTTTACAA-3 {SEG ID NO: 17)

La amplificacion del marcador microsatelital NR27 puede efectuarse usando el cebador de codificacion que tiene la

5-AACCATGCTTGCAAACCACT-3' (SEQ ID NO: 18)y el cebador inverso que
tiene la secuencia D “CGATAATACTAGCAATGACC-3' (SEQ ID NO: 19)

secuencia

La amplificacion del marcador microsatelital NR24 puede efectuarse usando el cebador de codificacion que tiene la

secuencia 2 -GCTGAATTTTACCTCCTGAC-3' (SEQ ID NO: 20) | ¢ cebador inverso que
tiene la secuencia 51‘ATTGTGCCHTTGCATTCCAA‘BI {SEQ ID ND 21 :'

La amplificacién del marcador microsatelital BAT25 puede efectuarse usando el cebador de codificacion que tiene la

secuencia D - TACCAGGTGGCAAAGGGCA-3' (SEQ ID NO: 22)y ¢ cebador inverso que
tiene la secuencia 9 -1 CTGCATTTTAACTATGGCTC-3' (SEQ ID NO: 23)

Se entiende por “inestabilidad en una repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de timidina localizada en el sitio
aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica HSP110" una delecion o adicion del patron repetido de
nucledtidos de timidina. Como se describe en la presente memoria, puede considerarse que esta presente
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inestabilidad cuando se detecta una delecion de al menos 3 nucledtidos de timidina en dicha muestra bioldgica.
Como se describe en la presente memoria, puede considerarse que esta presente inestabilidad cuando se detecta
una delecion de 3 a 8 nucledtidos de timidina o mas en dicha muestra bioldgica.

Se entiende por “inestabilidad en al menos un marcador microsatelital seleccionado del grupo consistente en las
repeticiones microsatelitales BAT26, NR21, NR27, NR24 y BAT25" una delecion o adiciéon del patrén repetido de
mononucledtidos, dinucledétidos o trinucledtidos.

En una realizacion ejemplar, se considera que esta presente inestabilidad en el microsatélite BAT26 cuando el
microsatélite BAT26 consiste en un patrén repetido de mas de 26 A o menos de 20 A.

En una realizacion ejemplar, se considera que esta presente inestabilidad en el microsatélite NR21 cuando el
microsatélite NR21 consiste en un patréon repetido de mas de 21 T o menos de 16 T.

En una realizacion ejemplar, se considera que esta presente inestabilidad en el microsatélite NR27 cuando el
microsatélite NR27 consiste en un patréon repetido de mas de 26 A o menos de 23 A.

En una realizacion ejemplar, se considera que esta presente inestabilidad en el marcador microsatelital NR24
cuando el microsatélite NR24 consiste en un patrén repetido de mas de 23 T o menos de 18 T.

En una realizacion ejemplar, se considera que esta presente inestabilidad en el marcador microsatelital BAT25
cuando el microsatélite BAT25 consiste en un patrén repetido de mas de 25 T o menos de 19 T.

Preferiblemente, se considera que esta presente inestabilidad cuando se detecta una delecién o adicién en un alelo,
y mas preferiblemente en dos alelos.

En una realizacion particular, el método comprende ademas la comparacion en la etapa a) y b) con una muestra de
control. Cuando se usa una muestra de control negativo, la muestra de control negativo puede corresponder, p.€j., a
una muestra de tejido de un individuo sano o con MSS (preferiblemente del mismo tejido que las células cancerosas)
0 a una muestra de tejido sano del paciente (p.ej. tejido sano que rodea al tejido canceroso). En una realizacion
especifica, la muestra de control negativo es el mismo tipo de muestra que la muestra biologica del paciente. Por
ejemplo, si la muestra bioldgica del paciente es sangre, la muestra de control negativo es sangre. En otro ejemplo, si
la muestra biolégica del paciente es una biopsia de un cancer colorrectal, la muestra de control negativo es una
biopsia de un cancer colorrectal con fenotipo de estabilidad microsatelital (MSS).

La presente invencion esta también dirigida a un método in vitro para diagnosticar el fenotipo de inestabilidad
microsatelital (MSI) de un tumor, comprendiendo dicho método la etapa de detectar la presencia o ausencia de una
proteina de choque térmico 110 (HSP110) mutada como se describe aqui anteriormente en una muestra bioldgica
de dicho paciente, en el que la deteccion de la presencia de dicha HSP110 mutada en la muestra bioldgica del
paciente indica que el paciente padece un cancer con fenotipo de MSI.

En algunas realizaciones, dicho método comprende las etapas de:

a) medir la expresion de una proteina HSP110 mutada segun la invencién en una muestra bioldgica
de dicho paciente; y/o

b) medir la expresion de un ARNm de HSP110 mutada segun la invencidon en una muestra bioldgica
de dicho paciente,

en el que la deteccion de la presencia de dicha proteina y/o ARNm de HSP110 mutada en la muestra biolégica del
paciente indica que el paciente padece un cancer con fenotipo de MSI.

En una realizacion especifica, el método segun la invencion comprende las etapas de:

a) medir la expresién de una HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente en una muestra
bioldgica de dicho paciente;

b) medir la expresién de una HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente en una muestra
de control negativo;

en el que la expresion significativamente mayor de HSP110 mutada medida en la etapa a) en comparacion con la
expresion medida en la etapa b) es indicativa de un buen prondstico de supervivencia y/o de respuesta al
tratamiento.

En las etapas a) y b), puede efectuarse la medida de la expresion de HSP110 mutada midiendo la proteina HSP110
mutada y/o el ARNm de HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente.

Se considera estadisticamente significativa la mayor expresion si el nivel de expresion de HSP110 mutada en la
muestra bioldgica del paciente aumenta 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 veces, o al menos un 30, 40, 50, 60, 70 0 75 % en
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comparacion con el nivel de HSP110 mutada en la muestra de control negativo. En una realizacién preferida, se
considera estadisticamente significativa la mayor expresion si el nivel de expresiéon de HSP110 mutada en la
muestra biolégica del paciente aumenta al menos un 75 %.

En otra realizacion especifica, el método segun la invencion comprende las etapas de:

a) medir la expresion de HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente en una muestra
bioldgica de dicho paciente;

b) medir la expresion de HSP110 de tipo silvestre en dicha muestra bioldgica;
c) comparar la expresion medida en la etapa (a) y (b), deduciendo asi el diagnéstico de fenotipo de
MSI.

En la etapa a), la medida de la expresion de HSP110 mutada puede efectuarse midiendo la proteina HSP110
mutada y/o el ARNm de HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente.

En la etapa b), la medida de la expresion de HSP110 de tipo silvestre puede efectuarse midiendo la proteina
HSP110 de tipo silvestre y/o el ARNm de HSP110 de tipo silvestre como se describe aqui anteriormente.

Es mas, un nivel de expresion de HSP110 mutada mayor o igual al 50, 60, 70, 75, 80, 90 o 100 % del nivel de
expresion de HSP110 de tipo silvestre indica que el paciente padece un cancer con fenotipo de MSI.

La comparacion de la expresion medida en las etapas a) y b) puede efectuarse calculando una relacion de
expresion, por ejemplo con la formula: relacion= nivel de expresiéon de HSP110 mutada/nivel de expresion de
HSP110 de tipo silvestre. Un nivel de expresién mayor o igual a 0,75 puede indicar, por ejemplo, que el paciente
padece un cancer con fenotipo de MSI.

En aun otra realizacion especifica, el método segun la invencidon comprende las etapas de:

a) medir la expresion de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre como se describe aqui
anteriormente en una muestra bioldgica de dicho paciente;

b) analizar la expresion obtenida en la etapa a), generando una relacién de expresion;

c) medir la expresion de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre como se describe aqui
anteriormente en una muestra de control negativo;

d) analizar la expresion obtenida en la etapa c), generando una relacion de expresion;

en el que una relacién de expresion significativamente mayor generada en la etapa b) en comparaciéon con la
relacion de expresion generada en la etapa d) indica que el paciente padece un cancer con fenotipo de MSI.

En las etapas a) y c), la medida de la expresion de una HSP110 mutada puede efectuarse midiendo la proteina
HSP110 mutada y/o el ARNm de HSP110 mutada como se describe aqui anteriormente, y la medida de la expresion
de HSP110 de tipo silvestre puede efectuarse midiendo la proteina HSP110 de tipo silvestre y/o el ARNm de
HSP110 de tipo silvestre como se describe aqui anteriormente.

Se considera estadisticamente significativa la mayor relacion de expresion si la relacion generada en la etapa (b)
aumenta al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 veces en comparacion con la relacion generada en la etapa (d). En una
realizacion preferida, se considera estadisticamente significativa la relacion si la relacion de expresion en la muestra
bioldgica del paciente aumenta al menos 7,5 veces.

Los métodos para medir el nivel de expresion de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre son bien conocidos en
la materia. El nivel de expresion puede medirse cuantificando ARNm o cuantificando proteinas. Los métodos
adecuados incluyen, p.ej., inmunoquimica, ELISA, transferencia Western, citometria de flujo, transferencia Northern,
PCR (p.ej., PCR-RT y PCR-QTR), reaccién en cadena de la ligasa (LCR), amplificacién medida por transcripcién
(TMA), amplificacion de desplazamiento de hebra (SDA) y amplificacion basada en la secuencia de acido nucleico
(NASBA). Los métodos adecuados pueden incluir también el sistema de mutacion refractario a la amplificacion
(ARMS) y el analisis de fusion de alta resolucion (PCR-HRM).

En algunas realizaciones, se efectia la medida del nivel de expresién de HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre
usando el método descrito aqui anteriormente en el capitulo “Métodos de prondstico y usos segun la invencion”.

Como se usa en la presente memoria, la muestra biolégica puede consistir en una muestra de sangre, una muestra
de suero, una muestra de plasma, una muestra de heces o una biopsia de un cancer. Preferiblemente, la muestra
biolégica puede consistir en una biopsia de un adenoma o cancer primario. AUn mas preferiblemente, la muestra
biolégica puede consistir en una biopsia de un adenoma o cancer primario seleccionado del grupo consistente en
cancer colorrectal, cancer de estomago, cancer endométrico, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de
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ovario, cancer de prostata, linfomas, leucemias, glioblastoma, astrocitoma y neuroblastoma. Preferiblemente, la
muestra bioldgica es una biopsia de cancer colorrectal.

Cuando se usa una muestra de control negativo, la muestra de control negativo puede corresponder, p.gj., a una
muestra de tejido de un individuo sano o con MSS (preferiblemente de mismo tejido que las células cancerosas), a
una muestra de tejido sano del paciente (p.ej., tejido sano que rodea el tejido canceroso) o a una muestra que
comprende una cantidad de HSP110 mutada y/o de tipo silvestre que es indicativa del nivel de expresion de HSP110
mutada y/o de tipo silvestre en un individuo sano o con MSS. En una realizacion especifica, la muestra de control
negativo es el mismo tipo de muestra que la muestra bioldgica del paciente. Por ejemplo, si la muestra bioldgica del
paciente es sangre, la muestra de control negativo es sangre. En otro ejemplo, si la muestra bioldgica del paciente
es una biopsia de cancer colorrectal, la muestra de control negativo es una biopsia de cancer colorrectal con
fenotipo de estabilidad microsatelital (MSS).

Métodos para la determinacion de un régimen terapéutico adecuado

Los métodos anteriores pueden usarse para determinar y/o seleccionar el régimen terapéutico adecuado para tratar
un sujeto que padece un cancer propenso a tener un fenotipo de MSI.

Por tanto, la invencion se refiere también a un método para determinar un régimen terapéutico adecuado para tratar
un paciente que padece un cancer propenso a tener un fenotipo de MSI, en el que dicho método comprende las
etapas de:

a) determinar la longitud de la repeticion de timidina de una repeticion microsatelital de 17 nucledtidos
de timidina localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica la
proteina de choque térmico 110 (HSP110) en una muestra bioldgica de dicho paciente, y

b) deducir y/o seleccionar un régimen terapéutico adecuado para el sujeto basandose en la longitud
de dicha repeticién de timidina.

La invencién atafie también al uso de la repeticion microsatelital de 17 timidinas, localizada en el sitio aceptor de
corte y empalme del intron 8 del gen que codifica HSP110, como biomarcador para determinar un régimen
terapéutico adecuado.

En algunas realizaciones, dicho cancer propenso a tener fenotipo de MSI puede ser un cancer colorrectal,
preferiblemente un cancer colorrectal en etapa Il o etapa lll.

Un “régimen terapéutico adecuado” puede hacer referencia a cirugia, quimioterapia y/o radioterapia adecuadas para
tratar un sujeto que padece un cancer propenso a tener un fenotipo de MSI.

Las deleciones de timidina pequefias, concretamente de 3 o 4 timidinas o menos, indican que un régimen
terapéutico adecuado puede ser un tratamiento quimioterapéutico que combina al menos 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 100
como maximo 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 o0 2 agentes tales como, p.ej., una combinacién de oxaliplatino, 5-fluorouracilo y
acido folinico, concretamente el tratamiento FOLFOX o una combinacién de 5-fluorouracilo y acido folinico,
concretamente el tratamiento FUFOL o LV5FU2.

Las deleciones de timidina grandes, concretamente de 5 a 8 timidinas o mas, indican que un régimen terapéutico
adecuado puede ser un tratamiento quimioterapéutico con un solo agente tal como 5-fluorouracilo.

La determinacion de la longitud de dicha repeticién de timidina puede efectuarse mediante métodos conocidos por
los especialistas en la materia. Por ejemplo, puede efectuarse mediante genotipado. El genotipado de la repeticion
microsatelital de 17 nucleétidos de timidina puede efectuarse mediante métodos conocidos por los especialistas en
la materia. Por ejemplo, el genotipado como se describe en el parrafo "Analisis de mutacion” del Ejemplo 1 o como
se describe en el parrafo “Método de diagndstico segun la invencion” de la descripcion. El genotipado de la
repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de timidina puede efectuarse mediante métodos conocidos por los
especialistas en la materia. Por ejemplo, el genotipado de la repeticion microsatelital de 17 nucledtidos de timidina
puede efectuarse amplificando dicha repeticion microsatelital y aislando los productos de amplificacion por
electroforesis capilar. La amplificacion de dicha repeticion microsatelital puede efectuarse usando técnicas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencionales como se describen en el parrafo “Analisis de mutacion”
del Ejemplo 1. Los métodos adecuados pueden incluir también el sistema de mutacion refractario a la amplificacion
(ARMS) y el analisis de fusion de alta resolucion (PCR-HRM).

Kits segun la invencion

La invencién proporciona también un kit que comprende o consiste en un cebador de codificacion, un cebador
inverso y una sonda, que puede usarse para detectar la presencia de HSP110 mutada como se define aqui
anteriormente. El kit puede comprender ademas un cebador de codificacién, un cebador inverso y una sonda, que
puede usarse para detectar HSP110 de tipo silvestre.

En particular, la invencién proporciona un kit que comprende cebadores de codificacion e inversos que son capaces
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de hibridar con HSP110 mutada y HSP110 de tipo silvestre y dos sondas, siendo capaces cualquiera de ellas de
hibridar especificamente con HSP110 mutada o con HSP110 de tipo silvestre como se describe anteriormente.

El cebador de codificacion segun la invencion puede tener una secuencia nucleotidica que comprende, o consiste
en, la SEQ ID NO: 4 o una secuencia diferente de la secuencia SEQ ID NO: 4 en una o dos sustituciones
nucleotidicas.

El cebador inverso segun la invencion puede tener una secuencia nucleotidica que comprende, o consiste en, la
SEQ ID NO: 5 o una secuencia diferente de la SEQ ID NO: 5 en una o dos sustituciones nucleotidicas.

La sonda que hibrida especificamente con HSP110 mutada puede tener una secuencia nucleotidica que comprende,
o consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 6 o una secuencia diferente de la secuencia SEQ ID NO: 6 en una o dos
sustituciones nucleotidicas.

La sonda que hibrida especificamente con HSP110 de tipo silvestre puede tener una secuencia nucleotidica que
comprende, o consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 7 o una secuencia diferente de la secuencia SEQ ID NO: 7 en
una o dos sustituciones nucleotidicas.

Preferiblemente, la sonda esta marcada. Por ejemplo, la sonda puede marcarse de manera covalente o no covalente
con una amplia variedad de marcajes conocidos en la materia, incluyendo marcajes de hapteno (p.ej. biotina),
marcajes de marcado masivo (p.ej.,, marcajes de isétopo estable), marcajes radiactivos, marcajes de quelato
metalico, marcaje luminiscente (p.ej., marcajes fluorescentes, fosforescentes y quimioluminiscentes), etc.

Preferiblemente, la sonda se marca con al menos un marcaje o tinte fluorescente. El tinte fluorescente puede ser
una amplia variedad de tintes conocidos en la material incluyendo 6-FAM™, VIC®, TET™, NED™, Cy3®, Cy5®,
HEX, TAMRA, DABCYL, BHQ™, DDQ, etc.

Mas preferiblemente, la sonda se marca con un tinte indicador y un tinte apagador. Aun mas preferiblemente, la
sonda se marca en su extremo 5’ con el tinte indicador y en su extremo 3’ con el tinte apagador. El tinte indicador
puede ser un tinte fluorescente, que puede ser por ejemplo 6-FAM™  VIC®, TET™, NED™, Cy3®, Cy5®, HEX, etc.
El tinte apagador puede ser un tinte no fluorescente (p.ej. MGB™) o un tinte fluorescente que puede ser, por
ejemplo, TAMRA, DABCYL, BHQ™, DDQ, etc.

En una realizacién mas preferida, la sonda que hibrida especificamente con HSP110 mutada se marca con el tinte
indicador VIC™ en su extremo 5' y con el tinte apagador TAMRA en su extremo 3', y la sonda que hibrida
especificamente con HSP110 de tipo silvestre se marca con el tinte indicador 6-FAM™ en su extremo 5" y con el
tinte apagador TAMRA en su extremo 3.

Los cebadores de codificacion e inverso y la sonda segun la invencién son preferiblemente de 17 a 30 nucleodtidos
de longitud, mas preferiblemente de 17 a 25 nucledtidos de longitud. En particular, dichos cebadores de codificacion
e inversos y sonda pueden ser, independientemente entre si, de 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos de
longitud.

Dichos cebadores de codificacion e inverso hibridan respectivamente con la secuencia SEQ ID NO: 3 y la SEQ ID
NO: 8 o con la secuencia inversa a la secuencia SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 8 en condiciones de alto rigor e
hibridacion especifica. Ademas, dicha sonda que hibrida con HSP110 mutada segun la invencién hibrida con la
secuencia SEQ ID NO: 3 y dicha sonda que hibrida con HSP110 de tipo silvestre segun la invencién hibrida con la
secuencia SEQ ID NO: 8.

Las condiciones de temperatura y fuerza ionica determinan el “rigor” de la hibridacion.

La invencién proporciona ademas un kit que comprende o consiste en un cebador de codificacién y un cebador
inverso que puede usarse para detectar la longitud de la delecion de timidina en la repeticion microsatelital como se
describe aqui anteriormente.

El cebador de codificacion segun la invencion puede tener una secuencia nucleotidica que comprende, o consiste
en, la SEQ ID NO: 10 o una secuencia diferente de la secuencia SEQ ID NO: 10 en una o dos sustituciones
nucleotidicas.

El cebador inverso segun la invencion puede tener una secuencia nucleotidica que comprende, o consiste en, la
SEQ ID NO: 11 o una secuencia diferente de la SEQ ID NO: 11 en una o dos sustituciones nucleotidicas.

Los cebadores de codificacion e inverso y la sonda segun la invencién son preferiblemente de 17 a 30 nucleodtidos
de longitud, mas preferiblemente de 17 a 25 nucledtidos de longitud. En particular, dichos cebadores de codificacion
e inverso y sonda pueden ser, independientemente entre si, de 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos de
longitud.

Dichos cebadores de codificacion e inverso hibridan con la secuencia SEQ ID NO: 9 o con la secuencia inversa a la
secuencia SEQ ID NO: 9 en condiciones de alto rigor e hibridacién especifica.
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Las condiciones de temperatura y fuerza iénica determinan el “rigor” de la hibridacion. Las condiciones de
hibridacién de alto rigor corresponden a una alta Tm entre 60 y 75 °C. La hibridacion requiere que los dos acidos
nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo del rigor de la hibridacidn, son posibles
desapareamientos entre las bases.

La invencion proporciona también un kit que comprende o consiste en un anticuerpo que puede usarse para detectar
la presencia de HSP110 mutada como se define aqui anteriormente, concretamente un anticuerpo que reconoce
especificamente una proteina HSP110 mutada segun la invencion. El kit puede comprender ademas un anticuerpo
que puede usarse para detectar HSP110 de tipo silvestre.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un kit que comprende un anticuerpo que reconoce
especificamente una proteina HSP100 mutada y un anticuerpo que reconoce especificamente una HSP110 de tipo
silvestre como se describe anteriormente.

En algunas realizaciones, dicho anticuerpo que reconoce especificamente una proteina HSP110 mutada y dicho
anticuerpo que reconoce especificamente una HSP110 de tipo silvestre son idénticos. Por ejemplo, dicho anticuerpo
puede ser el anticuerpo Ab24503 de Abcam.

En algunas realizaciones, dicho anticuerpo que reconoce especificamente una proteina HSP110 mutada y dicho
anticuerpo que reconoce especificamente una proteina HSP110 de tipo silvestre son diferentes. Por ejemplo, dicho
anticuerpo que reconoce especificamente una proteina HSP110 mutada es capaz de reconocer una proteina
HSP110 mutada de secuencia SEQ ID NO: 1, y dicho anticuerpo que reconoce especificamente una HSP110 de tipo
silvestre puede ser el anticuerpo SPA-1101 de Stressgen.

La invencion proporciona también un kit que comprende o consiste en:
a) medios para detectar la presencia de HSP110 mutada como se define aqui anteriormente, y/o

b) medios para detectar la longitud de la delecion de timidina en la repeticion microsatelital como se
describe aqui anteriormente.

En algunas realizaciones, dichos medios para detectar la presencia de HSP110 mutada pueden ser un cebador de
codificacién, un cebador inverso y una sonda como se describen aqui anteriormente, y/o un anticuerpo que reconoce
especificamente una proteina HSP110 mutada como se define aqui anteriormente. En algunas realizaciones, dichos
medios para detectar la presencia de HSP110 de tipo silvestre pueden ser un cebador de codificacién, un cebador
inverso y una sonda como se describen aqui anteriormente, y/o un anticuerpo que reconoce especificamente una
proteina HSP110 de tipo silvestre como se define aqui anteriormente.

En algunas realizaciones, dichos medios para detectar la longitud de la delecién de timidina en la repeticion
microsatelital pueden ser un cebador de codificacion y un cebador inverso como se definen aqui anteriormente.

“Detectar la longitud de la delecion de timidina en la repeticion microsatelital” puede significar también “detectar la
inestabilidad de dicha repeticién microsatelital”.

Compuestos y composiciones farmacéuticas

Es conocido que la HSP110 es una proteina que se acumula anormalmente en células cancerosas, potenciando por
tanto su supervivencia (Yamagishi et al., The FEBS Journal 275 (18), 4558 (2008); Hosaka et al., Cancer Science 97
(7), 623 (2006); Yamagishi et al., Experimental Cell Research 312 (17), 3215 (2006); Siatskas et al., Faseb J. 19
(12), 1752 (2005)). Ademas, la HSP110 se expresa con especial fuerza en células de cancer de colon (Kai et al.,
Oncology Reports 10 (6), 1777 (2003)) y el analisis del perfil génico de CCR primario con MSS ha ligado la expresion
de HSP110 con metastasis y mal prondstico (Slaby ef al., Oncology Reports 21 (5), 1235 (2009)).

Se ha encontrado aqui que una HSP110 mutada es capaz de tener un efecto dominante negativo sobre la HSP110
de tipo silvestre en células tumorales, bloqueando por tanto su efecto antiapoptético y sensibilizando las células
tumorales ante la apoptosis.

Por tanto, la memoria descriptiva da a conocer ademas un compuesto seleccionado del grupo consistente en:
a) la proteina de choque térmico 110 (HSP110) mutada como se describe aqui anteriormente; y/o

b) un fragmento de al menos 6 aminoacidos consecutivos de la proteina de choque térmico (HSP110)
mutada que comprende o consiste en una secuencia aminoacidica al menos un 80 % idéntica a la
SEQ ID NO: 1, preferiblemente al menos un 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 o0 100 % idéntica a la
SEQ ID NO: 1; y/o

c) un peptidomimético de la HSP110 mutada de a) o del fragmento de b); y/o

d) un acido nucleico que codifica la HSP110 mutada de a) o el fragmento de b); y/o
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e) un inhibidor de la degradacion de ARNm mediada por mutaciones terminadoras (NMD);
para uso en el tratamiento de un cancer.

En una realizacién preferida, el compuesto consiste en una combinaciéon de la proteina de choque térmico 110
(HSP110) mutada como se describe aqui anteriormente y un inhibidor de la degradacién de ARNm mediada por
mutaciones terminadoras (NMD).

La degradacion de ARNm mediada por mutaciones terminadoras (NMD) es un proceso de control de calidad de
ARNmM que degrada el ARNm que contiene codones de terminaciéon prematuros (PTC) para evitar la produccion de
proteinas truncadas con efectos nocivos potenciales para las células.

La HSP110 mutada identificada se genera por un ARNm que carece del exé6n 9, conduciendo por tanto a la
presencia de un PTC. Los inventores han encontrado que la HSP110 mutada se degrada parcialmente en las células
tumorales con MSI mediante el proceso de NMD. En consecuencia, es aconsejable inhibir la NMD para restaurar la
expresion de HSP110 mutada enddgena en tumor que expresa dicha proteina, y/o para evitar la degradacion de una
HSP110 mutada administrada a un paciente.

Como se usa en la presente memoria, un inhibidor de NMD puede ser un compuesto derivado de indol,
preferiblemente un compuesto derivado de indol que se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO
2008/101935. En particular, dicho inhibidor de NMD puede ser un compuesto derivado de indol que tiene la férmula
Il de la reivindicacion 16 de la solicitud de patente WO 2008/101935. Preferiblemente, dicho inhibidor de NMD puede
ser un derivado de indol seleccionado del grupo consistente en 6-cloro-5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-
glisoquinolina, 5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-glisoquinolina, 5,8-dimetil-6-(piridin-2-ilamino)-2H-
isoquinolin-1ona, 6-(3-metoxipiridin-2-ilamino)isoquinolin-1-ona, 5,8-dimetil-6-(5-metilpiridin-2-ilamino)isoquinolina
como se definen en la reivindicacién 21 de la solicitud de patente WO 2008/101935. Mas preferiblemente, dicho
inhibidor de NMD puede ser 6-cloro-5,10-dimetil-11H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[3,2-glisoquinolina. Se hace referencia
también a este compuesto como NMDI1 en la bibliografia cientifica (Durant et al., The Journal of Cell Biology 178:
1145-1160 (2007)).

Los métodos para obtener dicho compuesto son conocidos por los especialistas en la materia. Por ejemplo, se
describen métodos para obtener dicho compuesto en la solicitud de patente WO 2008/101935.

Lo mas preferiblemente, dicho cancer es un cancer propenso a tener un fenotipo de MSI. Dicho cancer puede ser,
sin limitacién, un cancer seleccionado del grupo consistente en cancer colorrectal, cancer de estémago, cancer
endomeétrico, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de ovario, cancer de prostata, linfomas, leucemias,
glioblastoma, astrocitoma y neuroblastoma. Preferiblemente, dicho cancer es un cancer colorrectal. Preferiblemente,
dicho cancer puede ser un tumor primario o un adenoma.

Aun mas preferiblemente, dicho cancer es un cancer con fenotipo de MSS. Es mas, estos canceres expresan bajos
niveles de HSP110 mutada. Se cree que administrar la HSP110 mutada y/u otro inhibidor de HSP110 de tipo
silvestre (concretamente, un peptidomimético o un fragmento como se describe aqui anteriormente) restaura su
sensibilidad ante la apoptosis.

Como alternativa, el cancer puede tener un fenotipo de MSI.

Los inventores han encontrado que las células que expresan HSP110 mutada son mas sensibles a la apoptosis,
principalmente la apoptosis inducida por farmacos quimioterapéuticos. Por lo tanto, se describe también una
combinacién de un compuesto como se describe aqui anteriormente y de un farmaco quimioterapéutico para uso
simultaneo o secuencial en el tratamiento de cancer. Se entiende por “farmaco _guimioterapéutico” un farmaco que
tiene aprobacion de comercializacién para el tratamiento del cancer, o un farmaco que esta experimentando un
ensayo clinico o preclinico para el tratamiento del cancer.

El compuesto descrito en la presente memoria puede formularse en una composicion farmacéutica. Por tanto, se
describe una composicién farmacéutica que comprende uno cualquiera de los compuestos anteriores y un portador
fisioldgicamente aceptable. Los portadores fisioldgicamente aceptables pueden prepararse mediante cualquier
procedimiento conocido por los especialistas en la materia.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un compuesto como se describe anteriormente
incluyen todas las composiciones en las que el compuesto o compuestos estan contenidos en una cantidad eficaz
para el fin pretendido. Ademas, las composiciones farmacéuticas pueden contener portadores farmacéuticamente
aceptables adecuados que comprenden excipientes y auxiliares que faciliten el procesamiento de los compuestos
activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables
adecuados son bien conocidos en la materia y se describen, por ejemplo, en “Remington's Pharmaceutical Sciences”
(Mack Publishing Company, Easton, EE.UU., 1985), que es un texto de referencia estandar en este campo. Los
vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden seleccionarse rutinariamente de acuerdo con el modo de
administracion, solubilidad y estabilidad de los péptidos. Por ejemplo, las formulaciones para administracion
intravenosa pueden incluir disoluciones acuosas estériles que pueden contener también tampones, diluyentes y
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otros aditivos adecuados. Se da a conocer en la bibliografia el uso de biomateriales y otros polimeros para
suministro de farmacos, asi como las diferentes técnicas y modelos para validar un modo de administracion
especifico.

El compuesto puede administrarse mediante cualquier medio que consiga el fin pretendido. Por ejemplo, la
administracion puede conseguirse mediante una serie de vias diferentes incluyendo, pero sin limitacién, el uso
subcutaneo, intravenoso, intradérmico, intramuscular, intraperitoneal, intracerebral, intratecal, intranasal, oral, rectal,
transdérmico, bucal, tépico, local, inhalativo o subcutaneo.

Las dosificaciones para administrar dependen de las necesidades individuales, del efecto deseado y de la ruta de
administracion elegida. Se entiende que la dosificaciéon administrada dependera de la edad, sexo, salud y peso del
receptor, del tratamiento concurrente si lo hubiera, de la frecuencia de tratamiento y de la naturaleza del efecto
deseado. La dosis total requerida para cada tratamiento puede administrarse en multiples dosis o en una sola dosis.

Dependiendo de la via de suministro pretendida, los compuestos pueden formularse en formas liquida (p.€j.,
disoluciones, suspensiones), sdlida (p.ej., pildoras, comprimidos, supositorios) o semisolida (p.ej., cremas geles).

En una realizacién preferida, las composiciones se presentan en formas de dosificacion unitarias para facilitar una
dosificacion exacta. El término “formas de dosificacion unitaria” hace referencia a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y otros mamiferos, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado, en asociacién con
un excipiente farmacéutico deseado. Las formas de dosificacion unitaria tipicas incluyen ampollas o jeringuillas
prellenadas premedidas de composiciones liquidas o pildoras, comprimidos, capsulas o similares en el caso de
composiciones solidas. En dichas composiciones, el compuesto de la invencion es habitualmente un componente
minoritario (de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 % en peso, o preferiblemente de aproximadamente 1 a
aproximadamente 40 % en peso), siendo el resto diversos vehiculos o portadores y auxiliares de procesamiento
Utiles para formar la forma de dosificacién deseada.

Los compuestos de esta invencion pueden administrarse también en formas de liberaciéon prolongada o a partir de
sistemas de suministro de farmaco de liberacién prolongada.

La invencién contempla también una composiciéon farmacéutica que comprende un acido nucleico que codifica la
HSP110 mutada de la invencion en el marco, p.ej., de un tratamiento por terapia génica. En este caso, el acido
nucleico esta preferiblemente presente en un vector, en el que se dispone la secuencia que codifica el péptido bajo
el control de sefiales de expresion (p.ej., un promotor, un terminador y/o un potenciador) que permitan su expresion.
El vector puede corresponder, por ejemplo, a un vector virico tal como un vector adenovirico o lentivirico.

La invencién proporciona ademas kits que comprenden una composiciéon farmacéutica que comprende un
compuesto de la invencion e instrucciones referentes al modo de administracion. Estas instrucciones pueden indicar,
p.€j., la indicacion médica y/o la via de administracion y/o la dosificacion y/o el grupo de pacientes para tratar.

Se describe ademas un método para tratar cancer, en el que dicho método comprende la administracion de una
cantidad eficaz de un compuesto seleccionado del grupo consistente en:

a) la proteina de choque térmico 110 (HSP110) mutada como se describe aqui anteriormente; y/o

b) un fragmento que comprende o consiste en al menos 6 aminoacidos consecutivos al menos un
80 % idénticos a la SEQ ID NO: 1, preferiblemente al menos un 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 o
100 % idénticos a la SEQ ID NO: 1; y/o

c) un peptidomimético de la HSP110 mutada de a) o del fragmento de b); y/o
d) un acido nucleico que codifica la HSP110 mutada de a) o un fragmento de b); y/o
e) un inhibidor de la degradaciéon de ARNm mediada por mutaciones terminadoras (NMO),

a un individuo necesitado de ello.

En una realizacion preferida, dicho método comprende la administracion de la proteina de choque térmico 110
(HSP110) mutada como se describe aqui anteriormente y un inhibidor de la degradacién de ARNm mediada por
mutaciones terminadoras (NMD).

El compuesto se administra en una “cantidad eficaz”, concretamente en una cantidad suficiente para tratar el cancer.
Se apreciara que esta cantidad variara con la eficacia del agente o agentes terapéuticos empleados, con la
naturaleza de cualquier portador usado, con la gravedad de la enfermedad y la edad del paciente. La determinacion
de las cantidades apropiadas para cualquier composicién dada esta dentro de las habilidades en la materia,
mediante series estandares de pruebas disefiadas para valorar los niveles terapéuticos apropiados.

Se entiende por “individuo necesitado de ello” un individuo que padece un cancer, o un individuo que esta en
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remision después de haber padecido un cancer.

En el marco de la presente descripcion, el individuo es preferiblemente un individuo humano. Sin embargo, se prevé
también el uso veterinario de los polipéptidos y farmacos descritos en la presente memoria. El individuo puede
corresponder también por tanto a un individuo no humano, preferiblemente un mamifero no humano.

El término “tratar” pretende englobar tanto métodos terapéuticos como profilacticos, concretamente un método
orientado a curar, mejorar la afeccion y/o alargar la vida de un individuo que padece cancer. Hace referencia
también a métodos orientados a prevenir la aparicion o extension de metastasis, asi como a métodos orientados a
prevenir una recaida.

» oo« » oo«

Aunque tienen significados distintos, los términos “comprende”, “tiene”, “contiene” y “consiste en” se han usado
intercambiablemente a lo largo de esta memoria descriptiva y pueden reemplazarse entre si.

La invencion se evaluara ademas con vistas a los siguientes ejemplos y figuras.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 representa el cribado de un gran serie de genes candidatos que contienen repeticiones de ADN
intrénico cuya inestabilidad debida a MSI podia generar omisién exdnica o retencidon exénica. Se muestran los
criterios usados para seleccionar los genes candidatos (IR: repeticion intronica. IEJ: conexion intron-exoén). Todos los
genes seleccionados se expresaban en CCR. Entre los 45 genes candidatos, dos exhibian perfiles de PCR-RT
aberrantes que sugerian omision exdnica en estirpes celulares de CCR que exhiben MSI, concretamente MRE11 y
HSP110.

La Figura 2 representa el analisis de la presencia de un producto especifico adicional de PCR-RT de HSP110
detectado en muestras de tumor con MSI para 14 estirpes celulares de CCR. Su tamafio sugeria la omision del exén
9 en ARNm de HSP110. No se consiguié detectar su expresion en estirpes celulares competentes de MMR, p.gj. en
7 estirpes celulares de CCR con MSS y 4 estirpes celulares de LBL con MSS. Se confirmaron los resultados en una
serie de 4 y 7 CCR primarios (T) que eran MSI o MSS, respectivamente, y sus mucosas normales coincidentes (N).

La Figura 3 representa la estructura de proteinas HSP110 de tipo silvestre y HSP110 mutada.

La Figura 4 representa perfiles alélicos para varias estirpes celulares de CCR con MSI y tumores primarios y
controles (estirpes celulares de CCR y LBL con MSS) en T de HSP110 intrénico. Las muestras con MSS eran
débilmente polimérficas, mientras que las estirpes celulares de CCR con MSI y tumores primarios exhibian siempre
alelos aberrantes que caian fuera de la zona polimoérfica (zona rayada). Se observaron diversas deleciones alélicas
en el intervalo de 3 a 8 pares de bases de tamafio. Las deleciones observadas eran mayoritariamente bialélicas en
las estirpes celulares de CCR con MSI. En los tumores primarios con MSI, los perfiles alélicos sugerian en gran
medida en la mayoria de casos mutaciones bialélicas, como se muestran. Los ndmeros indican el tamafio de la
delecion de T47 de HSP110 en muestras de tumor con MSI (en pares de bases).

La Figura 5 representa el andlisis de frecuencia de mutacién de Ti7 de HSP110 intrénico. La mutacién de la
repeticion se detectaba mas frecuentemente en CCR primarios con MSI (100 %) y adenoma premaligno (53 %) que
para cualquiera las alteraciones codificantes microsatelitales. Los nimeros indican el tamafio de la delecion de T+7
de HSP110 en muestras de tumor con MSI o adenoma.

La Figura 6 representa un diagrama que muestra el andlisis de la expresion de HSP110wt y HSP110delE9 por PCR-
RT. Se muestran graficas de amplificacion correspondientes a productos de PCR-QTR de HSP110wt vy
HSP110delE9. Se amplificaron de manera comparativa por PCR-RT usando los mismos cebadores de PCR, pero
distintas sondas internas que eran especificas del transcrito de HSP110wt o HSP110delE9. Se expresan los
resultados (E) como la diferencia en N veces de expresion de HSP110delE9 respecto a HSP110wt (deltaCt), en que
deltaCt se determiné en cada caso restando el valor medio de Ct de ARNm de HSP110delE9 del valor medio de Ct
de ARNm de HSP110wt.

La Figura 7 representa la cuantificacion de la expresion de HSP110wt y HSP110delE9 en estirpes celulares con
MSS y MSI y CCR primarios. Se calcularon los valores de la relacion de E (Ensp11odeies/Enspi1owt) para 14 estirpes
celulares de CCR con MSI y 43 muestras de tumor primario. Se ensayaron también como controles LBL con MSS
(N= 20), estirpes celulares de CCR con MSS (N=7; ALA, COL0O320, SW480, FET, GLY, FRI, EB) y CCR primarias
con MSS (N= 20). Se observé una diferencia altamente significativa entre los CCR primarios con MSI y MSS
referente a la expresion de HSP110delE9 (P = 8,5x‘|0'5; prueba t de Student). Los valores medios de E se indican
por barras negras en cada caso.

La Figura 8 representa la correlacion de la longitud de la repeticion T7 y la expresion de ARNm de HSP110delE9.
Las barras rayadas y blancas corresponden a CCR en que la expresion de ARNm de HSP110delE9 era baja o alta,
respectivamente, concretamente por debajo o por encima del valor mediano calculado en la serie tumoral. El tamafio
de la delecion en Ty era significativamente diferente entre estos dos grupos de tumores (P= 1,1 x10™%; prueba t de
Student). EI ARNm de HSP110delE9 se expresaba generalmente a bajos niveles en tumores con MSI que exhibian
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deleciones de T47 pequeias, concretamente de 3 o 4 pares de bases, o en tumores con MSS que no estaban
mutados. En contraposicion, se expresaba en gran medida en tumores con MSI que exhibian deleciones de Tq7
mayores, concretamente de 5 a 8 pares de bases.

La Figura 9 representa el efecto de la expresion de HSP110delE9 sobre la agregacion de proteina. Se calentaron a
55 °C durante 1 h extractos de proteina de células MEF HSF1” transfectadas con HSP70, HSP110 y/o
HSP110delE9. La relacion entre la cantidad inicial de proteina soluble antes y después del choque térmico permitia
la cuantificacion de la agregacion de proteina. Cada barra es el valor medio de 4 experimentos diferentes. *P< 0,05.

La Figura 10 representa el analisis de HSP110delE9 ante HSP110 de tipo silvestre. Se sometieron lisados celulares
de HCT116 transfectadas con HSP110 marcada con GFP y/o HSP110delE9 a inmunoprecipitacion usando HSP110
que reconoce el extremo C de HSP110. Después de la migracion, se inmunotifieron las membranas con anticuerpo
de GFP. Entradas: nivel de proteina en los lisados celulares totales.

La Figura 11 representa el efecto de HSP110delE9 sobre la apoptosis. Se trataron células HCT116 transfectadas
con HSP110 marcada con GFP, HSP110delE9 o un vector vacio (GFP) con el ligando TRAIL recombinante (5 h) a
las dosis indicadas. Se midié la apoptosis mediante analisis FACS de la actividad de caspasa 3.

La Figura 12 representa el efecto de aumentar la dosis de HSP110delE9 sobre la apoptosis. Se trataron células
HCT116 transfectadas con HSP110 marcada con GFP y dosis aumentadas de HSP110delE9 o un vector vacio
(GFP) con ligando TRAIL recombinante (60 ng/ml, 5 h) y se determiné el porcentaje de apoptosis por tincion con
DAPI (condensacion de cromatina).

La Figura 13 representa el efecto proapoptotico de HSP110delE9 sobre células tumorales tratadas con un agente
quimioterapéutico. Se transfectaron células HCT116 (MSI) o SW480 (MSS) con HSP110wt (1,5 ug) y se
cotransfectaron con dos dosis diferentes (0,5 y 1 pg) de cualquiera de vector vacio con GFP o HSP110delE9.
Después del tratamiento con oxaliplatino (Oxa, 40 uM, 48 h), se valor6 la apoptosis por analisis FACS. *P< 0,05.

La Figura 14 representa analisis univariados de Kaplan-Meier de la supervivencia libre de enfermedad (DFS) en
pacientes de CCR con MSI o MSS. Para los analisis estadisticos, solo se muestran los 5 primeros afios. Como se
esperaba, las siguientes caracteristicas cllnlcopatologlcas de los pacientes de CCR con MSI o MSS eran dlferentes
concretamente la etapa de Dukes (P= 2,6x10™: prueba exacta de Fisher), la edad de diagndstico (P= 2,9x10°) y la
localizacion tumoral (P= 5x10).

La Figura 15 representa estimaciones de Kaplan-Meier de la DFS en diferentes grupos de pacientes de CCR segun
la expresion de HSP110. Se efectud el analisis univariado como en la Figura 1. Las siguientes caracteristicas
clinicopatoldgicas de pacientes con tumores MSI-HSP110delE9™" (N= 9; 24 %) o MSI-HSP110delEQ"™" (N= 29;
76 %) no eran significativamente diferentes, concretamente, etapa de Dukes, localizacion tumoral, género, estado de
mutacion del gen BRAF, KRAS y PIK3CA, estado de CIMP y CIN, mutaciones de desplazamiento de marco en
genes diana para MSI, estado de metilacion de MLH1y MGMT.

La Figura 16 representa la distribucién de los genotipos de T17 de HSP110 en 405 CCR con MSS.
La Figura 17 representa la distribucién de los alelos de T17 de HSP110 mutada en CCR con MSI.

La Figura 18 representa el andlisis de supervivencia de pacientes de CCR con MSI en etapa Il y etapa Il a partir de
la cohorte inicial segun el tamafio de las deleciones en la repeticion de ADN T4; de HSP110. Se clasifican los
pacientes en dos grupos segun el tamafio de delecién de la repeticion intrénica T17 de HSP110 (AT 25 pb, T11, T1o,
Tg para pacientes HSP1 10Del" con MSI; 0 < AT <5, Ti7 a T2 para pacientes HSP1 10Del® con MSI).

La Figura 19 representa el analisis de supervivencia de pacientes de CCR con MSI en etapa Il y etapa Ill a partir de
la cohorte de validaciéon segun el tamafio de las deleciones en la repeticion de ADN T17 de HSP110. Se clasifican los
pacientes en dos grupos segun eI tamarfio de la delecion en la repeticion intrénica Tq7 de HSP110 (AT 2 5 pb, Tq4,
T10, To para pacientes HSP110Del" con MSI; 0 < AT <5, Ti7a Trz para pacientes HSP1 10Del® con MSI).

La Figura 20 representa el analisis de supervivencia de pacientes de CCR con MSI en etapa Il y etapa Il segun el
tamafio de las deleciones en la repeticion de ADN T17 de HSP110 (cohorte global de pacientes). Se clasifican los
pacientes en dos grupos segun eI tamano de la delecion en la repeticion intrénica T17 de HSP110 (AT = 5 pb, Tq4,
T10, To para pacientes HSP1 10Del" con MSI; 0 < AT <5, T17a T2 para pacientes HSP1 10Del® con MSI).

La Figura 21 representa el analisis de supervivencia de pacientes de CCR con MSI segun el tamario de la delecion
en la repeticion de ADN T17 de HSP110. En cada analisis de supervivencia, se agrupan los pacientes en dos grupos
segun el tamafo de la delecion de Tq7 en el ADN tumoral (panel superior izquierdo: AT = 2 pb, T14 a To,
concretamente pacientes de CCR HSP1 10Del" con MSI, 0 AT <2, T17a Tys, concretamente HSP110Del® con MSI.
Panel superior derecho: AT =2 3 pb T43 a Ty, concretamente pacientes de CCR HSP1 10Del" con MSI, 0 < AT < 3, Ty7
a Tua, concretamente HSP110Del® con MSI. Panel inferior izquierdo: AT = 4 pb, T12 a Ty, concretamente pacientes
de CCR HSP110Del" con MSI, 0 £ AT <3, T17a Tys, concretamente HSP110Del® con MSI. Panel inferior derecho:
AT 2 5 pb, T11 a Ty, concretamente pacientes de CCR HSP1 10Del" con MSI, 0 £ AT < 5, T47 a T2, concretamente
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HSP110Del® con MSI.

La Figura 22 representa el analisis de supervivencia de pacientes de CCR con MSI en etapa Il y etapa Il tratados
con quimioterapia segun el tamafo de las deleciones en la repeticion de ADN T17 de HSP110. Se clasifican los
pacientes en dos grupos segun el tamafio de la delecién en la repeticion intronica Tz de HSP110 (AT = 5 pb, Ti4,
T10, To para pacientes HSP1 10Del" con MSI; 0 AT <5, Ti7a T2 para pacientes HSP1 10Del® con MSI).

La Figura 23 representa el analisis de supervivencia de pacientes de CCR con MSI en etapa Il y etapa Il tratados
con 5-fluorouracilo segun el tamafio de las deleciones en la repeticion de ADN Tq7 de HSP110. Se clasifican los
pacientes en dos grupos segun el tamafio de la delecién en la repeticion intronica Tz de HSP110 (AT = 5 pb, Ty,
T10, To para pacientes HSP1 10Del" con MSI; 0 AT <5, Ti7a T2 para pacientes HSP1 10Del® con MSI).

DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

La SEQ ID NO: 1 hace referencia a la secuencia aminoacidica de la proteina HSP110 mutada.

La SEQ ID NO: 2 hace referencia a la secuencia aminoacidica de la proteina HSP110 de tipo silvestre.
La SEQ ID NO: 3 hace referencia a la secuencia nucleotidica de HSP110 mutada.

Las SEQID NO: 4,5, 6, 7,10, 11, 12 a 23 hacen referencia a secuencias de cebadores y sondas.

La SEQ ID NO: 8 hace referencia a la secuencia nucleotidica de HSP110 de tipo silvestre.

La SEQ ID NO: 9 hace referencia a la repeticion microsatelital de 17 nucleétidos de timidina localizada en el sitio
aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica HSP110.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1: Material y métodos
Muestras tumorales y estirpes celulares

Se adquirieron las estirpes celulares de CCR en la American Type Culture Collection y se mantuvieron en DMEM
(LifeTechnologies) que contenia 10 % de suero fetal bovino (Invitrogen) y glutamina. Se obtuvieron tumores
primarios y tejidos colénicos normales de pacientes que experimentaron cirugia por CCR. Se confirmo
histopatolégicamente que todos los casos eran adenocarcinomas. Se determin6 el estado de MSI mediante PCR
multiple fluorescente que comprende 5 repeticiones mononucleotidicas cuasimonomorficas (BAT-25, BAT-26, NR-
21, NR24 y NR-27), como se describe en Buhard et at., J. Clin. Oncol. 24 (2), 241 (2006).

Analisis de mutacion

Se extrajo ADN tumoral de muestras congeladas usando el kit QlAamp DNA Tissue Kit (Qiagen) segun las
instrucciones del fabricante. Se disefiaron cebadores especificos del intron 8 de HSP110 usando e-primer3
(http:/bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/eprimer3.html). El cebador de codificacion y cebador inverso para analisis
de mutacion tienen respectivamente las secuencias

5'-CCCTGTCCATCCATTGGAATTGA-3 (SEQ D NO: 10},

5'-GGAACTGCATCTGTGACGGAA-3 {SEQ ID NO: 1 1:'. Se efectuaron reacciones de PCR a

un volumen final de 20 ul que contenia 100 ng de ADN gendmico, 0,15-0,40 uM de cada cebador y 1 unidad de ADN
polimerasa HotStarTaqg (Qiagen). Las condiciones de ciclacion térmica comprendian una etapa de desnaturalizacion
inicial a 94 °C durante 10 min y 40 ciclos a 94 °C durante 30 s y a 57 °C durante 30 s. Se mezclaron diluciones
adecuadas de los productos de PCR fluorescentes con formamida y patron de tamafio GeneScan™ 400HD ROX™
(Applied Biosystems), se termodesnaturalizaron y se procesaron en un capilar corto que contenia polimero 4 de
rendimiento optimizado de GS en el analizador genético ABI 3130 usando el software GeneMapper 3.7 (Applied
Biosystems).

Anadlisis de PCR-RT cuantitativo (PCR-QTR) inmediato

Se aislo el ARN total usando el reactivo Trizol segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Se evalud la
integridad del ARN en un 2100 Bioanalyzer usando el kit RNA 6000 Nano LabChip kit (Agilent). Se usaron solo las
muestras con ARN intactos para el analisis de expresion génica (relacion de ARN de 28S/18S > 1,6 y ausencia de
picos aberrantes en el perfil de ARN). Se sintetizaron los ADNc usando el kit High Capacity cDNA Archive Kit segin
las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems). Para los experimentos de PCR-QTR, se obtuvieron los valores
de expresion a partir del numero Ct al que empieza a detectarse el aumento de sefial asociado a la amplificacion
exponencial de los productos de PCR usando el software de analisis Applied SDS Biosystems segun el fabricante.
Se disefiaron cebadores (de codificacion

5-GCTACACGAATTCCAGCTGTGA-3° (SEQ ID NO: 4) e inverso 5'-
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GAGCJELGGATGGTTTCGACTAAA'S’y sondas internas usando Primer Express y se sintetizaron por

Applied Biosystems. Se disefiaron especificamente las sondas internas para amplificar transcritos de HSP110 de
tipo silvestre (llamada de aqui en adelante HSP110wt)

(5-6FAM-TACAGTGTGCAATACTT-3" (SEQ 1D NO: 7))o HsP110 mutada (lamada de aqui

ensayos de control sin molde y control sin transcriptasa inversa (negativo de transcriptasa inversa) producian
sefiales insignificantes (habitualmente Ct > 35) y se usaron para confirmar la ausencia de formacién de cebador
dimérico y de contaminacion de ADN gendmico. Se efectuaron las reacciones de PCR por triplicado usando un
sistema de deteccion de secuencia ABI Prism 7900 y la mezcla maestra de PCR TagMan (Applied Biosystems). Se
expresaron los resultados como la diferencia en N veces de expresion de HSP110AE9 respecto a HSP110wt (ACt),
en que se determinaba ACt en cada caso restando el valor medio de Ct de ARNm de HSP110delE9 del valor medio
de Ct de ARNm de HSP110wt. Las condiciones de ciclacién térmica comprendian una etapa de desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 10 min y 40 ciclos a 95 °C durante 15 s y a 60 °C durante 1 min.

Células, plasmidos, transfecciones y materiales

Se cultivaron células HCT116, fibroblastos embrionarios de ratén (MEF), MEF de la American Type Culture
Collection, ATCC) y HSF17 en DMEM/10 % de FBS (suero fetal bovino, Lonza, Basilea, Suiza). Los constructos de
HSP70 y HSP27 se han descrito anteriormente (Ribeil ef al., Nature 445: 102-105 (2007); Brunet et al., BMC Med
Gene 10: 144 (2009)). Se obtuvo el constructo GFP-HSP110 de Addgene (Cambridge, Inglaterra). Se produjo el
mutante de HSP110 por PCR a partir del vector GFP-HSP110 usando los siguientes cebadores:

5'CGC GCG CGC AAG ATC TAC ATG TCG GTG GTG GGG 3' (Bgl II)
(SEQ ID NO:12)

5'CGC GCG CGC AAG CTT TCA TGA ACA CTG TAA TGC ACA
TCC3 {Hlﬂd” |) {SEQ ID NO:13). Después de la digestion con las enzimas Bgl Il e Hind Ill, se clon6

ADNc de HSP110 mutante en el vector EGFp C2. Se efectuaron las transfecciones usando el reactivo Jet PEI
(Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, Francia). Se adquiri6 oxaliplatino en Sigma-Aldrich (disolucion madre 5 mg/ml).
El His-TRAIL recombinante fue un regalo de Olivier Micheau (INSERM U866, Francia).

y

Inmunoprecipitacion y transferencia Western

Se lisaron en primer lugar las células transfectadas con tampén de lisis (Hepes 50 mM (pH 7,6), NaCl 150 mM,
EDTA5 mMy 0,1 % de NP40) seguido de inmunoprecipitacion usando anticuerpo marcado con GFP. Se separaron
los inmunoprecipitados en gel de poliacrilamida con 10 % de SDS y se transfirieron entonces a membranas de PVDF
usando un aparato de transferencia en humedo (BioRad, Hercules, California, EE.UU.). Se sondearon en primer
lugar las membranas durante una noche usando anticuerpos primarios: el anticuerpo con marcaje HA era de
Covance (Eurogentec, Angers, Francia), 14-3-3 de Santa-Cruz (TebuBio, le Perray en Yvelines, Francia) y el
anticuerpo con marcaje GFP de Millipore (Molsheim, Francia). A continuacion, se incubaron las membranas durante
1 hora con anticuerpos secundarios apropiados acoplados con peroxidasa de rabano picante (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PE) y se revelaron con ECL (Amersham, Les Ullis, Francia).

Anadlisis de la muerte celular

Se sembraron células adherentes sobre placas de cultivo de 12 pocillos (1,5 x 10° células/pocillo) en medio
completo. Cuando se indica, se trataron las células con TRAIL (150 ng/ml o 500 ng/ml) durante 4 horas y se midié
entonces la muerte celular por tincion con Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich). Después de tratamiento durante 48 h con
oxaliplatino (OxaPt, 20 y 40 uyM), se detectaron células apoptoticas por tincion con Ap02.7. Brevemente, se
recolectaron las células, se lavaron con PBS y se permeabilizaron con digitonina (100 mg/ml, 10 min a 40° C). Se
incubaron las células con anticuerpo anti-Ap02.7 y se analizaron las células apoptoticas mediante citometria de flujo
usando un citémetro de flujo LSR2 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

Actividad chaperona de HSP110

Se evalud la actividad chaperona de HSP110 usando un ensayo de termolabilidad de proteina. Se calenté a 55 °C
durante 1 hora la proteina total (2 mg/ml) de MEF HSF1"" que se habian transfectado con HSP70 (control positivo),
HSP27 (control negativo), HSP110 o HSP110 mutante (Dc Assay Kits, Bio-Rad, Francia). Después de centrifugacion
para eliminar las proteinas agregadas, se cuantificaron las proteinas nativas restantes en el sobrenadante. La
relacion entre la cantidad inicial de proteina soluble y la obtenida después del calentamiento permitia la
cuantificacion de la agregacion de proteina.

Extraccion de nucleo/citoplasma

Se obtuvieron extractos citoplasmaticos y nucleares después de la lisis de 5-10x10° células durante 10 minutos en
hielo en tampodn de lisis (Hepes 20 mM pH 7,4, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, 10 % de glicerol) con 0,2 % de NP-40 en
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presencia de inhibidores de proteasa. Se centrifugaron los lisados celulares a 14.000 rpm durante 10 min y se
recogio cuidadosamente el sobrenadante (fraccion citoplasmatica). Se lavod el sedimento una vez, se resuspendio en
tampon de lisis (Hepes 20 mM pH 7,4, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, 20 % de glicerol, NaCl 350 mM, inhibidores de
proteasa) y se obtuvieron las fracciones nucleares después de centrifugacion (14000 rpm, 10 min).

Tincién por inmunofluorescencia

Se fijaron células transfectadas con GFP en PBS-paraformaldehido (al 4 %) durante 15 min y se lavaron entonces
con PBS (Cambrex, Emerain Ville, Francia). Se valoré la fluorescencia de GFP usando la estacion Cell Observer
(Zeiss, Alemania).

Pacientes

Los pacientes del estudio retrospectivo experimentaron la reseccién quirdrgica curativa de CCR de Dukes 2 o Dukes
3 histolégicamente probadas. El estudio se ha realizado segun las recomendaciones de las autoridades
institucionales. Se operaron los pacientes en el hospital Saint-Antoine o en el Centre de Physiopathologie de
Toulouse Purpan. Los pacientes con CCR de Dukes 3 recibieron quimioterapia complementaria con farmacos,
incluyendo FL (fluorouracilo mas leucovorina) y oxaliplatino (FOLFOX4).

Anadlisis estadistico

Se valoraron las diferencias entre variables con la prueba Chi-2 o exacta de Fisher, segun fuera apropiado. Se
valoraron las comparaciones de la media entre las variables usando la prueba t de Student. El resultado clinico
primario era supervivencia libre de enfermedad. Se obtuvieron las curvas de supervivencia usando estimaciones de
Kaplan-Meier. Se valoro la diferencia entre las curvas de supervivencia usando la prueba de rangos logaritmicos con
un punto final a los 5 afios.

EJEMPLO 2: Resultados

Investigacion de eventos de corte y empalme aberrantes debidos a MSI en estirpes celulares de CCR y
tumores primarios

Para descubrir un nuevo mutante con un presunto papel en la carcinogénesis impulsada por MSI, se analizd
mediante PCR-RT no cuantitativa el patron de expresion de 45 exones candidatos que se localizan en 3’ de un intrén
que contiene una secuencia de repeticion mononucleotidica de al menos 8 nucleétidos y en la cercania del sitio
aceptor de corte y empalme. Se muestran en la Figura 1 los criterios detallados usados para seleccionar estos genes
candidatos. Se emprendi6 la busqueda mediante PCR-RT no cuantitativa usando un conjunto de estirpes celulares
humanas de CCR con MSI y MSS (N= 21; 14 MSI, 7 MSS). Usando cebadores que coincidian con las secuencias en
5y 3’ de cada exén diana, 43 exhibieron el mismo patron de expresion en estirpes celulares de cancer con MSl y
MSS. Estas se cortaron y empalmaron de forma alternativa (N= 10) o no (N= 33). En los 2 casos restantes (MRE11y
HSP110), el patron de expresion era notablemente diferente entre las muestras con MS| y MSS. Esto era debido a la
presencia de un producto de PCR adicional que era solo detectable en las estirpes celulares de CCR con MSl y era
debido a la omisién del exén 5 en MRE11 (resultado no mostrado), como ya se ha resefiado por Giannini et al.,
Oncogene 23 (15), 2640 (2004), y a la omision del exén 9 en HSP110 (Figura 2 y no mostrado). Se encontro
también que la presencia de este producto de PCR-RT de HSP110 adicional era especifica de muestras tumorales
primarias con MSI (Figura 2). No se detecté en una serie de estirpes celulares humanas no tumorales como
controles competentes de MMR adicionales (estirpes celulares linfoblastoides [LBL], N= 20) (Figura 2). Entre los
pacientes de CCR con MSI, se observé que la amplificacién del producto de PCR-RT adicional se limitaba a los
tejidos tumorales con MSI y no se observaba nunca en muestras de mucosa normal coincidentes (Figura 2).

El microsatélite de ADN intrénico T de HSP110 esta siempre mutado en estirpes celulares de CCR con MSI
y tumores primarios

A continuacion, se determiné el estado mutacional de la repeticiéon de ADN T17 de HSP110 localizada en 5’ y cerca
del sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8. Se analizaron los perfiles alélicos de esta repeticion no codificante
usando genotipado de fluorescencia en el panel de estirpes celulares de CCR con MSI y MSS y tumores primarios,
asi como en LBL de control para valorar el estado polimoérfico de esta secuencia (Tabla 2).

TIPO DE MUESTRA NOMBRE ESTADO DE | GENOTIPO | TAMANO DE | EXPRESION
DE MSI/MSS DE T17 DELECION DE ARNm DE
MUESTRA (en pb)* HSP110del9
(en %)
ESTIRPE CELULAR DE CCR | CO115 MSI 139/140 7 29,4
ESTIRPE CELULAR DE CCR | LS174T MSI 140/142 6 193,9
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TIPO DE MUESTRA NOMBRE ESTADO DE | GENOTIPO | TAMANO DE | EXPRESION
DE MSI/MSS DE T17 DELECION DE ARNm DE
MUESTRA (en pb)* HSP110del9
(en %)
ESTIRPE CELULAR DE CCR | LOVO MSI 141/141 5 25,7
ESTIRPE CELULAR DE CCR | TC71 MSI 142/146 4 48,1
ESTIRPE CELULAR DE CCR | HCT15 MSI 142/143 4 17,1
ESTIRPE CELULAR DE CCR | HCT116 MSI 143/144 3 14,3
ESTIRPE CELULAR DE CCR | TC7 MSI 141/143 5 90,2
ESTIRPE CELULAR DE CCR | SW48 MSI 141/144 5 14,1
ESTIRPE CELULAR DE CCR | RKO MSI 139/142 6 14,4
ESTIRPE CELULAR DE CCR | HCT8 MSI 143/145 3 7,3
ESTIRPE CELULAR DE CCR | LS411 MSI 140/141 6 596,9
ESTIRPE CELULAR DE CCR | KM12 MSI 140/141 6 88,4
ESTIRPE CELULAR DE CCR | LIM1215 MSI 142/143 4 12,6
ESTIRPE CELULAR DE CCR | LIM2405 MSI 141/143 5 12,9
ESTIRPE CELULAR DE CCR | ALA MSS 146 0 8,2
ESTIRPE CELULAR DE CCR | COL0O320 MSS 146 0 6,8
ESTIRPE CELULAR DE CCR | EB MSS 145 0 5,0
ESTIRPE CELULAR DE CCR | FET MSS 146 0 6,0
ESTIRPE CELULAR DE CCR | FRI MSS 145 0 4,6
ESTIRPE CELULAR DE CCR | GLY MSS 145/146 0 9,1
ESTIRPE CELULAR DE CCR | SW480 MSS 146 0 8,4
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-1 MSS 145 0 17,9
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-2 MSS 145/146 0 18,0
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-3 MSS 146 0 14,0
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-4 MSS 145 0 10,6
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-5 MSS 146 0 22,6
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-6 MSS 145/146 0 26,0
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-7 MSS 145/146 0 19,3
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-8 MSS 145 0 19,7
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-9 MSS 145/146 0 24,0
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-10 MSS 145 0 18,9
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-11 MSS 146 0 19,9
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-12 MSS 145/146 0 15,4
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-13 MSS 146 0 16,7
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TIPO DE MUESTRA NOMBRE ESTADO DE | GENOTIPO | TAMANO DE | EXPRESION
DE MSI/MSS DE T17 DELECION DE ARNm DE
MUESTRA (en pb)* HSP110del9
(en %)
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-14 MSS 145 0 26,8
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-15 MSS 145/146 18,3
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-16 MSS 145/146 0 23,7
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-17 MSS 145/146 0 20,8
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-18 MSS 145/146 0 24,3
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-19 MSS 145 0 25,3
ESTIRPE CELULARDE LBL | LBL-20 MSS 146 0 26,5
CCR PRIMARIO TMSI1 MSI 141/145 5 46,8
CCR PRIMARIO TMSI10 MSI 143/146 3 11,7
CCR PRIMARIO TMSI11 MSI 141/144 5 18,6
CCR PRIMARIO TMSI12 MSI 140/142/144 | 6 44,9
CCR PRIMARIO TMSI13 MSI 140/144 6 38,9
CCR PRIMARIO TMSI14 MSI 141/142/145/ | 5 40,8
146
CCR PRIMARIO TMSI15 MSI 141/144/145 | 5 241
CCR PRIMARIO TMSI16 MSI 140/144 6 24,2
CCR PRIMARIO TMS17 MSI 140/143/145 | 6 26,8
CCR PRIMARIO TMSI18 MSI 139/144 7 25,9
CCR PRIMARIO TMSI19 MSI 138/146 8 143,3
CCR PRIMARIO TMSI2 MSI 142/144 4 18,7
CCR PRIMARIO TMSI20 MSI 141/144/146 | 5 31,2
CCR PRIMARIO TMSI21 MSI 143/145/146 | 3 15,9
CCR PRIMARIO TMSI22 MSI 140/142/144 | 6 39,9
CCR PRIMARIO TMSI23 MSI 140/142/145 | 6 46,2
CCR PRIMARIO TMSI24 MSI 141/143/145 | 5 49,8
CCR PRIMARIO TMSI25 MSI 142/146 4 45,5
CCR PRIMARIO TMSI26 MSI 140/145 6 106,3
CCR PRIMARIO TMSI27 MSI 139/140/144/ | 7 252,7
145

CCR PRIMARIO TMSI28 MSI 139/143/146 | 7 26,7
CCR PRIMARIO TMSI29 MSI 140/143/146 | 6 206,4
CCR PRIMARIO TMSI3 MSI 141/142/145 | 5 28,5
CCR PRIMARIO TMSI30 MSI 142/145 4 18,9
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TIPO DE MUESTRA NOMBRE ESTADO DE | GENOTIPO | TAMANO DE | EXPRESION
DE MSI/MSS DE T17 DELECION DE ARNm DE
MUESTRA (en pb)* HSP110del9
(en %)
CCR PRIMARIO TMSI31 MSI 142/143/145 | 4 22,4
CCR PRIMARIO TMSI32 MSI 142/145 4 55,2
CCR PRIMARIO TMSI33 MSI 140/141/145 | 6 288,2
CCR PRIMARIO TMSI34 MSI 140/146 6 314,0
CCR PRIMARIO TMSI35 MSI 143/145 3 20,8
CCR PRIMARIO TMSI36 MSI 141/146 5 58,5
CCR PRIMARIO TMSI37 MSI 138/142/145 | 8 29,7
CCR PRIMARIO TMSI38 MSI 141/145/146 | 5 479,2
CCR PRIMARIO TMSI39 MSI 141/145 5 319,5
CCR PRIMARIO TMSI4 MSI 141/142/145 | 5 76,8
CCR PRIMARIO TMSI40 MSI 141/144 5 26,2
CCR PRIMARIO TMSI41 MSI 140/145 6 27,2
CCR PRIMARIO TMSI42 MSI 143/145 3 21,3
CCR PRIMARIO TMSI43 MSI 141/144 5 57,5
CCR PRIMARIO TMSI5 MSI 140/144 6 69,3
CCR PRIMARIO TMSI6 MSI 141/145 5 73,3
CCR PRIMARIO TMSI7 MSI 142/143/146 | 4 254
CCR PRIMARIO TMSI8 MSI 142/146 4 19,1
CCR PRIMARIO TMSI9 MSI 141/145/146 | 5 38,3
CCR PRIMARIO TMSS1 MSS 145 0 12,7
CCR PRIMARIO TMSS10 MSS 146 0 11,1
CCR PRIMARIO TMSS11 MSS 146/145 0 6,3
CCR PRIMARIO TMSS12 MSS 146 0 6,8
CCR PRIMARIO TMSS13 MSS 145 0 6,9
CCR PRIMARIO TMSS14 MSS 146/145 0 7.4
CCR PRIMARIO TMSS15 MSS 146/145 0 6,6
CCR PRIMARIO TMSS16 MSS 146/145 0 7,8
CCR PRIMARIO TMSS17 MSS 145 0 7,6
CCR PRIMARIO TMSS18 MSS 146/145 0 8,7
CCR PRIMARIO TMSS19 MSS 146 0 6,0
CCR PRIMARIO TMSS2 MSS 146/145 0 10,8
CCR PRIMARIO TMSS20 MSS 146 0 8,4
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TIPO DE MUESTRA NOMBRE ESTADO DE | GENOTIPO | TAMANO DE | EXPRESION
DE MSI/MSS DE T17 DELECION DE ARNm DE
MUESTRA (en pb)* HSP110del9

(en %)

CCR PRIMARIO TMSS3 MSS 146 0 18,4

CCR PRIMARIO TMSS4 MSS 146/145 0 16,3

CCR PRIMARIO TMSS5 MSS 146/145 0 16,4

CCR PRIMARIO TMSS6 MSS 146 0 18,7

CCR PRIMARIO TMSS7 MSS 145 0 18,4

CCR PRIMARIO TMSS8 MSS 146/145 0 16,0

CCR PRIMARIO TMSS9 MSS 146 0 16,2

Tabla 2: Perfil alélico de la repeticion T17 y nivel de expresion de HSP110delE9 en estirpes celulares con MSI y
MSS y tumores primarios y en linfoblastos de control (LBL), * calculado restando el tamafio del alelo de HSP110 mas
corto a 146 en cada caso, ** respecto a la sobreexpresion de HSP110wt (PCR-RT cuantitativa).

Globalmente, esta secuencia era débilmente polimoérfica en muestras competentes de MMR (Figura 4), mientras que
estaba sistematicamente mutada en 14/14 (100 %) de las estirpes celulares de CCR con MSI 'y en 43/43 (100 %) de
los tumores primarios de CCR con MSI. Las deleciones alélicas oscilaban de 3 a 8 pares de bases mas alla de la
zona polimorfica (Figura 4 y Tabla 2). La mutacion de T17 de HSP110 era mas frecuente que todos los microsatélites
codificadores resefiados en CCR primario con MSI (Figura 5). Esta mutacion se detectaba también en 9/17 (53 %)
de los adenomas que exhiben MSI, aunque con deleciones alélicas menores que las observadas con CCR primarios
con MSI. La mutacién de Ti; de HSP110 era tan frecuente como la que afecta a TGFBR2 en dichas lesiones
colénicas premalignas (Figura 5).

Sobreexpresion de ARNm de HSP100 negativo de exon 9 (HSP110delE9) en estirpes celulares de CCR con
MSI y tumores primarios

Se confirmé en primer lugar mediante PCR-RT cuantitativa que los dos productos de PCR de HSP110 observados
en estirpes celulares de cancer con MSI correspondian a ARNm alternativos de HSP1770 que contenian o carecian
del ex6n 9 (Figura 6). Se cuantificaron tanto el ARNm de HSP110 que contiene el exén 9 (HSP110wt) como el
ARNm de HSP110 que carece del exén 9 (HSP110delE9) de manera competitiva en estirpes celulares de CCR con
MSI y MSS, asi como en LBL con MSS (Tabla 2). Se observdé que el ARNm de HSP110delE9 se expresaba
débilmente en estirpes celulares de CCR con MSS, concretamente 10-20 veces menos que el ARNm de HSP110wt
(Figura 7). En contraposicion, la expresion de ARNm de HSP110delE9 era mayor en estirpes celulares de CCR con
MSI y era significativamente diferente entre los CCR primarios con MSI (N= 43) y MSS (N= 20) (P = 8,5x10°; Figura
6 y Tabla 2).

La expresion de HSP110delE9 en CCR se correlaciona con el estado alélico de la repeticion de ADN T;; de
HSP110

Se investigd si la mutacion de la repeticion de ADN intrénico T17 de HSP110 podria influir en la expresion de
HSP110 en la serie de CCR primarios. Se asocié la longitud de la delecion de T4z con una expresion
significativamente aumentada de ARNm de HSP110delE9, en detrimento del transcrito de HSP110wt (Figura 8; P=
1,1 x10™). Se confirmaron estos resultados a nivel de proteina cuantificando la cantidad de HSP110wt y
HSP110delE9 en 10 CCR primarios con MSI que exhibian desplazamientos alélicos variables en la repeticion T17 (de
3 a 8 pb). Se observé aqui de nuevo una estrecha relacion usando transferencia Western entre el nivel de expresion
de HSP110delE9 y la longitud de la delecidon microsatelital (Figura 9). Se concluyé que la mutacion del microsatélite
T47 intrénico de HSP110 era probablemente el evento causante que conducia a la expresion aberrante de esta
chaperona en tumores colorrectales.

HSP110delE9 exhibe funciones chaperonas alteradas

La omision del exén 9 de HSP110 es desplazamiento de marco y por lo tanto genera un codén de terminacion
prematura en el exén 10 del ARNm de HSP110delE9. La HSP110delE9 es una proteina truncada que contiene el
dominio de uniéon a ATP N-terminal pero esta desprovista del dominio de unién a sustrato (Figura 3). Se efectuaron
varios ensayos funcionales para comprender mejor el papel de la expresién aumentada de HSP110delE9 en estirpes
celulares de CCR con MSI. Se estudié en primer lugar la actividad chaperona usando un ensayo de termolabilidad
de proteina que mide la capacidad in vitro de HSP110 de bloquear la agregacion de proteina inducida por un choque
térmico usando fibroblastos embrionarios de murido (MEF). Aunque la HSP110wt exhibia una actividad
antiagregacion comparable a otras HSP tales como HSP70, la HSP110delE9 perdia esta actividad chaperona
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(Figura 9). De forma interesante, este efecto era dominante negativo debido a que la actividad antiagregacion de
HSP110wt se anulaba si se afiadia HSP110delE9 al mismo tiempo (Figura 9). Se ha mostrado que HSP110 se
asocia con otras chaperonas tales como HSP70, y esto contribuye a la red chaperona celular global. Se ha
confirmado aqui en células HCT116 que la HSP110wt interaccionaba eficazmente con HSP70 y con HSP27, pero no
con HSP90. En contraposicion, la HSP110delE9 perdia la capacidad de asociarse con HSP70 y HSP27, pero se
asociaba fuertemente con HSP110wt, en linea con su efecto dominante negativo (Figura 10). Finalmente, la
HSP110delE9 exhibia una localizaciéon celular alterada en comparaciéon con HSP110wt. Aunque esta Ultima se
encontré tanto en nucleo como en citosol, la HSP110delE9 estaba limitada al citosol.

La HSP110delE9 bloquea la funcién antiapoptética de HSP110wt y sensibiliza a las células cancerosas ante
oxaliplatino

Una serie de estudios han descrito anteriormente el papel antiapoptético de HSP110. Por lo tanto, se ha investigado
el efecto sobre la apoptosis del truncamiento de HSP110 debido a la omision del exén 9. Se transfectaron células
HCT116 con HSP110wt o HSP110delE9 y se desencadend la apoptosis usando el factor de muerte celular TRAIL
(ligando inductor de la apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral). Como se esperaba, TRAIL inducia la
apoptosis dependiente de la dosis y HSP110wt ejercia un efecto protector, como se demostraba por la aparicion de
marcadores apoptéticos bien conocidos, incluyendo escision de caspasa 8, actividad de caspasa 3, escision de la
diana de caspasa 3 PARP, permeacion de la membrana mitocondrial y condensacion nuclear (Figura 11). En
contraposicion, la HSP110delE9 no solo carecia de las propiedades protectoras de HSP110wt, sino que era también
capaz de bloquear su funcion antiapoptética de manera dependiente de la dosis (Figura 12). Probablemente como
consecuencia, la sobreexpresion de HSP110delE9 en diversas estirpes celulares de CCR con MSI (HCT116, LoVo),
pero también con MSS (SW480), aumentaba su sensibilidad ante agentes anticancerosos tales como oxaliplatino, un
farmaco usado cominmente en el tratamiento complementario de pacientes de CCR (Figura 13).

La HSP110delE9 afecta a la supervivencia del paciente y a la respuesta a la quimioterapia

Se investigé a continuacion si la HSP110delE9 era de importancia clinica evaluando la expresion de ARNm de
HSP110delE9 respecto al transcrito de HSP110wt en CCR. En total, se incluyeron en este estudio 38 pacientes de
CCR con MSI y 58 con MSS con datos clinicos. Se estratificaron los tumores con MSI en dos grupos segun el nivel
de expresion de HSP110delE9, concretamente tumores MSI-HSP110delEQ™" (N= 9; 24 %) y MSI-HSP110delE9"
(N=29; 76 %), en que la relacion de ARNm de HSP110delE9/HSP110wt estaba por encima y por debajo del 75 %,
respectivamente (Figura 6). Como se esperaba, la supervivencia libre de enfermedad (DFS) de los pacientes estaba
asociada positivamente a su estado de MSI tumoral (Figura 14). Ademas, los pacientes MSI-HSP110delE9Q"""
exhibian excelentes DFS y respuesta a la quimioterapia, en contraposicion con los pacientes MSS-HSP110delE9
que no expresaban HSP110delE9 y con los pacientes MSI-HSP110delEQ"*" (Figura 15). De forma importante, no se
observé una diferencia significativa en las caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes con tumores MSI-
HSP110delEQ™" y MSI-HSP110delE9™*", incluyendo etapa de Dukes, edad y género del paciente, localizacion del
tumor primario y estado de mutacion KRAS y BRAF (Tabla 3).

Neg

Anotacion Modalidad Valor | Pacientes con CCR | Pacientes con CCR
de P | MSI-HSP110delE9™®" | MSI-HSP110delE9-*"

Etapa de Dukes B 1 6 (11%) 18 (7 %)

Etapa de Dukes C 1 3 (22 %) 11 (7%)

Localizacion tumoral Colon 0,34 1(12 %) 9 (32 %)

izquierdo

Localizacion tumoral Colon derecho | 0,34 7 (88 %) 19 (68 %)

Sexo F 0,45 5 (56 %) 11 (38 %)

Sexo M 0,45 | 4 (44 %) 18 (62 %)

Estado de mutacion del gen BRAF Mutado 1 3 (33 %) 11 (39 %)

Estado de mutacion del gen BRAF Tipo silvestre 1 6 (67 %) 17 (61 %)

Estado de mutacion del gen KRAS Mutado 1 2 (22 %) 6 (21 %)

Estado de mutacion del gen KRAS Tipo silvestre 1 7 (78 %) 22 (79 %)

Estado de mutacion del gen PIK3CA | Mutado 1 1 (11 %) 4 (15 %)

Estado de mutacion del gen PIK3CA | Tipo silvestre 1 8 (89 %) 22 (85 %)
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CIMP Negativo 1 3 (33 %) 10 (36 %)
CIMP Positivo 1 6 (67 %) 18 (64 %)
CIN Bajo 1 7 (100 %) 27 (93 %)
CIN Alto 1 0 (0 %) 2(7 %)
Estado de mutacion del gen ATR* Mutado 0,45 6 (67%) 14 (48 %)
Estado de mutacion del gen ATR* Tipo silvestre 0,45 3 (33 %) 15 (52 %)
Estado de mutacion del gen BAX* Mutado 1 5 (56 %) 14 (48 %)
Estado de mutacion del gen BAX* Tipo silvestre 1 4 (44 %) 15 (52 %)
Estado de mutacion del gen BLM* Mutado 0,42 4 (44 %) 8 (28 %)
Estado de mutacion del gen BLM* Tipo silvestre 0,42 5 (56 %) 21 (72 %)
Estado de mutacion del gen GRB714* | Mutado 1 4 (44 %) 11 (38 %)
Estado de mutacion del gen GRB14* | Tipo silvestre 1 5 (56 %) 18 (62 %)
Estado de mutacion del gen GRK4* Mutado 1 3 (33 %) 8 (28 %)
Estado de mutacion del gen GRK4* Tipo silvestre 1 6 (67 %) 21 (72 %)
Estado de mutacion del gen IGF2R* Mutado 1 4 (44 %) 12 (41 %)
Estado de mutacion del gen IGF2R* Tipo silvestre 1 5 (56 %) 17 (59 %)
Estado de mutacion del gen RAD50* | Mutado 0,15 7 (78 %) 14 (48 %)
Estado de mutacion del gen RAD50* | Tipo silvestre 0,15 2 (22 %) 15 (52 %)
Estado de mutacion del gen RBBP8* | Mutado 0,32 3 (33 %) 4 (14 %)
Estado de mutacion del gen RBBP8* | Tipo silvestre 0,32 6 (67 %) 25 (86 %)
Estado de mutacion del gen RECQL* | Mutado 0,31 0 (0 %) 5(17 %)
Estado de mutacion del gen RECQL* | Tipo silvestre 0,31 9 (100 %) 24 (83 %)
Estado de mutacion del gen TCF4* Mutado 1 4 (44 %) 13 (45 %)
Estado de mutacion del gen TCF4* Tipo silvestre 1 5 (56 %) 16 (55 %)
Estado de metilaciéon del gen MLH1 Metilado 0,71 6 (67 %) 16 (55 %)
Estado de metilacion del gen MLH1 No metilado 0,71 3 (33 %) 13 (45 %)
Estado de metilacion del gen MGMT | Metilado 0,45 4 (44 %) 18 (62 %)
Estado de metilacion del gen MGMT | No metilado 0,45 5 (56 %) 11 (38 %)

Tabla 3: Asociacion entre las variables clinicopatologicas y la expresion de HSP110del9 en CCR con MSI (valores
de p de la prueba exacta de Fisher, valores de p de la prueba de t para la edad); NA: no aplicable. *mutaciones en
las secuencias de codificacion microsatelitales con MSI (genes diana).

EJEMPLO 3: Discusion

Como otras HSP inducibles por el estrés, la HSP110 protege a la célula frente a condiciones adversas. Sin embargo,
la HSP110 proporciona también funciones criticas especificas, puesto que la desactivacion del gen hsp710 tanto el
levadura como Drosophila es mortal (Trott et al., Genetics 170 (3), 1009 (2005)). La HSP110 no solo actia como
factor de intercambio nucleotidico para HSP70 (Andreasson et al., Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 7105 (43), 16519 (2008)), sino que también posee actividad antiagregacion
chaperona. Es aproximadamente 4 veces mas eficaz en la union y estabilizacién de sustratos proteicos
desnaturalizados en comparacion con HSC70 y HSP70 (Wang et al., Cancer Research 63 (10), 2553 (2003)).
Debido a su fuerte funcién chaperona (o mantenedora), la HSP110 es un muy buen portador antigénico y por lo
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tanto se usa como proteina extracelular en la formulacion de vacunas (Manijili et al., Cancer Research 62 (6), 1737
(2002); Manijili et al., J. Immunol. 171 (8), 4054 (2003)). La actividad chaperona de HSP110 es independiente del
ATP pero requiere el dominio de unién a sustrato de la proteina. La forma de HSP110 truncada (HSP110delE9)
debido a la omision del exén 9 identificada aqui en CCR con MSI carece del dominio de unién a sustrato. Como
consecuencia, ha perdido la funcidon chaperona antiagregacion de HSP110 y es incapaz de unirse a HSP70,
perdiendo asi también su funcién como factor de intercambio nucleotidico para las proteinas HSP70.

Una posible explicacion para la sobreexpresion de HSP110 en células de CCR (Kai et al., Oncology Reports 10 (6),
1777 (2003)) es que deben reconectar extensamente sus rutas metabdlicas y de transduccion de sefial, volviéndose
asi dependientes de proteinas que son desechables para la supervivencia de células normales. Las propiedades
tumorigénicas de HSP110, aunque no totalmente comprendidas, pueden explicarse en parte por sus propiedades
antiapoptdticas (Ceballos et al., Oncogene 24 (28), 4559 (2005); Gotoh et al., FEBS Letters 560 (1-3), 19 (2004)). Se
ha mostrado que la sobreexpresion de HSP110 protege frente a la muerte celular apoptética en diferentes modelos
celulares, incluyendo cancer de colon. A la inversa, el agotamiento de HSP110 mediado por ARN interferentes
pequefios induce la apoptosis de células HCT116 (Hosaka et al., Cancer Science 97 (7), 623 (2006)). De forma
interesante, se ha mostrado en este trabajo que se conseguia una induccién similar de la apoptosis de células
HCT116 mediante la sobreexpresion de HSP110delE9 mutante. Los niveles significativos de expresion de
HSP110delE9 estaban limitados a células de cancer de colon que exhiben MSI, desfavoreciendo asi su
supervivencia. Es mas, la HSP110delE9 no solo ha perdido las propiedades antiapoptéticas de HSP110 normal, sino
que también se asocia con HSP110 para bloquear estas funciones protectoras de manera dependiente de la dosis.
Ademas, cuando se sobreexpresa tanto en células de CCR con MSI como MSS, la HSP110delE9 sensibiliza a estas
células ante la apoptosis inducida por farmacos quimioterapéuticos. Merece la pena destacar que estos efectos
proapoptéticos se observan especialmente cuando la expresiéon de HSP110delE9 es similar o mayor a la de
HSP110wt, como se muestra mediante los experimentos de transfeccion. Esto es probablemente debido al hecho de
que cada molécula de HSP110delE9 forma un complejo con una molécula de HSP110wt, neutralizando por tanto su
funciéon de manera dominante.

La razoén para la seleccion y expresion del mutante proapoptético dominante negativo HSP110delE9 enddgeno en
CCR con MSI no esta clara. Es una posible explicacion que las repeticiones mononucleotidicas largas no
codificantes tales como T17, localizada en el intrén 8 de HSP110, son a menudo puntos clave para mutaciones en
tumores con MSI debido a la deficiencia de MMR (Suraweera et al., Gastroenterology 123 (6), 1804 (2002); Buhard
et al., J. Clin. Oncol. 24 (2), 241 (2006)). Mientras que la mayoria de estos microsatélites son funcionalmente
anoénimos, unos pocos estan dotados de actividad biolégica. Aunque dan como resultado un efecto supresor tumoral,
puede ocurrir una frecuente mutacion de estas secuencias, como se muestra en el actual trabajo, representando por
tanto el talon de Aquiles del proceso tumorigénico impulsado por MSI. Todas las muestras tumorales con MSI
ensayadas aqui estaban mutadas en la repeticion Tz de HSP110 y exhibian acumulacion de HSP110delE9 a
niveles variables. Aquellos con altos niveles de expresion de ARNm de HSP110delE9, concretamente por encima
del umbral del 75 % de HSP110wt, representaban aproximadamente un 25 % de los tumores de colon con MSI. En
linea con los resultados in vitro, se asociaban con una excelente supervivencia y con respuesta a la quimioterapia.
Por otro lado, los pacientes de CCR con MSI-HSP1 10delE9"" mostraban una supervivencia intermedia en
comparacion con pacientes de CCR MSI-HSP110delE9"" y con MSS.

Globalmente, estos resultados sugieren en gran medida un efecto clinico dependiente de la dosis de la expresion de
HSP110delE9 en CCR. Son necesarios estudios adicionales que usen series mayores de pacientes de CCR para
comprender como la expresion endégena de este mutante podria afectar tanto a su prondstico como a la respuesta
al tratamiento. Se prevé que la HSP110delE9 deberia exhibir también una expresion aberrante en canceres con MSI
de otras localizaciones primarias tales como estdémago, endometrio y otros sitios mas recientemente resefiados
(Duval et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 101 (14), 5002
(2004)). Aparte, la orientacion de HSP ha surgido como una estrategia de sensibilizacion interesante en la terapia de
cancer. Esta esta impulsada por el conocimiento de que las HSP pueden tener funciones de tipo oncogénico y
mediar la “adiccidon no oncogénica” de células tumorales estresadas que deben adaptarse a un microentorno hostil.
Se estan evaluando actualmente diferentes inhibidores de HSP90 (p.ej.17-alilamino-17-desmetoxigeldanamicina,
17AAG), HSP27 (p.€j., el oligonucledtido OGX-427) y HSP70 (p.ej., aptameros peptidicos de HSP70 (Rerole et al.,
Cancer Research 71 (2), 484 (2011))) en pacientes de cancer, con algunos ya en ensayos clinicos de fase Il/lll (Jego
et al., Cancer Letters). De forma interesante, el presente trabajo es el primer informe de un inhibidor de HSP que se
produce endégenamente por la célula. Se estan disefiando actualmente péptidos pequefios que imitan la funcion
sensibilizadora de HSP110delE9 y que podrian por lo tanto adaptarse facilmente para terapia de cancer.

EJEMPLO 4

El transcrito de HSP110delE9 contiene un coddén de terminacion prematura (PTC). En consecuencia, se degrada
parcialmente por el sistema NMD en las células tumorales. Se han llevado a cabo experimentos y se ha demostrado
que el transcrito de HSP110delE9 se degradaba parcialmente por el sistema NMD, como otros PTC + ARNm
generados mediante MSI en células de cancer de colon con MSI. La reexpresion de HSP110delE9 causa en
consecuencia la apoptosis de estirpes celulares de tumores de colon con MSI (datos no mostrados). La sintesis de
compuestos quimicos o bioldgicos que imitan la actividad de HSP110delE9 en células tumorales, en particular que
imitan su efecto antiapoptotico, puede tener un gran interés terapéutico en el tratamiento de CCR. Del mismo modo,

36



10

15

20

ES 2575980 T3

el uso de compuestos susceptibles de promover la expresion de HSP110delE9 en células tumorales seria de gran
interés. Es particularmente el caso de compuestos que inhiben el sistema de descomposicion de ARNm mediada por
mutaciones terminadoras (NMD). Estan ahora disponibles diferentes inhibidores farmacolégicos de NMD. Pueden
usarse para reproducir estos experimentos, tanto in vitro en diferentes modelos celulares como en modelos animales
(ratones atimicos xenoinjertados con CCR con MSI en primera linea).

EJEMPLO 5
Métodos
Pacientes y especimenes

Se identifican en este estudio 365 pacientes que experimentaron reseccion quirdrgica de adenocarcinomas
colorrectales histolégicamente probados que exhibian un fenotipo de MSI no ambiguo en uno de los 6 centros
clinicos (Hopital Saint-Antoine, Paris, Francia; CHU de Dijon, Dijon, Francia; CHU de Toulouse Purpan, Toulouse,
Francia; Centre Antoine Lacassagne, Niza, Francia; St John of God Pathology, Subiaco, Australia; National
University Hospital, Singapur). Para estos pacientes, estaban disponibles datos clinicos y podian recuperarse tejidos
tumorales de la coleccion tumoral. Se realizd6 el estudio segun las recomendaciones de las autoridades
institucionales. Se trataron los pacientes de CCR con MSI con 5-fluorouracilo mas leucovorina, solo o en
combinacién con otros farmacos tales como oxaliplatino. Se valoré uniformemente la recurrencia, concretamente por
examen fisico con pruebas bioldgicas y medidas del nivel de antigeno carcinoembrionario, rayos X pulmonares y
ultrasonografia abdominal o tomografia computerizada cada 3 meses durante los primeros 3 afios después de la
cirugia, y después cada 6 meses durante 2 afios y después anualmente. Se definié el seguimiento de pacientes
como el tiempo entre la cirugia y el tltimo contacto con el hospital o recurrencia de la enfermedad. En este estudio,
se examino la supervivencia libre de recaida en una cohorte de 282 pacientes de CCR con MSS de edad, género,
localizacién del tumor primario y estado del tumor coincidentes (Tablas 4 a 7).

Anotacién Valor ANALISIS UNIVARIADO
N n° H.R. | .C. del | Valor de p de la | Valor de p del
eventos 95 % modalidad modelo

Etapa (ref= II) I 587 | 141 24 [1,7-34 1,50x10™" 5,98 x10°
Edad (ref <75 a) 275 a 587 | 142 1,6 1,1-2,2 0,0081 0,0076
Quimioterapia (ref= no) Si 587 | 142 1,5 1,1-2,2 0,018 0,017
Del HSP110 (ref= | Grande 587 | 142 0,57 | 0,32-1 0,063 0,060
pequefia)
HNPCC (ninguno) HNPCC 166 | 35 0,42 | 0,16-1,1 0,073 0,064
Localizacion tumoral (ref= | Colon 582 | 140 1,5 0,99-2,4 0,058 0,070
colon izquierdo) derecho

Recto 582 | 140 0,42 | 0,057- 0,4 0,070

3,1

Estado de MSI (ref= MSI) MSS 587 | 142 1,3 0,92-1,8 | 0,15 0,15
Género (ref=F) M 587 | 142 0,83 | 0,59-1,2 | 0,27 0,26
Tipo de quimioterapia (ref= | LV5FU2 126 | 41 0,95 | 0,5-1,8 0,88 0,88
FOLFOX)

Tabla 4: Analisis univariado en pacientes de CCR con MSI y MSS en etapa Il y etapa lll
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Anotacién Valor ANALISIS MULTIVARIADO
N H.R. | .C. del | Valor de p de la | Valor de p del
95 % modalidad modelo
Etapa (ref= Il) 1] 582 | 2,4 1,6-3,6 3,90x10™
Edad (ref <75 a) 275 a 582 | 1,4 0,98-2,1 0,062
Quimioterapia (ref= no) Si 582 | 1,1 0,67-1,7 0,8
Del HSP110 (ref= pequefia) Grande 582 | 0,51 | 0,27-0,97 | 0,041
HNPCC (ninguno) HNPCC
Localizacion  tumoral (ref= | Colon derecho | 582 | 1,4 0,87-2,2 0,17 2,60 x 107
colon izquierdo)
Recto 582 | 0,45 | 0,06-3,3 0,43
Estado de MSI (ref= MSI) MSS 582 | 1,2 0,81-1,6 0,44
Género (ref=F) M 582 | 0,96 | 0,67-1,4 0,82
Tipo de quimioterapia (ref= | LV5FU2
FOLFOX)
Tabla 5: Analisis multivariado en pacientes de CCR con MSI y MSS en etapa Il y etapa lll
Anotacién Valor ANALISIS UNIVARIADO
N n° H.R. | .C. del | Valor de p de la | Valor de p del
eventos 95 % modalidad modelo
Del HSP110 (ref= | Grande 171 | 66 0,17 | 0,042- 0,014 0,0051
pequefia) 0,7
Estado de MSI (ref= MSI) MSS 171 | 66 1,5 0,91-2,4 | 0,11 0,11
Quimioterapia compl. efect. | Si 171 | 66 0,7 0,43-1,1 0,15 0,15
Género (ref=F) M 171 | 66 0,72 | 0,43-1,2 | 0,21 0,21
HNPCC (ninguno) HNPCC 45 14 0,51 | 0,12-2,3 | 0,38 0,38
Tipo de quimioterapia (ref= | LV5FU2 89 33 0,75 | 0,37-1,5 0,43 0,42
FOLFOX)
Localizacion tumoral (ref= | Colon 168 | 65 1,3 0,68-2,3 0,46 0,75
colon izquierdo) derecho
Recto 168 | 65 1 0,13-7,7 | 0,99 0,75
Edad (ref <75 a 275 a 171 | 66 1 0,64-1,7 | 0,86 0,86

Tabla 6: Analisis univariado de pacientes de CCR con MSI y MSS en etapa lll
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Anotacién Valor ANALISIS MULTIVARIADO
N H.R. | I.C.de. 95 | Valor de p de la | Valor de p del

% modalidad modelo
Del HSP110 (ref= pequefia) Grande 168 | 0,17 | 0,041- 0,017

0,73
Estado de MSI (ref= MSI) MSS 168 | 1,2 0,71-2 0,5
Quimioterapia comp. efect. Si 168 | 0,61 | 0,33-1,1 0,1
Género (ref=F) M 168 | 0,71 | 0,4-1,2 0,22
HNPCC (ni HNPCC

(ninguno) 0,045
Tipo de quimioterapia (ref= | LV5FU2
FOLFOX)
Localizacion tumoral (ref= colon | Colon 168 | 1,3 0,67-2,5 0,43
izquierdo) derecho
Recto 168 | 1,3 0,16-10 0,81

Edad (ref <75 a) 275 a 168 | 0,71 | 0,38-1,3 0,26

Tabla 7: Analisis multivariado de pacientes de CCR con MSI y MSS en etapa lll
Analisis de la inestabilidad microsatelital de la repeticion T en HSP110

Se extrajo ADN tumoral de muestras usando el kit QlAamp DNA Tissue Kit (Qiagen). Para evaluar la MSI o el estado
deficiente de MMR, se efectuaron PCR quintuple o tincién con inmunoperoxidasa sobre tejido tumoral fijado con
formalina usando anticuerpos primarios de MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2, respectivamente. Se evalué el estado de
mutacion de T47 de HSP110 por PCR y genotipado de fluorescencia en la serie de 365 muestras de CCR con MSI y
en la serie de control de 405 muestras de tumor de colon con MSS (incluyendo los 282 CCR que se usaron para
examinar la supervivencia libre de recaida en los pacientes de CCR con MSS), como se describe en Dorard et al.,
Nature Medicine 17: 1283-1289 (2011).

Anadlisis estadistico

Para el analisis de las asociaciones con el resultado clinico de pacientes, se usé la supervivencia libre de recaida y
se definié como el tiempo desde la cirugia hasta la primera recurrencia (recaida o muerte). Se obtuvieron las curvas
de supervivencia segun el método de Kaplan y Meier y se valoraron las diferencias entre las distribuciones de
supervivencia mediante la prueba de rangos logaritmicos usando un punto final a los 5 afios. Se computerizaron
modelos univariados y multivariados usando la regresion de riesgos proporcionales de Cox. Para andlisis
multivariados, como han de valorarse todas las variables en las mismas muestras para ser comparables, no se
incluyeron en el modelo multivariado las variables disponibles solo para un subconjunto de muestras.

Para encontrar el tamafio minimo de delecién de T en HSP110 que estaba asociado a un resultado clinico, se
efectuaron analisis en pacientes en etapa lll a partir de la cohorte anteriormente estudiada descrita en Dorard et al.,
Nature Medicine 17: 1283-1289 (2011). Se ensayaron todos los umbrales que definen dos clases de tamafio de
delecion (de 2 a 5 pares de bases). El umbral seleccionado fue aquel que mostraba la asociacion mas significativa
con el resultado clinico. Por tanto, se clasificaron todos los tumores en dos clases, que representan delecién de
HSP110 grande (Del") y pequefia (Del®). Se investigoé de la misma manera la subdivision entre la clase de tumores
de delecién pequefia, pero usando los pacientes en etapa Il para todo el conjunto de datos para tener un tamafio de
muestra suficiente.

Se ensayaron las diferencias entre los grupos de tamafio de delecion de HSP110 y otras anotaciones clinicas para
significacion estadistica usando la prueba exacta de Fisher para variables categdricas, o una prueba de t de Student
no emparejada para variables continuas.

Se confirmo el ajuste de la poblacion de CCR con MSS a CCR con MSI en etapa Il y Il evaluando las diferencias
entre el estado de MSI y otras anotaciones clinicas como se describen anteriormente para los dos grupos de tamafio
de HSP110.

Para todos los analisis, los valores de P menores de 0,05 se consideraron indicativos de significacion estadistica.
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Resultados
Estado de T;7 de HSP110 de CCR con MSIl y MSS

La poblacion de estudio consistia en una serie consecutiva, multicéntrica y retrospectiva de 365 pacientes con
adenocarcinoma colorrectal patolégicamente confirmado que exhibian MSI sin ambigliedad usando criterios bien
establecidos.

Se evaluo el estado de T17 de HSP110 en una serie de control de 405 CCR con MSS (5,2 % en etapa 0, 18,5 % en
etapa |, 20,5 % en etapa Il, 21,7 % en etapa lll, 14,3 % en etapa IV y 19,8 % desconocido). Como se muestra en la
Figura 16, las longitudes alélicas eran de T+ 0 T17 en todos los casos, dentro de la zona polimdrfica resefiada®. De
los 365 tumores con MSI, 353 (96,7 %) mostraban deleciones de hasta 7 pares de bases que estaban fuera de la
zona polimorfica. Se muestran en la Figura 17 la frecuencia y distribucion de los diferentes alelos de T17 mutantes de
HSP110 en CCR con MSI.

Estado de mutacion de T;7 de HSP110 y supervivencia de los pacientes de CCR con MSI

Se investigd la presunta relevancia clinica de las mutaciones de T17 de HSP110 en CCR con MSI en etapa Il y etapa
[ll. Esto se examind en primer lugar en una cohorte inicial de 98 tumores en etapa Il o etapa Ill. Se agruparon los
pacientes en dos grupos que exhibian deleciones grandes (AT = 5 pb, que comprende T11, T1o y Ty; HSP1 10Del" )o
deleciones pequefias (0 < AT < 5, que comprende T17, T1e, T15, T14, T13 y T12; HSP110Del® con MSI). Aunque el
nimero de casos de HSP110Del" en etapa lll era pequeno (n= 8), estos pacientes mostraban una excelente
supervivencia en comparacion con los casos de HSP110Del® (P= 0,065; Figura 18). No resultaba evidente dicha
diferencia en la supervivencia para los casos en etapa Il (Figura 18). Se obtuvieron resultados similares en una
cohorte de validacion multicéntrica de 231 pacientes de CCR con MSI en etapa Il o Ill (Figura 19). Cuando se
comblnaron las dos cohortes, la diferencia en la supervivencia entre los pacientes de CCR HSP1 10Del" y
HSP110Del® con MSI en etapa |1l alcanzo la significacion (P= 0,013; Figura 20). El uso de otros puntos de corte para
clasificar los mutantes (AT= 2, 3 0 4 pb) no condujo a grupos de supervivencia significativamente diferentes (Figura
21). En el analisis multivariado, el estado de mutacion de T17 de HSP110 estaba significativamente asociado a una
supervivencia libre de recaida en CCR con MSI en etapa Il y Il (Tablas 8 a 13).

Variable Valor ANALISIS UNIVARIADO
N n H.R. | .C.del 95 | Valor de p de la | Valor de p del
% modalidad modelo
Etapa tumoral (ref= Il) I 329 | 70 | 21 1,3-3,3 0,0027 0,0022
Edad (ref <75 a) > 57 329170 1,7 | 1128 0,024 0,022
HPNCC (ninguno) HPNCC | 166 | 35 | 2,4 | 0,92-6,1 0,073 0,064
Localizacion tumoral (ref= Cl) | CD 324 | 68 | 1,9 0,96-3,9 0,064 0,13

Recto 324 | 68 | 0,91 | 0,12-7,2 0,93

Del HSP110 (ref= pequefia) Grande | 329 | 70 | 0,63 | 0,34-1,2 0,14 0,14
Quimioterapia (ref= no) Si 329 | 70 | 1,2 0,74-2,1 0,41 0,41
Tipo de quimioterapia (Ref= | LV5FU2 | 72 17 | 1,4 0,51-4,1 0,49 0,49
FOLFOX)

Género (ref=F) M 329 | 70| 0,86 | 0,53-1,4 0,56 0,56

Tabla 8: Asociacion de anotaciones clinicas y moleculares con el resultado clinico (supervivencia libre de recaida)
en analisis de Cox univariado en pacientes de CCR con MSI en etapa Il y lll. CCR: cancer colorrectal; MSI:
inestabilidad microsatelital; a: afios; Cl: colon izquierdo; CD: colon derecho; F: mujer; M: hombre; RFS: supervivencia
libre de recaida. HNPCC y tipo de quimioterapia no se incluyeron en el andlisis multivariado debido a su menor
tamafo de muestra.
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Variable Valor ANALISIS MULTIVARIADO
N HR. | I.C. del 95 | Valor de p de la | Valor de p del
% modalidad modelo

Etapa tumoral (ref= II) 1] 324 | 2 1,1-3,5 0,015
Edad (ref <75 a) > 57 324 11,6 | 0,91-29 0,097
HNPCC (ninguno) HNPCC
Localizacion tumoral (ref= ClI) CcD 324 | 19 0,91-3,9 0,089

Recto | 324 ]0,89 | 0,11-7,1 0,92 0,0036
Del HSP110 (ref= pequefia) Grande | 324 | 0,51 | 0,26-0,98 0,042
Quimioterapia (ref= no) Si 324 | 0,51 | 0,63-2,4 0,54
Tipo de quimioterapia (ref= | LV5FU2
FOLFOX)
Género (ref=F) M 324 | 1 0,61-1,7 0,97

Tabla 9: Asociacion de anotaciones clinicas y moleculares con el resultado clinico (supervivencia libre de recaida)
en analisis de Cox multivariado de pacientes de CCR con MSI en etapa Il y Ill. CCR: cancer colorrectal; MSI:
inestabilidad microsatelital; a: afios; Cl: colon izquierdo; CD: colon derecho; F: mujer; M: hombre; RFS: supervivencia
libre de recaida. HNPCC y tipo de quimioterapia no se incluyeron en el analisis multivariado debido a su menor

tamano de muestra.

Anotacién Valor ANALISIS MULTIVARIADO
N n° H.R. | .C. del | Valor de p de la | Valor de p del
eventos 95 % modalidad modelo
Del HSP110 (ref= | Grande 100 | 31 0,2 0,047- 0,026 0,013
pequefia) 0,83
Género (ref=F) M 100 | 31 0,58 | 0,26-1,3 | 0,19 0,18
Quimioterapia (ref= no) Si 100 | 31 0,71 | 0,35-1,4 0,35 0,34
HNPCC (ninguno) HNPCC 45 14 0,51 | 0,12-2,3 | 0,38 0,38
Edad (ref <75 a) 275 a 100 | 31 1,2 0,59-2,4 | 0,63 0,63
Tipo de quimioterapia (ref= | LV5FU2 48 13 1,3 0,38-4,2 0,7 0,70
FOLFOX)
Localizacion tumoral (ref= | Colon 97 30 1,3 0,53-3,2 0,56 0,84
colon izquierdo) derecho
Recto 97 1,3 0,16-11 0,81

Tabla 10: Analisis univariado de pacientes de CCR con MSI en etapa Il
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Anotacion Valor ANALISIS MULTIVARIADO
N |HR. | .C. deL | Valor de p de la | Valor de p del
95 % modalidad modelo

Del HSP110 (ref= pequefia) Grande 97 | 0,17 | 0,04-0,73 0,018
Género (ref=F) M 97 | 0,52 | 0,21-1,3 0,15
Quimioterapia (ref= no) Si 97 | 0,76 | 0,26-2,3 0,63
HNPCC (ningunO) HNPCC
Edad (ref <75 a) >75a 97 [ 0,78 | 0,26-2,3 0,65 0,11
Tipo de quimioterapia (ref= | LV5FU2
FOLFOX)
Localizacion tumoral (ref= colon | Colon 97 | 1,4 0,54-3,6 0,48
izquierdo) derecho

Recto 97 | 1,6 | 0,18-15 0,66

Tabla 11: Analisis multivariado de pacientes de CCR con MSI en etapa llI

Anotacién Valor ANALISIS UNIVARIADO
N | N° H.R. | .C. del | Valor de p de la | Valor de p del
eventos 95 % modalidad modelo

Del HSP110 (ref= | Grande 77 | 20 0,14 | 0,019-1,1 | 0,057 0,026
pequefia)
Etapa tumoral (ref= 2) 1] 77 | 20 1,7 0,6-4,6 0,33 0,32
Tipo de quimioterapia (ref= | LV5FU2 72 | 17 1,4 0,51-4,1 0,49 0,49
FOLFOX)
Localizacion tumoral (ref= | Colon 77 | 20 2 0,6-7 0,26 0,51
colon izquierdo) derecho

Recto 77 | 20 1,6 0,17-16 0,67 0,51
HNPCC (ninguno) HNPCC 27 | 6 1,5 0,31-7,6 0,6 0,60
Género (ref=F) M 77 | 20 0,82 | 0,33-2 0,66 0,66
Edad (ref <75 a) 275 a 77 | 20 1,2 0,34-4 0,81 0,81

Tabla 12: Andlisis univariado en pacientes de CCR con MSI bajo quimioterapia

42




ES 2575980 T3

Anotacion Valor ANALISIS MULTIVARIADO
N | HR I.C. del | Valor de p de la | Valor de p del
95 % modalidad modelo

Del HSP110 (ref= pequefia) Grande 72 | 0,099 | 0,012-0,78 0,028
Género (ref=F) M 72 | 2 0,62-6,3 0,25
Quimioterapia (ref= no) Si 72 11,3 0,43-3,7 0,67
HNPCC (ninguno) HNPCC 72 | 2,4 0,66-9 0,18
Edad (ref <75 a) >75a 72116 0,5-16 0,7 0,19
Tipo de quimioterapia (ref= | LV5FU2
FOLFOX)
Localizacion  tumoral  (ref= | Colon 72 | 0,73 0,25-2,1 0,55
colon izquierdo) derecho

Recto 72 [ 1 0,22-4,9 0,98

Tabla 13: Analisis multivariado de pacientes de CCR con MSI bajo quimioterapia

Entre los parametros clinicos, la Unica asociacion positiva observada era entre HSP1 10Del" y la localizacién tumoral
proximal (P=0,027; Tablas 14 y 15).

Pacientes de CCR con MSI en etapa ll y lll
Anotacion Modalidad N n Valor de P HSP110Del’ HSP110Del"
Etapa tumoral Il 329 229 0,89 175 (69 %) 54 (71 %)
I 100 78 (31 %) 22 (29 %)
Localizacion tumoral Cl 324 70 0,027* 60 (24 %) 10 (13 %)
CD 246 181 (73 %) 65 (87 %)
Recto 8 8 (3 %) 0 (0 %)
Género F 329 | 197 | 0,59 149 (59 %) 48 (63 %)
M 132 104 (41 %) 28 (37 %)
Edad de diagnéstico NA 329 | 329 |0,14 74 77,5
Evento de RFS 0 329 | 258 | 0,2 194 (77 %) 64 (84 %)
1 71 59 (23 %) 12 (16 %)
Quimioterapia efectuada LV5FU2 318 | 42 0,94 31 (13 %) 11 (15 %)
FOLFOX 30 23 (9 %) 7 (9 %)
FUFOL 2 2 (1 %) 0 (0 %)
Ninguna 244 188 (77 %) 56 (76 %)
HNPCC HNPCC 166 | 44 1 32 (26 %) 12 (27 %)
Ninguno 122 89 (74 %) 33 (73 %)
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Pacientes de CCR con MSI en etapa ll y Il
Anotacion Modalidad N n Valor de P HSP110Del® HSP110Del"
HPNCC deducido HPNCC 329 |63 1 49 (19 %) 14 (18 %)
Ninguno 266 204 (81 %) 62 (82 %)
TOTAL 329 |- - 253 (77 %) 76 (23 %)

Tabla 14: Asociacion de las anotaciones clinicas con el estado de delecién de HSP110 en pacientes de CCR con
MSI en etapa Il y lll. CCR: cancer colorrectal; MSI: inestabilidad microsatelital; Cl: colon izquierdo; CD: colon
derecho; F: mujer; M: hombre; RFS: supervivencia libre de recaida; N: nimero total de pacientes con anotacion; n=
numero de pacientes para la modalidad dada; HNPCC deducido: pacientes jovenes (< 50 afios) con CCR de MS];
valor de P: valor de P de la prueba exacta de Fisher; los valores de *P sin el recto son de 0,039 y 0,088 en pacientes
de la etapa 2 y 3 y en pacientes de la etapa 3, respectivamente.

Pacientes de CCR con MSI en etapallll
Anotacion Modalidad N n Valor de P HSP110Del’ HSP110Del"
Etapa tumoral I
I 329 | 100 | 0,89 78 (100 %) 22 (100 %)
Localizacion tumoral Cl 97 22 0,15* 20 (27 %) 2 (9 %)
CD 72 52 (69 %) 20 (91 %)
Recto 3 3 (4 %) 0 (0 %)
Género F 100 | 64 0,21 47 (60 %) 17 (77 %)
M 36 31 (40 %) 5 (23 %)
Edad de diagnéstico NA 100 | 100 | 0,54 75,15 75,5
Evento de RFS 0 100 | 69 0,017 49 (63 %) 20 (91 %)
1 31 29 (37 %) 2(9 %)
Quimioterapia efectuada N 100 | 49 0,23 41 (53 %) 8 (36 %)
S 51 37 (47 %) 14 (64 %)
Tipo de quimioterapia LVSFU2 96 28 0,49 20 (27 %) 8 (36 %)
FOLFOX 20 14 (19 %) 6 (27 %)
FUFOL 1 1(1%) 0 (0 %)
Ninguna 47 39 (53 %) 8 (36 %)
HNPCC HNPCC 45 10 1 8 (23 %) 2 (20 %)
Ninguno 35 27 (77 %) 8 (80 %)
HPNCC deducido HPNCC 100 | 18 0,76 15 (19 %) 3 (14 %)
Ninguno 82 63 (81 %) 19 (86 %)
TOTAL 100 | - - 78 (78 %) 22 (22 %)

Tabla 15: Asociacién de las anotaciones clinicas con el estado de deleciéon de HSP110 en pacientes de CCR con
MSI en etapa lll. CCR: cancer colorrectal; MSI: inestabilidad microsatelital; Cl: colon izquierdo; CD: colon derecho; F:
mujer; M: hombre; RFS: supervivencia libre de recaida; N: nimero total de pacientes con anotaciéon; n= nimero de
pacientes para la modalidad dada; HNPCC deducido: pacientes jovenes (<50 afios) de CCR con MSI; valor de P:
valor de P de la prueba exacta de Fisher. Los valores de P* sin el recto son de 0,039 y 0,088 en pacientes en etapa
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2y 3y en pacientes en etapa 3, respectivamente.

Estado de mutacion de T;; de HSP110 y supervivencia de pacientes de CCR con MSI tratados con 5-
fluorouracilo

Se ha mostrado que la chaperona mutante HSP110DE9 causaba la sensibilizaciéon de las células de cancer de colon
ante agentes quimioterapéuticos, incluyendo 5-fluorouracilo y oxaliplatino, in vitro. En el presente estudio, se
examind la supervivencia libre de recaida de pacientes de CCR tratados con quimioterapia complementaria basada
en 5-fluorouracilo con reIaC|on a su estado de mutacion de T47 de HSP110. En la cohorte global de pacientes, los
sujetos de CCR HSP110Del" con MSI que recibieron quimioterapia complementaria mostraron una supervivencia
libre de recaida S|gn|f|cat|vamente mejor en comparacion con pacientes HSP110Del® (P= 0,026; Flgura 22). Los
sujetos de CCR HSP110Del" con MSI exhibian una excelente supervivencia, independientemente del régimen de
quimioterapia complementaria usado. Puesto que se ha resefiado que los pacientes de CCR con MSI no se
benefician de la quimioterapia complementaria con 5-fluorouracilo solo, se investigd a continuacion el estado de
mutacion de T17 de HSP110 en este grupo particular de pacientes de CCR con MSI. Los pacientes con CCR
HSP110Del" con MSI exhibian una excelente supervivencia en comparacion con pacientes de CCR HSP110Del®

con MSI (Figura 23). Los modelos multivariados confirmaron que la supervivencia de los pacientes de CCR con MSI
tratados con quimioterapia dependia del estado de mutacion de T+7 de HSP110 (Tablas 10 a 15).

Discusion

Se presentan en la presente memoria los resultados del analisis de una serie amplia, consecutiva, multicéntrica y
retrospectiva de 365 pacientes de CCR con MSI. Se determinaron las deleciones en el microsatélite T17 de HSP110
usando un método de genotipado por PCR-fluorescencia sensible, establecido y altamente reproducible (Buhard et
al., J. Clin. Oncaol., 24: 241-251, (2006)). Usando este enfoque, y clasificando ademas los CCR con MSI segun el
tamano de la deIeC|on de T17 de HSP110, se observaron dos grupos de pacientes en etapa III con indices de
supervivencia libre de recaida muy diferentes. Los pacientes con deleciones grandes (HSP110Del"; AT= 5-7 pb), y
que dan cuenta de aproximadamente un 20 % de todos los CCR con MSI en etapa lll, mostraban un excelente
prondstico, con solo 2/22 (9 %) recaidas después de 5 afios, en comparacion con mas de un 40 % de los pacientes
HSP110Del® (AT= 0-4 pb). Por tanto, globalmente estos datos indican que las deleciones grandes en la repeticion
T17 de HSP110 son un prondstico de supervivencia mejorada de pacientes de CCR con MSI en etapa lll. El uso de
otros puntos de corte para clasificar los mutantes no conducia a grupos de supervivencia significativamente
diferentes. Sin embargo, cuanto mas cercano a 5 es el punto de corte entre las deleciones grandes y pequefias, mas
significativa es la diferencia en términos de supervivencia libre de recaida en CCR en etapa lll. En cualquier caso, 5
es el unico valor de corte que permite la identificacion de un grupo libre de recaida de pacientes de CCR con MSI en
etapal lll.

Otra cuestion importante es si el estado de mutacién de Tq7 de HSP110 propormona un vinculo mecanistico para la
diferente supervivencia observada para pacientes HSP110Del- y HSP110Del® con MSI en etapa lll. Los pacientes
con tumores HSP110Del" con MSI en etapa Il y etapa Il mostraban una excelente supervivencia,
independientemente de si la quimioterapia complementaria que recibian era 5-fluorouracilo solo o en combinacién
con otros farmacos. Por ello, la determinacién del estado de T17 de HSP110 puede ser un marcador predictivo
valioso para los pacientes de CCR con MSI que se beneficiaran de la quimioterapia complementaria. Merece la pena
destacar que los pacientes de CCR HSP1 10Del" con MSI exhibian una excelente supervivencia cuando se trataban
con 5-fluorouracilo solo, y que la diferencia en supervivencia permanecia 3|gn|f|cat|va cuando se comparaba con
sujetos de CCR HSP110Del® con MSI. De forma importante, no habia asociacion entre el estado de mutacion de
HSP110 y la edad o estado de HNPCC del paciente, que se habian sugerido recientemente como criterios que
influian en la respuesta a este agente anticanceroso en CCR con MSI. Estos hallazgos pueden tener implicaciones
clinicas importantes para el uso de terapia complementaria en pacientes de CCR. Si se confirman mediante analisis
adicionales de cohortes de pacientes bien caracterizados o mediante estudios prospectivos, aleatorizados y
controlados, indicarian que el estado mutacional de T1; de HSP110 podria usarse para dirigir una qU|m|oterap|a
complementaria racional en CCR con MSI. En la presente cohorte, los pacientes de CCR HSP110Del" con MSI
exhibian una excelente supervivencia cuando se trataban con FOLFOX, pero la diferencia en supervivencia no
alcanzaba significacion cuando se comparaba con sujetos de CCR HSP110Del® con MSI.

Los hallazgos anteriores proporcionan evidencias de una capa adicional de heterogeneidad clinica entre los
canceres de colon con MSI relacionada con eI estado mutaaonal de HSP110. Se comparé por lo tanto la
supervivencia de pacientes de CCR HSP110Del® y HSP110Del" con MSI con la de una cohorte de edad, genero
sitio tumoral y etapa coincidentes de 282 pacientes con MSS. La supervivencia de los pacientes HSP1 10Del" con
MSI era significativamente mejor que la de pacientes HSP110WT con MSS tanto en los grupos de pacientes en
etapa Ill como tratados con terapia complementarla No se observaron diferencias significativas entre los grupos de
pacientes HSP110WT con MSS y HSP1 10Del® con MSI. Para los pacientes tratados con 5-fluorouracilo como Unico
agente quimioterapéutico, no se observé una dlferen0|a significativa entre la supervivencia de los grupos con MSI y
MSS. Sin embargo, los pacientes HSP110Del® con MSI exhibian una supervivencia similar a los casos de
HSP110WT con MSS tratados con 5-fluorouracilo, mientras que la supervivencia de los pacientes HSP1 10Del" con
MSI era significativamente mejor. En modelos multivariados que incluyen pacientes de CCR con MSI y MSS, el
estado de la mutacion de T+17 de HSP110 estaba significativamente asociado a la supervivencia libre de recaida en
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pacientes de CCR (Tabla 4). Estos ultimos resultados sugieren que el estado mutacional de T17 de HSP110 puede
ser superior a la MSI como biomarcador predictivo. Resaltan el problema de la heterogeneidad clinica en CCR vy, si
se confirma por estudios prospectivos, deberian conducir a la reconsideraciéon del comportamiento clinico de
tumores colorrectales con MS| y MSS mas genéricamente.

Los datos presentados aqui indican que el analisis genotipico de la repeticion T17 de HSP110 proporciona nuevos
conocimientos de las caracteristicas clinicas de CCR con MSI. Este método sencillo puede usarse para determinar el
estado de mutacion de HSP110 de muestras de ADN tumoral tanto recientes como embebidas en parafina. Podria
recomendarse por tanto rutinariamente, junto con la investigacion del fenotipo de inestabilidad microsatelital, en
estudios prospectivos, aleatorizados y controlados para confirmar que el estado mutacional de T1; de HSP110 en
tumores de colon podria usarse para ayudar a los médicos a seleccionar subconjuntos de pacientes que se
beneficiarian lo mas probablemente de quimioterapia complementaria citotéxica.
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aatgtcatga
gaaattaaaa

af2accaadaa

gaatgacatg
ggatgagaaa
tgcttgtget
aggaggaaaa
gtacaagttg
aaaactgaaa
tatgaatgat
tgaacttetg
agtagaagat
ggaaagaatt
agtagccaga
ctttctccaa
ctgatcceca
tttetgeaca
atggcatttt
aaatgtctte
ctgataaaaa
atgctcaaca
tcccagatge
ccaaaataaa
ggaaagacct
tggaaaaaga
acaagctgtg
gactcctcac
catatgttga
aggaagctga
ccaagatage
aaatgaaaaa
atgctcagge
caaaaatcaa

ttgaatcacc

acagctgttg
cctcggatag
tttaacaagg
aacttegatg
gatgcaaaat
aagctaatga
aaagatgttt
caaaagatag
gtgagtgeag
gccaaattct
ggatgtgcat
agttctecace
aggagttcca
gaaagatgga
caccatctct
tgaagctgac
tgtocageaa
aacctcacag
tgacaaagca
ggtggtgaat
tettaacatg
aaggaatgat
tggaccatat
agaaactgaa
caagttggaa
agaacggcca
agetgactte
agtggagaag
taaaaagagt
ggaattgaac

caaactggaa
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ctttgaatta
tggtttttgt
gaaaattgaa
aaaagttagt
ccaaaatacqg
goetetaacag
ccggaaagat
aagtaccect
ttgagattgt
ttggaaaaga
tacagtgttc
tttectgagaa
tatccagaag
gaaaaatcta
acggcatcta
atggagtgtc
gacaacagtg
tctcceectt
aatgaaaaaa
gttgagctge
tatattgaga
gctaaaaatg
gaaaaattta
gactggctgt
gaattaatga
aaaatgtttg
agaaataagyg
tctgttaatg
cttgatcagg
aacacatgtg

agaactccaa

cggaatttat
tgatatggga
ggtactggga
ggaacatttt
agcactecta
cacagacctt
gaacaggtca
ttattcactg
tggaggcget
tattagcaca
atgaagtctt
gggggcettt
caaaaatagg
gagtaaaagt
tggtggagaa
tgaatcagag
aagetggaac
cacctgaact
aagttgacca
ctattgaage
cagagggtaa
cagttgagga
tatgtgagca
atgaagaagg
aaattggeac
aagaactagg
atgagaaata
aagtgatgga
atccagttgt
aacccgttgt

atggcccaaa

53

aagcaggatc
cattcagctt
acagettttg
tgtgcagaat
cgtetgtate
coactgaata
caatttgaag
ttggaacaaa
acacgaatte
acactcaatg
tagtcgaaac
tgagctagaa
ccgetttgta
caaagtgcga
agtcccaact
accaccagaa
acageocccag
tacctcagaa
gcctccagaa
caacttggte
gatgataatg
atatgtgtat
ggatcatcaa
agaggaccaa
toccagttaaa
acagaggctg
caaccatatt
atggatgaat
acgtgctcag
aacacaacceg

tattgataaa

9€0

1020

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2529

2580

26490

2700

2760
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15

20

25

30

35

aaggaagaag
gaatgttace
tggcctatte
ctgaaactat
aaagaaaaaa
actttcagat
tgcatcactg
tcaagaggge
ttttgetete
cttecataagg
ttaaaaattc
aactttaaac
aaatgtcgat

tcttatggtg

<210> 4
<211> 22
<212> DNA

atttagaaga
ctaatgagaa
cttcaattaa
ttatatttte
agcttaagtc
tectgtggaa
aggatgaaac
tgtgattaaa
cattcagecat
gotttotaaa
aatgagtaaa
tttctetcte
cctgttgtaa

tcatttctaa

<213> Homo sapiens

<400> 4

gctacacgaa ttccagctgt ga

<210>5
<211> 22
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5

gagcagcatg gtttcgacta aa

<210>6
<211> 18
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

atgtgcatta cagtgttc 18

<210>7
<211> 17
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

tacagtgtgc aatactt 17

<210> 8
<211> 3680
<212> DNA

<213> Homo sapiens

caaaaacaat
aaattctgtt
taaaatattt
ttttttaagg
tgtagtecttt
ttgtgaatte
tgacttttgt
atctttaage
gtgtgtgggt
accatttetg
acaaaagcta
actatacagt
ctgattgtga

aaaaasaaaaa

22

22
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tttggtgctg
aatatggact
ttgccatagt
atatttagaa
atgatcctaa
atactaaget
cttttggaga
atttgttecct
gtggatgttt
tccaagagaa
gtcaaatgtg
atattgteat
acacttttat

aaa

aacctecaca
tggactagat
atgtgactct
attttgtgta
aagggaaaat
ttctgtgeag
aaaaaaactg
gccaaggtag
ataaacaaga
aatgactttt
ttagcagecat
gtgaaagtgt

gagctttaaa

54

tcagaatggt
aaccttaaat
acataacata
ttatatggaa
tgecttggta
tctcaccatt
tactgettgt
ttttcttgea
ctaagtctga
tgctttgata
gcagaacaaa

ggaatggaag

ataaagttca

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3573



<400> 8
tgagtaaatyg

tgggacctce
agtgaggcag
agggtttctt
gcggcotgtcet
agaacgcggce
gaccgagace
tgggctcgeoa
atgagttcag
toggagttge
aaagatttca
gttacgattt
aagaacatct
ctgctgaaaa
ttacagatge
taagacttat
toccaagect
ttcaagtgte
atcctttett
ttaaaactaa
aggaatgtga
tegaatgett
aactctgtge
ctcatcteaa
cagctgtgaa
cagatgaagc
aagttagaga

atgattcaga

ccgcagatte
cottttgggt
gcaaccecgag
atcagccage
gtgtgtcectt
cagggcagaa
cgaggcggag
gagctgotac
cgaccggtge
agccaaaaat
tggccgagea
ggttccattg
atttagtgtg
cagcctcaag
tgagaggcga
gaatgacatg
ggatgagaaa
tgcttgtget
aggaggaaaa
gtacaagttg
aaaactgaaa
tatgaatgat
tgaacttetyg
agtagaagat
ggaaagaatt
agtagccaga
attttocgte

agatactgaa

tggaaagtte
cggtagttca
gtgcggageg
cgccgetgte
ctgagtgtca
agcggeggea
gcggaccegeg
atcgcggtag
accocgteag
cagcaaatca
ttcaatgacc
aaaaatggtg
gagcagataa
aaaccagtaa
tetgtgttag
acagetgttyg
ccteggatag
tttaacaagg
aacttcgatg
gatgcaaaat
aagetaatga
aaagatgttt
caaaagatag
gtgagtgecag
gccaaattct
ggatgtgcat
acagatgeag

ggtgttcatg
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tgatcagtge
gegooggego
acctgeggag
ccecgggggag
gaggaacggc
ggagaagcag
agccggecat
cececgggccgyg
tcatatcatt
cteatgcaaa
cettecattea
gagttggaat
cagccatgtt
cagattgtgt
atgctgcaca
ctttgaatta
tggtttttgt
gaaaattgaa
aaaagttagt
ccaaaatacg
gctetaacag
ccggaaagat
aagtacccct
ttgagattgt
ttggaaaaga
tacagtgtge
ttecttttee

aagtctttag

gatacataag
cggtgtgega
gectgagcecce
taggaggctc
cagacccege
gcagggggcec
gtcoggtggtyg
gggcategag
tggatcaaaa
caatacggtyg
aaaggagaag
aaaggtaatg
gttgactaag
tatttcagte
gattgttgge
cggaatttat
tgatatggga
ggtactggga
ggaacatttt
agcactccta
cacagaccett
gaacaggtca
ttattcactg
tggaggeget
tattagcaca
aatactttce
aatatctetg

tecgaaaccat

55

gctgaggaag
gcegeggeag
gettteteoee
ctgacaggcce
gggccggage
ggaggacgca
gggttggacyg
accatcgceca
aatagaacaa
tctaacttea
gaaaacttga
tacatgggtg
ctgaaggaaa
cactocttet
ctaaactgtt
aagcaggate
cattcagectt
acagcttttg
tgtgcagaat
cgtctgtatc
ccactgaata
caatttgaag
ttggaacaaa
acacgaattc
acactcaatg
caggecattta
atctggaace

gctgctectt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



tctcecaaagt
atcceccaagg
ctgcacagaa
gecattttcac
tgtettetga
ataaaaatgt
ctcaacaaac
cagatgatga
aaataaaggt
aagaccttct
aaaaagaaag
agctgtgtgg
tcctcacaga
atgttgacaa
aagctgaaga
agatageagc
tgaaaaaagt
ctcaggctaa
aaatcaagga
aatcacccaa
tagaagacaa
atgagaaaaa
caattaataa
tattttettt
ttaagtctgt
tgtggaattg
atgaaactga
gattaaaatc
tcagcatgtg
ttctaaaacce
gagtaaaaca
ctctctcact
gttgtaactg
tttctaaaaa
<210>9

<211> 164
<212> DNA

totcaccttt
agttccatat
agatggagaa
catctetacyg
agcetgacatg
ccagcaagac
ctcacagtct
caaagcaaat
ggtgaatgtt
taacatgtat
gaatgatgct
accatatgaa
aactgaagac
gttggaagaa
acggccaaaa
tgacttcaga
ggagaagtot
aaagagtctt
attgaacaac
actggaaaga
aaacaatttt
ttctgttaat
aatatttttg
tttaaggata
agtctttatg
tgaattcata
cttttgteott
tttaagcatt
tgtgggtgtyg
atttetgtece

aaagctagtce

atacagtata ttgtcatgtg aaagtgtgga atggaagaaa tgtcgatcct

attgtgaaca cttttatgag ctttaaaata aagttcatct tatggtgtca

ddaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

ctgagaaggg
ccagaagcaa
aaatctagag
gcatctatgg
gagtgtetga
aacagtgaag
ccccecttcac
gaaaaaaaag
gagcetgocta
attgagacag
aaaaatgcag
aaatttatat
tggctgtatg
ttaatgaaaa
atgtttgaag
aataaggatg
gttaatgaag
gatcaggatc
acatgtgaac
actccaaatg
ggtgctgaac
atggacttgg
ccatagtatyg
tttagaaatt
atcctaaaag
ctaagectttc
ttggagaaaa
tgttecectgee
gatgtttata
aagagaaaat

aaatgtgtta
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ggcettttga
aaataggccg
taaaagtcaa
tggagaaagt
atcagagace
ctggaacaca
ctgaacttac
ttgaccagece
ttgaagccaa
agggtaagat
ttgaggaata
gtgagcagga
aagaaggaga
ttggcactee
aactaggaca
agaaatacaa
tgatggaatg
cagttgtacg
ccgttgtaac
gcccaaatat
ctcoccacatea
actagataac
tgactctaca
ttgtgtatta
ggaaaattge
tgtgcagtct
aaaactgtac
aaggtagttt
aacaagacta
gactttttge

gcagcatgea

gctagaagct
ctttgtagtt
agtgcgagtce
cccaactgag
accagaaaac
gcoccaggta
ctcagaagaa
tocagaaget
cttggtetgyg
gataatgcaa
tgtgtatgag
tcatcaaaat
ggaccaagct
agttaaagtt
gaggctgcag
ccatattgat
gatgaataat
tgctcaggaa
acaaccgaaa
tgataaaaag
gaatggtgaa
cttaaattgg
taacatactg
tatggaaaaa
cttggtaact
caccatttgc
tgettgttea
tecttgeattt
agtctgactt
tttgatatta

Jgdacaaaaac

56

ttectattetg
cagaatgttt
aacacccatg
gagaatgaaa
ccagacactg
caaactgatg
aacaaaatce
aaaaagccca
cagttaggga
gataaattgg
ttcagagaca
tttttgagac
aaacaagcat
cggtttcagg
cattatgcca
gagtectgaaa
gtcatgaatg
attaaaacaa
ccaaaaattg
gaagaagatt
tgttacceta
cctattcctt
aaactattta
gaaaaaaagc
ttcagattec
atcactgagg
agagggetgt
tgctetcocat
cataagggct
aaaattcaat

tttaaacttt

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3680
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<400> 9
gaaaaccctyg tccatccatt ggaattgagt tttatattaa aagatgactg ggaagtgttce

atgtgctcat gatttttttt ttttttttta agtgtgcaat actttcccct ttccceggea
tttaaagtta gagaattttec cgtcacagat gcagttcctt ttce

<210> 10

<211>23

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10
ccctgtccat ccattggaat tga 23

<210> 11

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11
ggaactgcat ctgtgacgga a 21

<210> 12

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
cgcgegcegcea agatctacat gtcggtggtg ggg 33

<210> 13

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
cgcgegegcea agctttcatg aacactgtaa tgcacatcc 39

<210> 14

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14
ctgcggtaat caagttttta g 21

<210> 15

<211> 22

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15
aaccattcaa catttttaac cc 22

<210> 16

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

57
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<400> 16
gagtcgctgg cacagttcta

<210> 17

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 17
ctggtcactc gcgtttacaa

<210> 18

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 18
aaccatgctt gcaaaccact

<210>19

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 19
cgataatact agcaatgacc

<210> 20

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 20
gctgaatttt acctcctgac

<210> 21

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 21
attgtgccat tgcattccaa

<210> 22

<211>19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 22
taccaggtgg caaagggca

<210> 23

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 23

tctgcatttt aactatggct c 21
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20

20

20

20

20

20

19
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de choque térmico 110 (HSP110) mutada, que consiste en la secuencia aminoacidica de SEQ
ID NO: 1.

2. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica la proteina HSP110 mutada de la
reivindicacion 1.

3. Uso de una HSP110 mutada como se define en la reivindicacion 1, un acido nucleico segun la
reivindicacion 2 y/o una repeticion microsatelital de 17 nucledtidos de timidina localizada en el sitio aceptor de corte y
empalme del intrén 8 del gen que codifica HSP110 como biomarcador para el pronéstico de supervivencia y/o de la
respuesta al tratamiento de un paciente que padece un cancer.

4. Un método in vitro para el prondstico de la supervivencia y/o de la respuesta al tratamiento de un paciente
que padece un cancer, comprendiendo dicho método las etapas de:
a) medir la expresion de HSP110 mutada como se define en la reivindicacion 1 en una muestra
bioldgica de dicho paciente; y/o
b) determinar la longitud de la repeticion de timidina de una repeticion microsatelital de 17 nucledtidos
de timidina localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intron 8 del gen que codifica
HSP110;
c) y correlacionar el nivel de expresion medido en la etapa a) y/o la longitud de la delecién de timidina

identificada en la etapa b) con el prondstico de dicho paciente, deduciendo asi el prondstico de
dicho paciente.

5. El método in vitro segun la reivindicacion 4, en el que dicho método comprende las etapas de:
a) determinar la longitud de la delecion de timidina de una repeticion microsatelital de 17 nucledtidos
de timidina localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intron 8 del gen que codifica
HSP110;
b) y correlacionar la longitud de la repeticiéon de timidina identificada en la etapa a) con el prondstico

de dicho paciente, deduciendo asi el pronéstico de dicho paciente,

en el que una delecién de al menos 5 timidinas en la repeticién es indicativa de un buen prondstico de supervivencia
y/o de respuesta al tratamiento.

6. El método in vitro segun la reivindicacion 4, en el que dicho método comprende las etapas de:

a) medir la expresion de una HSP110 mutada como se define en la reivindicacion 1 en una muestra
bioldgica de dicho paciente;

b) medir la expresion de una HSP110 mutada como se define en la reivindicacion 1 en una muestra
de control negativo;

en el que una expresion significativamente mayor de HSP mutada medida en la etapa a) en comparacion con la
expresion medida en la etapa b) es indicativa de un buen prondstico de supervivencia y/o de respuesta al
tratamiento.

7. El método in vitro segun la reivindicacion 4, en el que dicho método comprende las etapas de:
a) medir la expresion de una HSP110 mutada como se define en la reivindicacion 1 en una muestra
bioldgica de dicho paciente;
b) medir la expresion de HSP100 de tipo silvestre en dicha muestra bioldgica;
c) comparar la expresion medida en las etapas a) y b), deduciendo asi el prondstico de dicho
paciente.
8. Un método in vitro para diagnosticar el fenotipo de MSI de un cancer, comprendiendo dicho método las
etapas de:
a) genotipar o secuenciar la repeticiéon microsatelital de 17 nucledtidos de timidina localizada en el

sitio aceptor de corte y empalme del intron 8 del gen que codifica HSP110 en una muestra
bioldgica de un paciente que es probable que esté afectado por un cancer con fenotipo de MSI;

b) detectar la presencia o ausencia de inestabilidad en dicha repeticion microsatelital,
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en el que la deteccion de inestabilidad en dicha repeticion microsatelital en la muestra bioldgica del paciente indica
que el paciente padece un cancer con fenotipo de MSI.

9. Un método in vitro para determinar un régimen terapéutico adecuado para tratar un sujeto que padece un
cancer propenso a tener un fenotipo de MSlI, en el que dicho método comprende las etapas de:

a) determinar la longitud de la repeticion de timidina de una repeticién microsatelital de 17 nucleétidos
de timidina localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica la
proteina de choque térmico 110 (HSP110) en una muestra biolégica de dicho paciente, y

b) deducir un régimen terapéutico adecuado para el sujeto basandose en la longitud de dicha
repeticion de timidina.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el que el cancer se selecciona del grupo
consistente en cancer colorrectal, cancer de estémago, cancer endométrico, cancer de vejiga, cancer del tracto
urinario, cancer de ovario, cancer de prostata, linfomas, leucemias, glioblastoma, astrocitoma y neuroblastoma.

11. El método de la reivindicacion 10, en el que el cancer es cancer colorrectal.

12. Un kit que comprende o consiste en:

— medios para detectar especificamente la presencia de HSP110 mutada como se define en la reivindicacion
1, ylo

— medios para detectar especificamente la longitud de una repeticion microsatelital de 17 nucledtidos de
timidina localizada en el sitio aceptor de corte y empalme del intrén 8 del gen que codifica HSP110.
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ES 2575980 T3

HCT116 Ctl
El Trail

o o
..\m{‘-&ﬁ\\.@ ...n.\%‘&“&@

HSP110wt HSP110wt

FIG.12

69



[l HSP110wt /GFPc1

HSP110wt /GFPc2

HSP110wt /HSP110 del E9c1

[

E HSP110wt /HSP110 del E9c2

ES 2575980 T3

| -
«— il
| L ' 22 |5
E Al
<
o
a0
=
" =
= W
{ @
\y
® O & © T w o
™ — =
(dd49 uod SEpPEDaSUER] SBN[2D) [01U0D 3D %
| -
*
T — g= | =
¥ -
TN &8 |2
O
' -
| =
i O
e 2 T
I® @
E

N M N N W T .0 O
[ap] | — o

(d49 uoD sepelajsuRI] SEINEI) [ONUOD 3p %

70

FIG.13



ES 2575980 T3

(sasoll) oplelay

or.‘_. 09 o.m pv o,m o_m _urr ﬂ
r0
G000 soue G =

= so2iuuebo) sobuel ap | _,

ﬁ_‘_. vaw_}_ eganid g munmu_o_m_;-mo
(LL=N)ISW

80

-1

(§4@) eidessonuinb ofeq sauaned

(sasal) oplelay

o_h 09 o_m pv o.m o_m _n_,_‘ ﬂ
r0
200 soye g =
so2iuebo) sobuel ap 20
rganid v) ap d ap lojea
70
N F9°0
(86 =N)SSIN
80
(8€ =N) ISW T ]
- |

(S4Q) sewaied so| sopo |

71



ES 2575980 T3

(sasaw) oplelay

0L 09 0S O¥ o€ 0¢ 0l

| 110’0 S0UB G =

(L1 =N)ssnB312P0L LASH-SSIN so2wyiebo) sobuel ap
eqanid B) ap d ap 1ojBA

(8 =N)mo163 1P 0L LISH-ISIN

e =N)ys6319P 0L LASH-ISN

(S4q) edemonuinb ofeq sauaned

(sas8W) opielsy

0, 09 05 Or 06 0Z O O

170°0 'SOYB G > 0
sodiunuebol sobuel ap L20
eqganid g) ap d ap 10jeA

F7°0
L F9°0
(8G = N)pan631OP 0L LISHSS
(62 =N)wo16313P0 L L ISH-ISIN 80
i
L

(6 =N)ys1163 18P0} LISHISI

(540]) sawsaied so| sopo|

72



ES 2575980 T3

FIG.A7

o}
S\
2 MM

rﬁ AR ..

o
2 MM

&
S\

o

.\éﬂ ,4;\*"\.:3 .(:\b' ,.;:\(5 ,("'\q’ ""\’\J\ ,4\’\() Jl'\"—'?.:l

o
&~

10

o o]
<t 2

(%) 1SN Uo2 Jowny ap NQY U

0LLdSH 2P Lllod ap sojaje ap uolonquysiq

(o)
.
J
L
|
SN %,
&
z NN MmN ¢, ¢
¢
NN\ <
: : . <
o [} (=] (=] [ - <

(K] =T o (8] -—

(%) SSIN U0 Jowny 3p NQY U2
0LLJSH @p sodpouab ap ugionquysia

73

44 elouaniadadns
ap [elIUl auoUOD

%)
<
]
=
La—"
)
=1 s
2 N
— I
o =
Z ol =
T [
o ]
i =
-
w o
7] ™
T ™
T
o
T T T T 1
- @ (=} =t o <
o o o o
4 elouanialadns
8p [el2lUl suoyoD
@ ©
1 -
c 3 Il
— [
= =
e S u_
% 2] g
o
= — o
= —
w5 - 0
¢ % S
o
e I
o
S e & % & o
o =] o o

10 20 30 40 50 60

10 20 30 40 50 B0 70 80

70

0

0

Meses

Meses

FIG.18¢



ES 2575980 T3

sasapy sasap ~

08 0L 09 05 Or OE OCc Ol O 08 0L 09 05 Or 0 O 0L O
m 88°0=d [0 g/0'0=d [0
F2'0 ® 8 , -2'0 20
23 ® 3
T A [ = = ]
70 2o , Lyio 88 | s
_m s Ja '
: H = " <
. (0£=U)~1900LLdSH | m.m - (09=U) <20} LdSH L 61Dl
m 9’0 & -9'0 2.5
“" & [ o, o2
: g n ﬁw“
80 o L 80
P ($1=U) 11900} L SH
(221=U) 5130 0L LdSH ﬁ -1 ~

74



ETAPAII

ETAPAII

ES 2575980 T3

T2}
[~
-
I
£
o
a
= v
A I
-
o E
wl =
T T
O
\ S
- Tp)
o el
@ T
I
(a
- © © < N o
o o o o
eplesal ap alqi elpuaainladns
ap uoepljea+|eldiul ayoyo
1o
~ n
o
& . i -
1] &
£ D
= -
@ <
O =
=
© o
— v
o I
)
I o
il
Gn.
o
1l
o
T L T B |
- o © 5 o™ <
o o o o

epledal ap aiqi| elouanialadns
ap uQloep|[eA+|I2]U] 8U0YOD

0 10 20 30 40 50 60 70 80

10 20 30 40 50 60 70 80

0

Meses

Meses

FIG.20



ES 2575980 T3

sasay

08 0L 09 0S O¥ 0E 0Z 0} 0

- Z'0

(82=1) §>V >0 OLLISH

(Tz=1)S=vOI1dSH

€L00=d [0

sasa
08 0 09 0S O O€ 0Z O O
“ 21'0=d [ 0
(1z=Y) £>V>0 0TIdSH "0

(6£=11) €<VOILdSH

lvdv.l3

sasa

08 0/ 09 0S OF 0E 0Z 0L 0

180°0=d [ O

(§p=1) $>V>0 0T1SH

(S5=1) ¥=VOLIJdSH

sasapy
08 0. 09 05 0¥ 0E 0Z 0L O

2e0=d [0

(§=1) Z>V >0 OLLASH

(S6=1) T=VOLLdSH

4 eppuaaigadns ap
uQIoEp|[eA+[E|d1Ul 3UOY0D

76



ES 2575980 T3

IR

sasapy

08 0L 09 0§ OF 0 0Z Ol

0

610°0=d

B
H

H
H

(1£=U) 5190 0} LdSH

L1l _m "
L ) T

(LL=u)112Q0LLdS

¥
H
H
¥
i
L v
§

0]0s ojioeanolonj-¢ oleq
AN vdvLa

epledal ap aiq erdpuanialadns

3p uoEpljeA+[eldIUl aUoYO D

08 04

¢¢ 9l

sasal

09 06 OF 0E OZ OFL O

L

920°0=d

eidesajoiwinb oleq
Al YdYLS

r0

eplenal ap aiq elpuaslnadns

3p UQIDEPI[EA+[RIDIUl SUOYOD)

77



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos


