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DESCRIPCION

Empleo de Trefoil Factor-Family 3 (TFF3) en el prondstico de sujetos diagnosticados con cdncer colorectal.
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con métodos in vitro para pronosticar la evolucion de un sujeto diagnosticado
con cancer colorectal tras la administracién de una terapia, monitorizar el efecto de dicha terapia en el sujeto o para
predecir la respuesta clinica de dicho sujeto a la terapia respecto a niveles de expresion basales.

Antecedentes

El cancer de intestino grueso es el tercer tumor maligno mds frecuente en el mundo occidental, después del cancer
de pulmén y mama, representando el 10% de todos los cdnceres y ocasionando el 10% de la mortalidad secundaria a
céncer. Aproximadamente un tercio de los canceres de intestino grueso se forman en el recto, y la mayoria de estos se
diagnostican como cédnceres de recto localmente avanzados (CRLAs).

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

De acuerdo a los datos de ensayos clinicos aleatorizados antiguos y recientes, el tratamiento combinado preopera-
torio con QRT ha extendido la supervivencia global a los 5 afios desde un 45%, con cirugia convencional (Douglass,
H.O., et al. 1986, N.Engl.J Med., 315: 1294-1295; Tveit, K.M., et al. 1997 Norwegian Adjuvant Rectal Cancer Project
Group, Br.J Surg., 84: 1130-1135), a un 66-76% con QRT preoperatoria, y las recidivas locales han disminuido desde
un 30-50% a un 6-8%. Sin embargo, un tercio de los pacientes desarrollard metdstasis a distancia, que son responsa-
bles de la elevada mortalidad (Sauer, R., ef al. 2004 N.Engl.J.Med., 3 51: 1731-1740; Bosset, J.F., et al. 2006 N.Engl.J
Med., 3 55: 1114-1123).

Ademds, un niimero importante de enfermos sufre considerables efectos adversos asociados a la QRT sin beneficio
alguno. De forma opuesta, otros pacientes pueden ser infra-tratados. Asi, resulta de enorme interés identificar las
potenciales dianas involucradas en la resistencia a la QRT e identificar a los pacientes que recaerdn y serian pueden
ser subsidiarios de tratamientos mas intensivos.

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

Puesto que la exposicion a QRT induce la expansién clonal de células cancerosas resistentes, la evaluacion dindmi-
ca de marcadores que responden a QRT ha despertado un gran interés en el cancer de recto (Crane, C.H., et al. 2003, J
Clin Oncol, 21: 3381-3382). El cribaje ciego de genes a través de esta estrategia puede identificar nuevas dianas pro-
ndsticas y potencialmente terapéuticas. Ademas, las comparaciones intra-paciente reducen las fuentes de variabilidad,
ofreciendo un contexto atractivo para el cribaje de dianas.

Unos pocos estudios clinicos han abordado la evaluacién dindmica de marcadores individuales antes y después del
tratamiento. Rau et al. encontraron, en una serie de 66 pacientes, que la reduccién en la expresion inmunohistoquimica
de p21, y el aumento en la expresion de Ki-67, se asocié a un peor prondstico (Rau, B., et al. 2003, J Clin Oncol,
21: 3391-3401). De forma andloga, en 40 pacientes incluidos en el mencionado ensayo aleman, la persistencia de
enfermedad ganglionar tras el tratamiento y el aumento en la expresion de timidilato sintetasa en los mismos, tras
microdiseccién tumoral con ldser, se acompafi6é de una mayor tasa de recidivas (Liersch, T. er al. 2006, J Clin Oncol,
24: 4062-4068).

“Trefoil Factor Family 3” (TFF3), también llamado “Intestinal Trefoil Factor” (ITF), es una proteina liberada por
las células caliciformes de la mucosa intestinal a la luz del intestino (Figura 2). Su funcién principal es colaborar en
la reparacion del epitelio intestinal. Para ello, actia sobre las células de reserva epiteliales estimulando su divisién y
migracion para reepitelizar las superficies dafiadas donde se ha perdido el epitelio. TFF3 activa una serie de rutas de
sefializacion intracelular que inducen proliferacion, actian sobre las adhesiones celulares para facilitar la movilidad

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332167 Bl

celular, inhiben la apoptosis celular e incluso pueden mandar sefiales de activacién de la angiogénesis a las células
endoteliales de la mucosa y la 1dmina propia.

Los ratones knockout para TFF3 son fenotipicamente normales a menos que su intestino sea dafiado, en cuyo caso
los ratones mueren por fallo al curar la herida. Se ha propuesto el uso de un TFF3 recombinante para la terapia relacio-
nada con sindrome del intestino irritable y otras enfermedades intestinales (e.g., la patente US 6,063,755, 6,316,218 y
solicitud de patente US20010052483).

Los efectos fisiologicos de TFF3 en las células intestinales pueden considerarse beneficiosos para el crecimiento
de las células cancerigenas, proliferacion y metastasis. Por ejemplo, la resistencia a la apoptosis, induccién de la mi-
gracién y proteccion de la activacion del complemento se cree que son mecanismos a través de los cuales las células
cancerigenas escapan al control del crecimiento, invaden los tejidos normales colindantes y escapan a la vigilancia del
sistema inmune. Los datos recogidos de la préctica clinica sugieren que la expresién de TFF3 puede estar correlacio-
nado con el mal prondstico del cancer gastrico (Yamachika, et al., Clin. Cancer Res., 2002, 8, 1092).

Yio, X. et al., 2005 (Clin Exp Metastasis. Vol. 22(2): 157-165) describen la correlacién entre la expresién endégena
y constitutiva de TFF3 y un fenotipo agresivo en células de cancer de colon. Mds concretamente, los autores han obser-
vado que todas las metdstasis de colén humano examinadas expresan TFF3 y que TFF3 confiere un comportamiento
maligno a las células de cdncer de colon. Adicionalmente, citan conclusiones de otros autores, dentro de las cuales se
sefiala el hecho de que en células de cancer gastrico, la inhibicién de la expresion de TFF3 provoca un descenso en el
crecimiento celular y una sensibilidad incrementada a la quimioterapia.

Por otro lado, Solmi, R. et al., 2004 (Int J Onclol. Col. 25(4):1049-56) describen un conjunto de 11 genes, entre
los que se encuentra TFF3, que se expresan diferencialmente en cancer de colon.

La solicitud de patente US2007/0172857, a nombre de Sysmex Corporation, describe un conjunto de proteinas,
entre las que se cita a TFF3, que se encuentran expresadas en exceso en células de cancer derivadas de cancer de colon.
Tras varios ciclos de PCR, TFF3 es identificado como un marcador efectivo para detectar metdstasis hacia el nédulo
linfético de cancer de colon.

La solicitud de patente internacional WO2007/082099, a nombre de Genomic Health, INC y NASBP Fundation,
describe marcadores de expresion génica para el prondstico de cdncer colorectal en distintos estados de desarrollo del
céncer. Entre los marcadores descritos se encuentra TFF3, que es empleado en un método para predecir el resultado
clinico en un sujeto diagnosticado con céncer tras la eliminacion quirtdrgica de dicho cancer. En funcién del estado en
que se encuentre el cancer, es decir, Dukes B (estado II) o Dukes C (estado III), el nivel de expresion de TFF3 indica
un mayor o menor probabilidad de un desarrollo clinico positivo para el paciente.

Por ultimo, Rau, U. ef al., 2003 (J Clin Oncol. Vol. 21(18): 3391-401) describe la expresiéon dindmica de dos
genes, P2IWAF1/CIP1 y Ki-67 en pacientes con carcinoma o de recto, antes y después de someter a dichos pacientes
a un tratamiento preoperatorio de radioquimioterapia. Asi, los autores encontraron que la reduccién de la expresion
inmunohistoquimica de p21 y el aumento de la expresion de ki-67, estaba asociado a un peor prondstico del paciente.

Por tanto, existe en el estado de la técnica la necesidad de proporcionar un marcador de expresién génica alternativo
a los ya existentes, que permita pronosticar con fiabilidad la respuesta de un sujeto diagnosticado con cancer colorectal
a la terapia administrada en el tratamiento de dicho cancer.

Compendio de la invencién

En un aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para pronosticar la evolucién de un sujeto diagnos-
ticado con cdncer colorectal tras la administracién de una terapia que comprende

(i) cuantificar los niveles de expresion del gen TFF3 o

(i1) cuantificar los niveles de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcional-
mente equivalente de dicha proteina TFF3,

en una muestra biolégica procedente de dicho sujeto antes y después de la terapia, en donde un aumento de la ex-
presién de TFF3 o del nivel de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente
equivalente de dicha proteina TFF3, tras la terapia administrada con respecto a la expresién de TFF3 o del nivel de
expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha proteina
TFF3, antes de la terapia, es indicativa de una peor evolucién del sujeto.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para monitorizar el efecto de una terapia admi-
nistrada a un sujeto diagnosticado con cancer colorectal, que comprende

(i) cuantificar los niveles de expresion del gen TFF3 o
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(i1) cuantificar los niveles de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equi-
valente de dicha proteina TFF3,

en una muestra bioldgica procedente de dicho sujeto antes y después de dicha terapia, en donde un aumento de
la expresion de TFF3 o del nivel de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcio-
nalmente equivalente de dicha proteina TFF3, tras la terapia administrada con respecto a la expresion de TFF3 o del
nivel de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha
proteina TFF3, antes de la terapia, es indicativa de que la terapia administrada no es efectiva.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un método in vitro para disefiar una terapia personalizada a un sujeto
diagnosticado con cédncer colorectal, que comprende

(i) cuantificar los niveles de expresion del gen TFF3 o

(i1) cuantificar los niveles de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equi-
valente de dicha proteina TFF3,

en una muestra bioldgica procedente de dicho sujeto antes y después de la terapia, en donde un aumento de la ex-
presioén de TFF3 o del nivel de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente
equivalente de dicha proteina TFF3, tras la terapia administrada con respecto a la expresion de TFF3 o del nivel de
expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha protei-
na TFF3, antes de la terapia es indicativa de que el sujeto necesita una terapia alternativa a la terapia administrada
originalmente.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para pronosticar la evolucién de un sujeto diag-
nosticado con cdncer colorectal, que comprende determinar el patrén de distribucion de la proteina codificada por el
gen TFF3, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha proteina TFF3, en el tumor, en donde la detec-
cién de TFF3, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha proteina TFF3, en la luz de las microgldndulas
tumorales y/o en el interior de los vasos linfaticos o sanguineos, es indicativo de una peor evolucién de un sujeto.

Por dltimo, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un método para predecir la respuesta clinica de un sujeto
diagnosticado con cédncer colorectal a una terapia que comprende

(i) cuantificar los niveles de expresion del gen TFF3 o

(i1) cuantificar los niveles de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcional-
mente equivalente de dicha proteina TFF3,

en una muestra bioldgica procedente de dicho sujeto antes de la administracion de la terapia, en donde unos niveles
de expresion de TFF3 elevados respecto a los niveles de expresion basales de TFF3, es indicativo de una mala respuesta
clinica del sujeto a la terapia.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 son unas gréficas que muestran la Supervivencia global (A) y la supervivencia libre de enfermedad (B)
en funcion de las alteraciones en la expresion de TFF3 tras el tratamiento con quimiorradioterapia.

La Figura 2 es una grafica que describe la relacion estadisticamente significativa (P<0,0001) entre la inmunotincién
intensa de TFF3 en la secrecién en la luz de las microgldndulas del tumor y el riesgo de recaida de los pacientes.

La Figura 3 son fotografias que muestran la inmunotincién de TFF3 en la secrecion de la luz de la microglandula
tumoral. A: Caso con expresion baja de TFF3 en los citoplasmas de las células del tumor. B: Caso con expresion alta
de TFF3 en los citoplasmas de las células tumorales. C: Inmunotincién de TFF3 en la luz del vaso.

Descripcion detallada de la invencion

La seleccidn del tratamiento quimioterapéutico para cada caso individual de céncer colorectal depende de variables
clinicas y patolégicas que resultan incapaces de predecir la eficacia terapéutica de un tratamiento o de pronosticar la
evolucién de un paciente que sufre dicho tipo de cédncer. Los autores de la presente invencidn han descubierto que,
sorprendentemente, un aumento de los niveles de expresion del gen TFF3, o de la proteina codificada por dicho gen,
tras el tratamiento con quimiorradioterapia (QRT) se asocia a un elevado riesgo de recaida del sujeto que padece dicho
cancer.
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En un aspecto, la invencidn se relaciona con un método in vitro para pronosticar la evolucién de un sujeto diagnos-
ticado con cdncer colorectal tras la administracién de una terapia que comprende

(i) cuantificar los niveles de expresion del gen TFF3 o

(ii) cuantificar los niveles de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcional-
mente equivalente de dicha proteina TFF3,

en una muestra biolégica procedente de dicho sujeto antes y después de la terapia, en donde un aumento de la ex-
presion de TFF3 o del nivel de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente
equivalente de dicha proteina TFF3, tras la terapia administrada con respecto a la expresion de TFF3 o del nivel de
expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha proteina
TFF3, antes de la terapia, es indicativa de una peor evolucion del sujeto.

En una realizacién particular del método in vitro para pronosticar la evolucién de un sujeto diagnosticado con
céncer colorectal, el pardmetro que indica la evolucién de dicho sujeto se selecciona del grupo de riesgo de recaida,
de supervivencia libre de enfermedad y/o de supervivencia global del sujeto.

En la presente invencién se entiende por “riesgo de recaida”, a la probabilidad de un sujeto de volver a desarrollar
céncer colorectal tras un periodo libre de enfermedad.

En la presente invencion se entiende por “supervivencia libre de enfermedad” al periodo de tiempo posterior al
tratamiento en el que no se detecta el cancer.

En la presente invencion se entiende por “supervivencia global del sujeto” al porcentaje de sujetos que sobreviven,
desde el momento del diagndstico o tratamiento, al cabo de un periodo de tiempo definido.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para monitorizar el efecto de la terapia adminis-
trada a un sujeto diagnosticado con céancer colorectal, que comprende

(i) cuantificar los niveles de expresion del gen TFF3 o

(ii) cuantificar los niveles de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equi-
valente de dicha proteina TFF3,

en una muestra biolégica procedente de dicho sujeto antes y después de dicha terapia, en donde un aumento de
la expresion de TFF3 o del nivel de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcio-
nalmente equivalente de dicha proteina TFF3, tras la terapia administrada con respecto a la expresion de TFF3 o del
nivel de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha
proteina TFF3, antes de la terapia, es indicativa de que la terapia administrada no es efectiva.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un método in vitro para disefiar una terapia personalizada a un sujeto
diagnosticado con cdncer colorectal, que comprende

(i) cuantificar los niveles de expresion del gen TFF3 o

(ii) cuantificar los niveles de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equi-
valente de dicha proteina TFF3,

en una muestra bioldgica procedente de dicho sujeto antes y después de la terapia, en donde un aumento de la ex-
presion de TFF3 o del nivel de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente
equivalente de dicha proteina TFF3, tras la terapia administrada con respecto a la expresién de TFF3 o del nivel de
expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha protei-
na TFF3, antes de la terapia es indicativa de que el sujeto necesita una terapia alternativa a la terapia administrada
originalmente.

El término “proteina”, tal como aqui se utiliza, se refiere a una cadena molecular de aminodacidos, unidos por
enlaces covalentes o no covalentes. El término incluye, ademads, todas las formas de modificaciones quimicas post-tra-
duccionales, relevantes fisiolégicamente, por ejemplo, glicosilacion, fosforilacién o acetilacion, etc siempre y cuando
se mantenga la funcionalidad de la proteina.

En la presente invencion se entiende por “variante funcionalmente equivalente de la proteina TFF3”, una proteina
cuya secuencia de aminoécidos (i) es sustancialmente homdloga a la secuencia de aminoacidos de la proteina TFF3 y
(ii) realiza las mismas funciones que la proteina TFF3. La similitud funcional de una proteina con otra concreta puede
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determinarse mediante ensayos de interferencia con la expresion del gen que codifica la proteina concreta que, al redu-
cir la expresion, reducirian la actividad de esa proteina, y la posterior recuperacion de la actividad mediante expresion
de la secuencia de la otra proteina. Estos experimentos se realizan utilizando secuencias de ARNs de interferencia
especificas y complementarias para la secuencia de la proteina concreta y vectores de expresion que incorporen la
secuencia especifica de la otra proteina regulada por un promotor inducible o no.

Una secuencia de aminodcidos es sustancialmente homoéloga a una secuencia de aminodcidos determinada cuando
presenta un grado de identidad de, al menos, un 70%, ventajosamente de, al menos, un 75%, tipicamente de, al menos,
un 80%, preferentemente de, al menos, un 85%, mas preferentemente de, al menos, un 90%, ain mds preferente-
mente de, al menos, un 95%, 97%, 98% 6 99%, respecto a dicha secuencia de aminodcidos determinada. El grado de
identidad entre dos secuencias de aminodcidos puede determinarse por métodos convencionales, por ejemplo, median-
te algoritmos estandar de alineamiento de secuencias conocidos en el estado de la técnica, tales como, por ejemplo
BLAST [Altschul S.F. et al. Basic local alignment search tool. J] Mol Biol. 1990 Oct 5; 215(3):403-10].

El experto en la materia entiende que, las mutaciones en la secuencia de nucleétidos de TFF3 que dan lugar a sus-
tituciones conservativas de aminodcidos en posiciones no criticas para la funcionalidad de la proteina, son mutaciones
evolutivamente neutras que no afectan a su estructura global ni a su funcionalidad. Dichas variantes caen dentro del
ambito de la presente invencién. Estdn incluidas también dentro del dmbito de la invencién aquellas variantes fun-
cionalmente equivalentes de TFF3 que presenten inserciones, deleciones o modificaciones de uno o mas aminodcidos
respecto a TFF3, y conserven, ademads, las mismas funciones que TFF3.

Por tanto, tal como aqui se utiliza, el término “variante funcionalmente equivalente” también incluye cualquier
fragmento funcionalmente equivalente de una TFF3. El término “fragmento” se refiere a un péptido que comprende
una porcién de una proteina. En este caso, un fragmento funcionalmente equivalente de TFF3 es un péptido o proteina
que comprende una porcién de TFF3 y las mismas funciones que TFF3.

En la presente invencién se entiende por “terapia alternativa” a una terapia distinta de la terapia administrada origi-
nalmente, aqui denominada terapia estdndar, a un sujeto. Dicha “terapia alternativa” incluye variaciones significativas
a la terapia estdndar, como la sustitucién de unos agentes por otros, la adicién de agentes quimioterdpicos alternativos,
cambio de dosis o aumento de la intensidad de dosis de los fadrmacos, adicion de otros agentes anticancerosos (aproba-
dos o en fase de experimentacion), alteracion en la secuencia de administracion de los agentes anticancerosos o el tipo
de tratamientos locales, como la cirugia o la radioterapia, etc. Las terapias alternativas aqui definidas probablemente
se asocien con mayores efectos secundarios para el sujeto (aunque no necesariamente) y previsiblemente, mayor efec-
tividad. Ejemplos concretos de agentes anticancerosos incluidos dentro de la terapia alternativa podrian ser irinotecén,
bevacizumab y cetuximab, agentes que ataquen rutas de sefializacion, agentes antiangiogénicos, etc.

En la presente invencion se entiende por “terapia estandar” 6 “terapia convencional” a aquella terapia que emplea
los farmacos que han demostrado eficacia clinica en estudios fase III aleatorizados, kilos o en combinaciones similares
a las empleadas en la presente invencidn, por ejemplo, en el cancer colorectal el empleo de oxaliplatino, S-fluoruracilo
o ﬂuorplrlmldlnas orales, irinotecan, bevacizumab o cetuximab, en esquemas como FOLFOX, FOLFIRI, XELOX, o
XELIRI, con o sin bevacizumab o cetuximab, etc.

La cuantificacion de los niveles de expresion del gen TFF3 puede realizarse a partir del ARN resultante de la trans-
cripcién de dicho gen (ARNm) o, alternativamente, a partir del ADN complementario (ADNCc) de dicho gen. Por tanto,
en una realizacién particular de la invencidn, la cuantificacién de los niveles de expresion del gen TFF3 comprende la
cuantificacion del ARN mensajero del gen TFF3, un fragmento de dicho ARNm, ADN complementario del gen TFF3,
un fragmento de dicho ADNCc, o sus mezclas. Adicionalmente, el método de la invencién puede incluir la realizacién
de una etapa de extraccion con el fin de obtener el ARN total, lo que puede realizarse mediante técnicas convencionales
(Chomczynski y cols., Anal. Biochem., 1987, 162:156; Chomczynski P., Biotechniques, 1993, 15:532).

Practicamente cualquier método convencional puede ser utilizado dentro del marco de la invencién para detectar
y cuantificar los niveles de ARNm codificados por el gen TFF3 o de su ADNc correspondiente. A modo ilustrativo,
no limitativo, los niveles de ARNm codificados por dicho gen puede ser cuantificado mediante el empleo de métodos
convencionales, por ejemplo, métodos que comprenden la amplificacién del ARNm y la cuantificacién del producto
de la amplificacién de dicho ARNm, tales como electroforesis y tincién, o alternativamente, mediante Southern blot
y empleo de sondas apropiadas, northern blot y empleo de sondas especificas del ARNm del gen de interés (TFF3)
o de su ADNc correspondiente, mapeo con la nucleasa S1, RT-LCR, hibridacién, microarrays, etc., preferentemen-
te, mediante PCR cuantitativa a tiempo real usando un marcador apropiado. Andlogamente, los niveles del ADNc
correspondiente a dicho ARNm codificado por el gen TFF3 también puede ser cuantificado mediante el empleo de
técnicas convencionales; en este caso, el método de la invencion incluye una etapa de sintesis del correspondiente
ADNCc mediante transcripcién inversa (RT) del ARNm correspondiente seguida de amplificacion y cuantificacion del
producto de la amplificacién de dicho ADNc. Métodos convencionales de cuantificar los niveles de expresion pueden
encontrarse, por ejemplo, en Sambrook y cols., 2001. “Molecular cloning: a Laboratory Manual”, 3™ ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, N.Y., Vol. 1-3.

En una realizacién particular, la cuantificacién de los niveles de expresion del gen TFF3 se realiza mediante una
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332167 Bl

Por otro lado, para la puesta en préctica de la invencién, a parte de cuantificar los niveles de expresion del gen
TFF3, también se pueden cuantificar los niveles de expresion de la proteina codificada por dicho gen, es decir, la pro-
teina TFF3 (TFF3), o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha proteina TFF3. Asi, en una realizacién
particular, la cuantificacién de los niveles de la proteina codificada por el gen TFF3 comprende la cuantificacién de la
proteina TFF3.

El nivel de expresion de la proteina TFF3 puede ser cuantificado mediante cualquier método convencional que
permita detectar y cuantificar dicha proteina en una muestra de un sujeto. A modo ilustrativo, no limitativo, los niveles
de dicha proteina puede cuantificarse, por ejemplo, mediante el empleo de anticuerpos con capacidad de unirse a TFF3
(o a fragmentos de la misma que contenga un determinante antigénico) y la posterior cuantificacién de los complejos
formados. Los anticuerpos que se emplean en estos ensayos pueden estar marcados o no. Ejemplos ilustrativos de
marcadores que se pueden utilizar incluyen isétopos radiactivos, enzimas, fluoréforos, reactivos quimioluminiscentes,
sustratos enzimaticos o cofactores, inhibidores enzimdticos, particulas, colorantes, etc. Existe una amplia variedad de
ensayos conocidos que se pueden utilizar en la presente invencidn, que utilizan anticuerpos no marcados (anticuerpo
primario) y anticuerpos marcados (anticuerpo secundario); entre estas técnicas se incluyen el Western-blot o trans-
ferencia Western, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima), RIA (radioinmunoensayo), EIA competitivo
(inmunoensayo enzimdtico competitivo), DAS-ELISA (ELISA sdndwich con doble anticuerpo), técnicas inmunocito-
quimicas e inmunohistoquimicas, técnicas basadas en el empleo de biochips o microarrays de proteinas que incluyan
anticuerpos especificos o ensayos basados en precipitacién coloidal en formatos tales como dipsticks. Otras maneras
para detectar y cuantificar dicha proteina TFF3, incluyen técnicas de cromatografia de afinidad, ensayos de unién a
ligando, etc. En el mercado, existen anticuerpos comerciales contra TFF3 que pueden emplearse en el contexto de la
presente invencién, como por ejemplo, el anticuerpo monoclonal comercial contra TFF3 Abnova H00007033-MO1 y
empleado en el Ejemplo 2 que acompaiia a la presente descripcion.

En una realizacién particular, la cuantificacion de los niveles de proteina codificada por el gen TFF3 se realiza
mediante western blot, inmunohistoquimica o ELISA.

En la terapia del cancer colorectal, se pueden utilizar una variedad de tratamientos para tratar de eliminar o contener
el cancer. Dependiendo de la salud del sujeto, al igual que el tamafio, sitio y etapa del cancer, se puede utilizar (i)
cirugfa, que consiste en eliminar la parte del colon o del recto que contiene cadncer al igual que un poco del tejido sano
que estd a su alrededor, (ii) tratamientos citotéxicos/citostaticos, tales como, quimioterapia, que utiliza medicamentos
contra el cdncer para destruir las células cancerosas al hacer circular los medicamentos por el cuerpo a través de las vias
sanguineas; radioterapia, en donde se emplea radiaciones de alta energia para matar las células del cincer, y agentes
antitumorales; y/o (iii) inmunoterapia, en donde el compuesto administrado estimula, realza o repara la funcién natural
del sistema inmunolégico contra el cancer para reconocer y eliminar las células cancerosas del cuerpo.

Por tanto, en una realizacion particular, la terapia administrada es un tratamiento citotéxico y/o citostdtico que,
en otra realizacién todavia mds particular, dicho tratamiento es quimioterapia, radioterapia, agentes antitumorales o
combinaciones de los mismos.

Los agentes quimioterdpicos adecuados incluyen pero no se limitan a agentes alquilantes tales como, por ejemplo,
ciclofosfamida, carmustina, daunorubicina, mecloretamina, clorambucilo, nimustina, melfaldn y similares; antraci-
clinas, tales como, por ejemplo, daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, idarubicina, mitoxantrona, valrubicina y
similares; compuestos de taxano, tales como, por ejemplo, paclitaxel, docetaxel y similares; inhibidores de la topoi-
somerasa tales como, por ejemplo, etopéxido, tenipdxido, tulipdéxido, irinotecdn y similares; andlogos de nucleétidos
tales como, por ejemplo, azacitidina, azatioprina, capecitabina, citarabina, doxifluridina, fluorouracilo, gemcitabina,
mercaptopurina, metotrexato, tioguanina, ftorafur y similares; agentes a base de platino tales como, por ejemplo, car-
boplatino, cisplatino, oxaliplatino y similares; agentes antineoplasicos tales como, por ejemplo, vincristina, leucovo-
rina, lomustina, procarbazina y similares; moduladores hormonales tales como, por ejemplo, tamoxifeno, finasterida,
inhibidores de la 5-a-reductasa y similares; alcaloides de la vinca tales como, por ejemplo, vinblastina, vincristina,
vindesina, vinorelbina y similares. Los agentes quimioterapicos adecuados se describen con mas detalle en la biblio-
grafia, tal como en The Merck Index en CD-ROM, 13 edicion.

En una realizacién particular, la quimioterapia comprende un compuesto seleccionado de un agente alquilante que
previene la replicacién, una fluorpirimidina, un inhibidor de la timidilato sintetasa, un inhibidor de la topoisomerasa
y combinaciones de los mismos. Preferentemente, el agente alquilante que previene la replicacién es oxaliplatino, la
fluorpirimidina es 5-fluoruracilo, UFT, Utefos o Capecitabina, el inhibidor de la timidilato sintetasa es raltitrexed, y el
inhibidor de la topoisomerasa I es irinotecan.

En la presente invencidn se entiende por “agente antitumoral” aquel compuesto o agente quimico, fisico o bio-
l6gico con propiedades antiproliferativas, antioncogénicas y/o carcinostiticas que puede emplearse para inhibir el
crecimiento, la proliferacién y/o el desarrollo de tumores. Ejemplos de agentes antitumorales que pueden emplearse
en la presente invencion son (i) antimetabolitos, tales como antifolatos y andlogos de purina; (ii) productos naturales,
tales como antibidticos antitumorales e inhibidores mitéticos; (iii) hormonas y antagonista de las mismas, tales co-
mo andrégenos y corticosteroides; y (iv) agentes bioldgicos, como vectores virales. Una relacién de compuestos que
pueden emplearse como agentes antitumorales se describe en la solicitud de patente WO2005/112973.
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En una realizacién particular de la invencidn, el agente antitumoral comprende agentes antiangiogénicos e inhibi-
dores de rutas de sefializacién que, en otra realizacién mds particular, el agente antiangiogénico es Bevacizumab y el
inhibidor de la ruta se sefializacién es Cetuximab, Panitumumab o Erlotinib.

La puesta en practica del método de la invencién comprende la obtencién de una muestra biologica del sujeto a
estudiar. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichas muestras incluyen distintos tipos de fluidos bioldgicos, tales
como sangre, suero, plasmas liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal, heces, orina y saliva, asi como muestras de
tejidos. Las muestras de fluidos biolégicos pueden ser obtenidas por cualquier método convencional al igual que las
muestras de tejidos; a modo ilustrativo dichas muestras de tejidos pueden ser muestras de biopsias obtenidas por
reseccion quirurgica.

Por tanto, en una realizacién particular, la muestra biolégica es una muestra de tejido o un fluido biolégico que, en
otra realizacion todavia més particular es una muestra de tejido tumoral.

Adicionalmente, en otra realizacidn particular, la cuantificacion de los niveles de expresion de la proteina codificada
por el gen TFF3, o cualquier variante funcionalmente de dicha proteina, pueden medirse en el citoplasma de las células
tumorales a partir de la muestra de tejido tumoral.

El método de la invencién puede aplicarse a cualquier estadio de céncer colorectal, desde el estadio I al IV. No
obstante, en una realizacion particular, el cancer colorectal es adenocarcinoma de intestino grueso en estadio II 6 III 6
IV.

Adicionalmente, mediante la biopsia del tumor, los inventores han descubierto que la distribucién espacial de la
proteina TFF3 en el tejido tumoral muestra un patrén que se correlaciona con el prondstico de un sujeto diagnosticado
con céncer colorectal. Asi, la presencia de TFF3 en la luz de las microglandulas tumorales y/o en el interior de los
vasos linfaticos o sanguineos es indicativo de una peor evolucién de un sujeto.

Por tanto, en otro aspecto la invencion se relaciona con un método in vitro para pronosticar la evolucién de un su-
jeto diagnosticado con céncer colorectal, que comprende determinar el patrén de distribucién de la proteina codificada
por el gen TFF3 en el tumor, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha proteina TFF3, en donde la
deteccién de TFF3, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha proteina TFF3, en la luz de las micro-
gldndulas tumorales y/o en el interior de los vasos linfaticos o sanguineos, es indicativo de una peor evolucion de un
sujeto.

Tal como se ha indicado anteriormente, el pardmetro que indica la evolucion de un sujeto diagnosticado con cancer
colorectal se selecciona del grupo de riesgo de recaida, la supervivencia libre de enfermedad y/o la supervivencia
global del sujeto, términos que han sido definidos anteriormente.

En otra realizacion particular, al sujeto diagnosticado con cancer colorectal se le ha administrado quimiorradiote-
rapia antes de la extraccion del tumor.

Las técnicas de inmunohistoquimica permiten la identificacidn, sobre muestras tisulares o citolégicas, de determi-
nantes antigénicos caracteristicos de distintas lineas de diferenciacién y funcionalismo celular. La aplicacién directa
de anticuerpos la policlonales o0 monoclonales sobre secciones tisulares permite la localizacién microanatémica de su
expresion y su correlacion con los pardmetros morfoldgicos.

Asi, en otra realizacion particular, la deteccién de proteina codificada por el gen TFF3 se realiza mediante inmu-
nohistoquimica.

En otra realizacién particular, el cdncer colorectal es adenocarcinoma de intestino grueso en estadios II 6 III 6 IV.
En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para predecir la respuesta clinica de un sujeto diagnosti-
cado con cdncer colorectal a una terapia que comprende
(i) cuantificar los niveles de expresion del gen TFF3 o

(ii) cuantificar los niveles de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcional-
mente equivalente de dicha proteina TFF3,

en una muestra bioldgica procedente de dicho sujeto antes de la administracion de la terapia, en donde unos niveles
de expresion de TFF3 elevados respecto a los niveles de expresion basales de TFF3, es indicativo de una mala respuesta
clinica del sujeto a la terapia.

En la presente invencién se entiende por “niveles de expresion basales” al nivel de expresion de TFF3 en células
epiteliales intestinales que proliferan de manera normal, es decir, sin dar lugar al desarrollo de un tumor.
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Adicionalmente, en la presente invencidon también puede entenderse por “niveles de expresién basales” a aquel
nivel de expresion que resulta de calcular la media de las expresiones de TFF3 en un conjunto de muestras tumorales
de cancer colorectal.

Como entiende el experto en la materia, los diferentes tratamientos contra cancer, las distintas técnicas del estado
de la técnica para cuantificar los niveles de expresion de un gen o de su proteina correspondiente citados en la presente
descripcion pueden aplicarse al presente método y constituyen, por tanto, realizaciones particulares del mismo.

Ejemplo 1
Andlisis del cambio dindmico del transcriptoma después de la quimioradioterapia
1. Material y métodos

Pacientes

El cribaje inicial de cambios en el transcriptoma después de la QRT se realizé sobre 25 pacientes que fueron
sometidos a un ensayo con QRT preoperatorio, tras lo cual, se recogieron muestras tumorales en fresco. La quimiote-
rapia consistio en cuatro ciclos preoperatorios y post-operatorios de oxiplatino y raltitrexed. De los 25 pacientes, s6lo
6 fueron seleccionados para el andlisis dindmico mediante serie de expresién génica (SAGE), de los cudles sélo se
obtuvieron 3 librerfas SAGE satisfactorias.

El paciente A presenté una evolucién adversa, paradigmadtica de resistencia a la QRT. Los otros dos pacientes,
B y C, presentaron tumores representativos de los grados de regresion tumoral (GRT) II-1II, los mas habituales. El
paciente A debuté con un adenocarcinoma de recto en un favorable estadio clinico (uT3NO), adyacente al margen
anal, que requirié amputacién abdéminoperineal. No se consiguié infraestadificacién tumoral, el GRT fue 2, y la
recidiva a distancia y local se registraron a los 16 y 48 meses respectivamente.

Los pacientes B y C presentaron enfermedad con un estadio clinico uT3NO en el momento del diagndstico, en-
contrandose el primero libre de enfermedad al cabo de cinco afios, y el segundo con metastasis pulmonares 54 meses
después de iniciar el tratamiento.

Para el estudio de PCR cuantitativa miiltiple (QRT-PCR), 129 pacientes adicionales con estadios II, III de adeno-
carcinoma de recto por debajo de 10 centimetros de margen anal, que recibieron dos o mas ciclos de quimioterapia
y 50.4 Gy de radioterapia antes de la cirugia, fueron reclutados prospectivamente, y las variables clinico-patolégicas
registradas (ver Tabla 1 en la pagina siguiente).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Pacientes y caracteristicas tumorales
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Total GRTO0/1 |GRTII/III| GRTIV
NTR TR
n % n % n % n %
Nimero total de pacientes 95 100 | 17 18 62 65 17 17
[Edad media (rango) 62 [23-84| 63 | 37-75| 63 |23-84 | 61 |36-73
Sexo
Varones 55 58 110} 59 341 356 11 65
Mujeres 40 42 7 41 27 44 6 35
Distancia a anal
<6 cms 36 38 13 76 39 64 7 41
>6 cms 59 62 4 24 22 1 26 10 59
Clasificacion pre-QRT clinica
del tumor (cT)
cT2 8 8 1 6 5 8 2 12
cT3 61 64 | 11 64 38 62 12 70
cT4 9 9 2 12 6 10 1 6
indeterminado 17 18 3 18 12 20 2 12
Clasificaciéon pre-QRT clinica
nodal (cN)
cN- 40 42 8 47 26 | 42 6 35
cN+ 41 43 6 35 27 | 44 8 47
indeterminado 14 15 3 18 8 13 3 18
Clasificacién post-QRT
patolégica del tumor (ypT)
vpT0 16 17 0 3 5 17 | 100
ypTl 4 4 1 6 3 5
ypT2 22 23 4 23 17 28
ypT3 52 55 11 65 38 62
ypT4 1 1 1 5 0 0
Clasificacién post-QRT
atologica nodal (ypN)
vpNO 76 80 | 11 64 | 49 80 17 | 100
ypN1 13 14 3 18 9 15 0 0
ypN2 6 6 3 18 3 5 0 0
ypNx 0 0 0 0 0 0 0 0
Tipo de reseccién
RO 95 [ 100 [ 17 ] 18 [62] 65 [ 17 [ 17
QRT preoperatoria
Oxaliplatino-Raltitrexed 49 52 5 30 36 59 8 47
5-FU en infusion/UFT 46 48 121 70 25 41 9 53
atrones de recurrencia
Local 6 2 4 0
Distancia 16 4 11 1
Ambas 1 1 0 0
Muerte
Si 12 13 4 24 8 13 0 0
No 83 87 13 76 53 87 17 | 100

10

QRT: Quimioradioterapia; TR: Respuesta tumoral; NTR: No respuesta Tumoral; GRT: Grado de regresién tumoral
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En el andlisis estadistico se incluyeron 95 pacientes, 34 de los cuales fueron descartados como resultado de datos
de expresion génica incompletos o muestras patoldgicas inapropiadas.

La evaluacion dindmica de los cambios en la expresion génica se analizaron en tumores de 74 pacientes, 21 de los
cuales fueron rechazados al tratarse de casos de respuesta completa patoldgica o carecer de material tumoral suficiente
para el andlisis.

En todos los casos, se obtuvieron consentimientos informados, y el estudio fue previamente aprobado por los
correspondientes comités de ética del hospital.

Seguimiento

Los pacientes se siguieron a intervalos de tres meses durante dos afios, después cada seis meses durante tres
afios y mas tarde anualmente. Las evaluaciones consistieron en un examen fisico, hemograma y bioquimica. La co-
lonoscopia, la ecografia y la tomografia computerizada se realizaron segun las guias estdndar (http://www.asco.org/
ascoldownloads/Colon_Cancer_Tool_11-1-05.xls.).

Siempre que fue posible, se recomendd una confirmacién histopatolégica de recurrencia.
Preparacion de las muestras

Para el andlisis SAGE, se recogieron muestras tumorales en fresco de las biopsias previas y posteriores a la QRT
en los seis pacientes seleccionados. Las biopsias tumorales se congelaron durante 15 minutos con nitrégeno liquido
a -70°C. Para el aislamiento del ARN, las muestras tumorales tefiidas con hematolixina y eosina fueron examinadas
por un patélogo; las muestras congeladas de las biopsias endoscdpicas se sometieron a cortes seriados de cinco micras
en su totalidad; 20 secciones del mismo grosor se practicaron en los especimenes quirdrgicos congelados. Se requirié
que todas las muestras contuvieran al menos un 90% de muestras tumorales tras la microdiseccion.

De los 129 pacientes reclutados mencionados anteriormente, se seleccionaron 95 de ellos con informacién clinico-
patoldgica completa y muestra tumoral suficiente para el andlisis con arrays de baja densidad mediante PCR cuantita-
tiva multiple. Las muestras embebidas en parafina se tifieron con hematoxilina-eosina y se analizaron por un patélogo.
Se requiri6 un enriquecimiento en células tumorales superior al 75%, y cuando fue preciso, se realizé una posterior
macrodiseccién con cuchilla de seguridad y nueva tincién de hematoxilina-eosina en las biopsias post-operatorias. El
ARN se extrajo de 5-10 secciones de cinco micras a partir de las muestras parafinadas.

Librerias y andlisis SAGE

Se generaron seis librerias SAGE con las muestras tumorales de las biopsias endoscépicas al diagnéstico y de
las piezas quirtrgicas post-tratamiento procedentes de los tres pacientes seleccionados. Las secciones se homogenei-
zaron directamente y el lisado resultante se us6 directamente para la metodologia SAGE modificada (microSAGE),
siguiendo el protocolo previamente descrito (Datson, 1300-7) con modificaciones menores. Se introdujo una etapa de
calentamiento a 65°C durante 10 minutos seguido de dos minutos en hielo para permitir una mejor separacioén de los
concatémeros. Los productos mayores de 400 pb y menores de 1.000 pb fueron escindidos, extraidos y clonados en el
sitio Sphl del vector pZerO-1 comercializado por la casa comercial (Invitrogen). Los archivos de secuencias se ana-
lizaron usando el programa SAGE 2000 (amablemente facilitado por Kenneth W. Kinzler, John Hopkins University),
y los recursos de la pagina web del National Center for Biotechnology SAGE (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE).
Aproximadamente, se secuenciaron 60.000 tags para la totalidad del proyecto, alrededor de 10.000 tags por libreria
de SAGE. Para comparar estas librerias de SAGE, cada niimero de tag fue normalizado con el programa SAGE 2000.
El andlisis de significacion estadistica se realiz6 usando el andlisis de Monte Carlo, que permite realizar una gran
cantidad de comparaciones a partir de los resultados del SAGE. El mapeo entre tags y genes se realizé de acuerdo a la
base de datos SAGE Genie, con referencia a SAGEmap.

Los genes que se regularon significativamente tras las QRT fueron seleccionados para la posterior fase exploratoria
en una serie amplia de pacientes mediante PCR cuantitativa multiple. Esta seleccion se llevé a cabo basando en
los cambios estadisticamente significativos de la expresién segun el andlisis de Monte Carlo (p<0,05), la similar
tendencia de la regulacion antes y después del tratamiento (infra o sobre-regulacion) en los tres pacientes, y finalmente
la plausibilidad bioldgica segun la literatura previa disponible.

PCR cuantitativa miiltiple

La totalidad del contenido en ARN se midi6 y verificé espectrofotométricamente y electrofotométricamente. La
transcripcion inversa se realizé a partir de 200 ng de ARN total usando el High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Las reacciones de PCR cuantitativa multiple se realizaron en placas de 384 pocillos
mediante el sistema ABI PRISM 7900 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) en muestras de 50 ul
con TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) y 50 ul of de ADNc correspondientes a 50 ng de ARN
total por canal de tarjeta microfluidica. La expresion de cada gen se midi6 en triplicado, y normalizada en relacién
a tres genes de referencia (GAPDH, B2M, and PMSB4). Los genes explorados incluyeron 25 obtenidos del cribaje
mediante SAGE (Tabla 2), y el resto a partir de la literatura (Tabla 3).

11
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TABLA 2

Cribaje ciego de cambios en el transcriptoma tras la QRT mediante SAGE

Patient | Patient | Patient
Gen A B c Unigene Descripcion
¢ Pre/post (Pre/Post| Pre/post ID P
® @) ®
MYOsB | 5723|5443 | 9223 | 504 ‘Miosina VB
=0 0.11 =0
4/11 3/12 4/11 X (inactivo)-transito
XIST 0,0665 0,02 0.056 529901 especifico
8/13 13/4 2/8 S100 proteina de unién a
SI00A10 17551739 0,01944 | P=0,0457 | 143873 calcio A10
4/9 3/10 3/11 ) .
K-ALPHA-1 01323 10,0529 | 0.02292 524390 Tubulina, alfa, ubicua
12/15 7/17 6/22 Complei d
HLA-C 234125 histococr)rllnI;tei?)(i)lir(Ill:c}llOZla:e ILC
0,4310 [0,0397 | 0,00118 P ’ ’
5/37 | 10/34 18/39 .
COL1A!l s 0,00030| 0,00245 172928 Colageno, tipo I, alfa
26/10 | 15/15 21/5 . . .
TFF3 0,00456 0.7 0.00173 82961 Trefoil factor 3 (intestinal)
86/36 | 52/16 4/22 FXYD dominio contiene
FXYD3 =0 =0 0,00012 | 301350 regulador 3 transporte de
hierro
40/14 | 25/11 10/14 . .
CKB 0,00025 [0.0101 0.23 173724 Creatinin quinasa, cerebro

12




20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332167 Bl

TABLA 2 (continuacion)

Patient | Patient | Patient
Gene A B C Unigene Descripcion
Pre/post |Pre/Post| Pre/post D
® ® ®)

CCNBIIP1 (1)’2;;3;)7 (1)?32/22 801:2)150 10 43 107003 |Cyclin B1 interacting protein 1
HIG? 013/ 31 jg ()j) ;ﬁs’/'% 3;/14 521171 Proteina induc;ora de hipoxia
PH-4 0.02{25765 0.0g 3584 0.(1)1365 271224 Pﬁiféiorfapfséﬁgl;llleid;;)}gi:aZ
CHC1 0. 07;/2} 457 03/; g/; 469723 | Condensacién cromosoma 1
BATI 0. 0’;/21 157 0’12;15 0’21222 254042 | HLA-B transcrito asociado 1

SELENBP1 0. 011?3;57 5 O,i)gﬁ 4 0,38268 334841 | Proteina 1de unidn a selenio

ANGPTLA 0’91‘/ ‘f (5)/ g Olj’; ‘; 9613 Angiopoyetina-like 4

e e g ey
2 /13 / .
ZYX 0,8502 2 03 0(?01262 490415 | Zyxin |
e e B A
MMPI4 i 0006 5001 | 2% | 14 nenadamembrans)
3
ITGB4 03;?7 0713255 0:518 370255 Integrina, beta 4
WARS 0,3?54 0203);11 0;22;92 497599 | Tryptophanyl-tRNA sintetasa
PCYT2 3, %)1;)2:(!,)9 5 ,%)?)?5 o Sé 12192 514635 Citidililté?:s(f)‘:f;ieni fosfato,
GSTP1 3)’3;:123 0,1(328 0’2817202 523836 Glutation S-transferase pi
B2 | os oot aa | " | taduecionde rosies
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TABLA 3

Genes incluidos en las tarjetas microfluidicas a partir del cribaje dirigido (literatura)

Andlisis estadistico

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

Estadistica inferencial. Para variables cualitativas se aplicd el test de chi al cuadrado con la correcion de Yate
y en el caso de Tablas de 2x2 la prueba exacta de Fisher. Antes de proceder a la aplicacién de test de hipétesis
para variables cuantitativas se aplic6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov (KS) para estudiar el tipo de distribucién que
seguia la variable (normal, no normal). Para aquellas variables donde la prueba KS indicara que seguia una distribucién
normal se aplicaron pruebas paramétricas (t de Student) y en caso contrario test no paramétricos (Wilcoxon, U de
Mann-Whitney). Como uno de los objetivos del estudio es la valoracién del cambio en las expresiones de genes antes
y después del tratamiento con quimioterapia, parte de las pruebas aplicadas se correspondieron con pruebas para
muestras pareadas o dependientes. El método de Kaplan-Meier fue empleado para estimar la supervivencia global.
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Normalizacion de C,

Como paso previo al andlisis de los datos procedentes de la PCR-QT se procedi6 a la normalizacién de los mismos.
Para ello se utilizaron dos modelos, que han sido evaluados posteriormente; a) normalizar con tres genes y b) norma-
lizar con 12 genes. Debido a la variabilidad que obtenida con la normalizacién tipo b) se decidié aplicar el primer
método. En todos los casos se normaliz6 por la media de cada gen calculada en toda la serie de pacientes.

Correlacion de los cambios dindmicos en los datos de gRT-PCR con prondstico

Para estudiar los cambios de expresion de los genes analizados después de la quimioterapia, se utilizé el test de
Wilcoxon. Valores empiricos de la p para cada gen se obtuivo a través de 5.000 tests de permutaciones. Los genes con
diferencias estadisticamente significativas en la expresion (p<0.01) se seleccionaron para el andlisis discriminante y
de regresion de riesgos proporcionales de Cox. El andlisis multivariante de regresion de Cox de riesgos proporcionales
(ajustado para el sexo, estadio y nimero de ganglios positivos) se realizé para cada gen en el set de entrenamiento
(60% de la muestra, el 40% restante fue el testing set). La asumpcion de riesgos proporcionales para las covariables
se investigd examinando los residuos Schoenfeld.

II. Resultados

Datos clinicos y patologicos

Los datos histopatolégicos y de expresion génica se consiguieron en 95 pacientes para el andlisis de PCR cuanti-
tativa maltiple. Se ilustran en la Tabla 1.

Cribaje de cambios en el transcriptoma después de la QRT mediante SAGE

Se generaron seis librerias de genes en los pacientes A, B y C. La comparacion de cambios evolutivos en el
transcriptoma antes y después del tratamiento, a través del andlisis de Montecarlo, mostré aquellos que se regulaban
significativamente. De acuerdo a este andlisis, se selecciond una coleccién de genes con cambios en su expresion
comunes en los tres pacientes, en el mismo sentido positivo o negativo de su regulacién, considerdndose ademads la
plausibilidad biolégica. 17 genes se regularon unidireccionalmente mostrando una p < 0.05 en, al menos, dos de los
pacientes, y en siete genes la significacion estadistica se alcanzé en uno de los enfermos. Se seleccionaron asi 25 genes
para su posterior evaluacién en una serie amplia de pacientes (Tabla 2).

Cribaje de cambios transcripcionales después de la QRT mediante PCR cuantitativa miiltiple

El andlisis de alteraciones en la expresion de los genes incluidos en las tarjetas microfluidicas, antes y después del
tratamiento, mostré una serie de genes que se regularon significativamente tras el tratamiento (Tabla 4).

TABLA 4

Genes que se regulan significativamente tras el tratamiento quimiorradioterdpico

Gen Diferencia p
4342379-18S (FAM,NFQ) 1,81 0,0001
ACTB-Hs99999903_mi 0,0001
(FAM,NFQ) 1,71
ABCB4-Hs00240956_ml 0,07
(FAM,NFQ) 0,4
AKT1-Hs00178289 ml 0,02
(FAM,NFQ) 0,74
ALDH1A1-Hs00167445 ml 0,0001
(FAMNFQ) 2,07
ALDH3A1-Hs00167469 m! 0,04
(FAM,NFQ) 0,58
AURKB-Hs00177782 ml 0,11
(FAM,NFQ) -0,59
BAK1-Hs00832876 gl 0,13
(FAM,NFQ) 0,63
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TABLA 4 (continuacion)

Gen Diferencia
BCL2-Hs00153350_ml

(FAM NFQ) 1.2
BIRC5-Hs00153353 ml

(FAM,NFQ)) -0,75
CDKN1A-Hs00355782 ml

(FAMNFQ) 2,02
CDKN1B-Hs00153277 m1

(FAM,NFQ) 0,89
CHKA-Hs00608045 ml

(FAM,NFQ) 0,15
DPYD-Hs00559278 ml

(FAM,NFQ) 1.8
ECGF1-Hs00157317_ml

(FAM,NFQ) 0,96
EGFR-Hs00193306_m1

(FAM,NFQ) 0,79
ERCC1-Hs00157415 ml

(FAM,NFQ) 1,25
ERCC2-Hs00361161 ml

(FAM,NFQ) 0,48
FOS-Hs00170630 ml

(FAM,NFQ) 3,58
FRAP1-Hs00234508 ml

(FAMNFQ) 0,24
KDR-Hs00176676 ml

(FAM,NFQ) 0,15
LGALS4-Hs00196223 ml

(FAM,NFQ) -1,08
MAPK14-Hs00176247 ml

(FAM,NFQ) 0,34
MAPK9-Hs00177102_m1

(FAM’NE) 0’43
MKI167-Hs00606991 ml

(FAM,NFQ) -0,61
MIH1-Hs00179866 ml

(FAM,NFQ) 0,85
PIK3R1-Hs00236128 ml

(FAMNFQ) 1,06
RELB-Hs00232399 ml

(FAM,NFQ) 1,11
SPARC-Hs00234160 ml

(FAM,NFQ) 2,38
STAT3-Hs00374280 ml

(FAM,NFQ) 1,07
TP53-Hs00153340 ml

(FAM,NFQ) 0,35
TYMS-Hs00426591 ml

(FAM,NFQ) 0,22
4342379-18S (FAM,NFQ) 2.56
ACTB-Hs99999903 m1

{(FAM,NFQ) 0,74
ANGPTL4-Hs00211522 _m1

(FAM,NFQ) 0,43

16

0,0001

0,06

0,0001

0,01

0,62

0,0001

0,008

0,03

0,0001

0,11

0,0001

0,47

0,67

0,03

0,26

0,21

0,1

0,01

0,003

0,001

0,0001

0,001

0,43

0,52

0,0001

0,13

0,007
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TABLA 4 (continuacion)

Gen
BAT1-Hs00366447 m1
(FAM,NFQ)

CCNB11P1-Hs00603841_m1
(FAM,NFQ)

CHC1-Hs00154399_m1
(FAM.NFQ)

CKB-Hs00176484_m1
(FAM,NFQ)

COL1A1-Hs00164004_m1
(FAM,NFQ)

EEF2-Hs00157330_m1
(FAM\NFQ)

FXYD3-Hs00254209_m1
(FAM,NFQ)

GPX2-Hs00702173_s1
FAM,NFQ)

GSTP1-Hs00168310_m1
(FAM,NFQ)

HIG2-Hs00203383_m1
FAM,NFQ)

HLA-C-Hs00740298_g1
(FAM,NFQ)

ITGB4-Hs00173995_m1
(FAM,NFQ)

K-ALPHA-1-Hs00744842_sH
(FAM,NFQ)

MMP14-Hs00237119_m1
(FAM,NFQ)

MYO5B-Hs00393037_m1
FAM,NFQ)

PCYT2-Hs00161098_m1
FAM,NFQ)

PH-4-Hs00214665_m1
FAM,NFQ)

PMM1-Hs00160195_m1
(FAM,NFQ)

PSMB4-Hs00160598_m1
(FAM,NFQ)

PSMB6-Hs00382586_m1
FAM,NFQ)

S100A10-Hs00237010_m1
FAM,NFQ)

SELENBP1-Hs00187625_m1
FAM,NFQ)

SMAD2-Hs00183425_m1
(FAM,NFQ)

TFF3-Hs00173625_m1
FAM,NFQ)

WARS-Hs00188259_m1
(FAM,NFQ)

XIST-Hs00300535_s1
(FAMNFQ)

ZYX-Hs00170299_m1
(FAMNFQ)

17

Diferencia
0,99
1,47
1,58
2,24
1,5
0,98

0,62

0,02

0,002

0,0001

0,0001

0,001

0,009

0,11

0,71

0,0001

0,0001

0,008

0,007

0,04

0,15

0,12

0,05

0,0001

0,9

0,45

0,0001

0,52

0,05

0,009

0,009

0,001

0,05
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Correlacion de cambios dindmicos en la expresion con el prondstico

El andlisis de los cambios dindmicos en la expresién de los genes incluidos en las tarjetas microfluidicas, en
relacién a las recaidas del cancer de recto, mostré que la regulacion positiva de TFF3 tras el tratamiento se asocié con
una pronunciada tendencia a la recaida estadisticamente significativa (p=0,005), como se muestra en la Figura 1. En
dicha figura se ilustran la supervivencia libre de enfermedad (Figura 1A) y supervivencia global (Figura 1B). Hubo
también una clara diferencia en las curvas de supervivencia, aunque no llega a alcanzar la significacion estadistica, en
el probable contexto de un seguimiento inferior a 5 afios, como es el caso, dada la supervivencia media de las recaidas,
de 20-30 meses, en la enfermedad diseminada.

1. Discusion

En la presente invencién se demuestra que una estrategia de cribaje ciego de los cambios en el transcriptoma
tumoral que se desarrollan tras las quimiradioterapia, seguida de una exploracién dirigida de estos cambios y de otras
dianas sugeridas en la literatura antes y después del tratamiento, es eficaz para encontrar un marcador dindmico que
identifica pacientes con alto riesgo de recaida. Se trata por tanto de una interesante diana terapéutica, particularmente
dada la gran plausibilidad biolégica que deriva de la biologia de esta diana candidata, TFF3.

La gran tendencia a la recaida que presentan los pacientes que regulan al alza TFF3 tras el tratamiento identifica
a pacientes de mal pronéstico que bien podrian beneficiarse de tratamientos alternativos al tratamiento estandar, en el
contexto perioperatorio de la enfermedad localizada o la enfermedad diseminada. Los datos aqui recogidos ponen de
relieve que TFF3 puede ser empleado con fines prondsticos y ademads desvela el interés clinico que su abordaje puede
tener, muy compatible con la mayor agresividad que se ha sugerido en el comportamiento de lineas celulares de cancer
de colon.

Ejemplo 2
Andlisis inmunohistoquimico de la distribucion de TFF3 en el cdncer colorectal
1. Material y métodos

Para el estudio inmunohistoquimico se eligieron 77 pacientes de la serie de 129 con estadios II/III de cancer de
recto a menos de 10 centimetros de mdrgen anal, que recibieron dos o mds ciclos de quimioterapia y 50.4 Gy de
radioterapia antes de la cirugfa, cuyas variables clinicopatoldgicas estdn registradas en la Tabla 1 anterior.

Se utilizaron los mismos bloques parafinados que se habian empleado para la extraccién de ARN. Se cortaron
secciones de 4 um de estos bloques y se adhirieron a portaobjetos xilanizados (Dako Corporation). Estas preparacio-
nes se desparafinaron y se bloqued la peroxidasa endégena incubando en 3% H,0O, en metanol durante 10 minutos
a temperatura ambiente. El desenmascaramiento antigénico se llevé a cabo mediante incubacién con EDTA durante
45 minutos a 155°C. El anticuerpo monoclonal comercial contra TFF3 (Abnova H00007033-M01) se utilizé a una
dilucién de 1:500 en 1% BSA en TBS. La incubacioén se llevé a cabo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para
la visualizacién de la reaccién se utilizo el sistema EnVision™ kit (Dako Corporation, Carpinteria, CA) que utiliza
un anticuerpo secundario unido a peroxidasa. Se incub6 este anticuerpo secundario durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, se incubaron las preparaciones con el sustrato cromogénico diaminobencidina (Dako Corpora-
tion, Carpinteria, CA) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las preparaciones se contratifieron con hematoxilina
y se deshidraté el tejido utilizando alcoholes de grado creciente y xilol. Las preparaciones fueron analizadas por un
patdlogo.

II. Resultados
Inmunohistoquimica de TFF3

El estudio inmunohistoquimico se realiz6 en muestras de 77 pacientes. Los pacientes restantes de la serie no
pudieron ser estudiados por falta de muestra. Se analiz6 la muestra completa (antes y después del tratamiento) en
18 pacientes. El andlisis preliminar de estos 18 pacientes no mostrd diferencias de expresion de TFF3 significativas
al comparar las muestras antes y después del tratamiento. Por tanto, en los 59 pacientes restantes solo se estudié
la muestra de la pieza quirdrgica tras QRT. Del total de las 77 muestras quirdrgicas ya tratadas, 65 resultaron con
inmunotincién valorable y mostraron, en algunos casos, la presencia de inmunotincién intensa de TFF3 en la secrecién
en la luz de las microgldndulas del tumor. El andlisis realizado de estas inmunotinciones, se reduce a la valoracién
de si hay o no presencia de inmunotincién intensa de la secrecién en la luz de las microgldndulas (Figura 3A y
3B). Estas 65 muestras presentaron expresién variable de TFF3 y de ellas se encontrd la imagen caracteristica de
inmunotincién intensa de la secrecién en microglandula (Figura 3A y 3B) en 19 de los casos. Los 46 restantes no
presentaron inmunotincién de la secrecién extracelular. De los 19 casos con secrecidn, 16 pertenecieron a pacientes que
sufrieron recaida de su enfermedad. Sin embargo entre los 46 restantes solo 10 recayeron. Estos resultados muestran
una relacion estadisticamente significativa (P<0,0001) entre la presencia de este tipo de inmunotincién intensa de la
secrecion en microgldndula y el riesgo de recaida en los pacientes estudiados; este resultado se muestra en la Figura 2.
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Los pacientes que mostraron inmunotincién intensa de la secrecién mostraron una significativa peor respuesta
tumoral (Tabla 1), menor supervivencia global (Figura 3A) y menor supervivencia libre de enfermedad (Figura 3B).

Ademds, en algunos de los 19 casos con inmunotincién intensa de la secrecién en microgldndulas, también mos-
traron inmunotincién de TFF3 en la luz de vasos linféticos y sanguineos (Figura 3C).

Comparacion del resultado de andlisis de expresion de TFF3 mediante QRT-PCR e inmunohistoquimica

De las 65 muestras con expresion valorable mediante inmunohistoquimica de TFF3, 57 tienen medida la expre-
si6n de TFF3 mediante PCR cuantitativa. Se tomaron estos 57 pacientes para analizar la posible correlacién entre los
resultados de la medida de expresion de TFF3 con una y otra técnica. Los resultados mostraron una correlacion signi-
ficativa entre los pacientes que aumentan la expresion de TFF3 al comparar la medida antes y después del tratamiento
mediante PCR cuantitativa y los pacientes que mostraron inmunotincién intensa de la secrecién en microgldandulas.

III. Discusion

TFF3 también se ha estudiado mediante inmunohistoquimica y se han comparado los resultados obtenidos median-
te ambas técnicas. Los resultados del andlisis mediante inmunohistoquimica muestran, como hallazgo mds significativo
al estudiar la muestra tras el tratamiento, que algunos casos presentan inmunotincion positiva de TFF3 en la secrecion
a la luz de las microgldandulas del tumor. La imagen de esta inmunotincién, que se muestra en la Figura 3, es muy
caracteristica y permite obtener un pardmetro de andlisis objetivable. La aparicion de estas secreciones se relaciona
con un mayor riesgo de recaida de la enfermedad. Ademas, los resultados muestran una correlacién estadisticamente
significativa al comparar la expresién obtenida mediante analisis del ARN mensajero utilizando PCR cuantitativa y
los resultados obtenidos por andlisis mediante inmunohistoquimica de la proteina. Este resultado es muy interesante,
ya que esta técnica es de uso habitual para el diagnéstico en los servicios de Anatomia Patoldgica de los hospitales de
todo el mundo. Por tanto, la utilizacion de esta técnica para analizar la presencia o no de inmunotincién de TFF3 en
las secreciones extracelulares a la luz de las microgldandulas tumorales en la pieza quirdrgica posterior al tratamiento,
podria tener valor prondstico en sujetos diagnosticados de cdncer colorectal.
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para pronosticar la evolucion de un sujeto diagnosticado con cancer colorectal tras la adminis-
tracién de una terapia, para monitorizar el efecto de una terapia administrada a un sujeto diagnosticado con céncer
colorrectal o para disefiar una terapia personalizada a un sujeto diagnosticado con cédncer colorrectal que comprende

(i) cuantificar los niveles de expresion del gen TFF3 o

(ii) cuantificar los niveles de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcional-
mente equivalente de dicha: proteina TFF3,

en una muestra bioldgica procedente de dicho sujeto antes y después de la terapia, en donde un aumento de la ex-
presion de TFF3 o del nivel de expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente
equivalente de dicha proteina TFF3, tras la terapia administrada con respecto a la expresion de TFF3 o del nivel de
expresion de la proteina codificada por dicho gen, o cualquier variante funcionalmente equivalente de dicha proteina
TFF3, antes de la terapia, es indicativa de una peor evolucion del sujeto, de que la terapia administrada no es efectiva
o de que el sujeto necesita una terapia alternativa a la terapia administrada originalmente.

2. Método segiin cualquiera de las reivindicacion 1, en donde la cuantificacién de los niveles de expresion del gen
TFF3 comprende la cuantificacién del ARN mensajero (ARNm) del gen TFF3, un fragmento de dicho ARNm, ADN
complementario (ADNCc) del gen TFF3, un fragmento de dicho ADNc, o sus mezclas.

3. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en donde la cuantificacion de los niveles de expresion
del gen TFF3 se realiza mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa.

4. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la cuantificacién de los niveles de la proteina
codificada por el gen TFF3 comprende la cuantificacion de la proteina TFF3.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la cuantificacién de los niveles de proteina
codificada por el gen TFF3 se realiza mediante western blot, inmunohistoquimica o ELISA.

6. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la terapia administrada es un tratamiento
citotéxico y/o citostético.

7. Método segtin la reivindicacion 6, en donde el tratamiento citotéxico y/o citostdtico es quimioterapia, radiotera-
pia, agentes antitumorales o combinaciones de los mismos.

8. Método segtin la reivindicacién 7, en donde la quimioterapia comprende un compuesto seleccionado de un
agente alquilante que previene la replicacion, una fluorpirimidina, un inhibidor de la timidilato sintetasa, un inhibidor
de la topoisomerasa y combinaciones de los mismos.

9. Método segtn la reivindicacion 8, en donde el agente alquilante que previene la replicacion es oxaliplatino, la
fluorpirimidina es 5-fluoruracilo, UFT, Utefos o Capecitabina, el inhibidor de la timidilato sintetasa es raltitrexed, y el
inhibidor de la topoisomerasa I es irinotecan.

10. Método segtin la reivindicacién 7 en donde el agente antitumoral comprende agentes antiangiogénicos e inhi-
bidores de rutas de sefializacion.

11. Método segun la reivindicacion 10, en donde el agente antiangiogénico es Bevacizumab y el inhibidor de la
ruta se sefializacion es Cetuximab, Panitumumab o erlotinib.

12. Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la muestra biolégica es una muestra de tejido
o un fluido biolégico.

13. Método segtn la reivindicacién 12, en donde la muestra de tejido es tumoral.

14. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en donde el cancer colorectal es adenocarcinoma de
intestino grueso en estadios II 6 IIT 6 IV.
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Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200703230

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2005/013802 A2 17.02.2005
D02 GARCIA ALFONSO P et al. 2003

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

El objeto de la invencién, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-14, es un método in vitro para pronosticar la evolucion
de un sujeto diagnosticado con cancer colorrectal tras la administracion de una terapia, para monitorizar el efecto de una terapia
administrada o para disefiar una terapia personalizada a un sujeto diagnosticado con cancer colorrectal. EI método se basa
en la cuantificacién de los niveles de expresion del gen TFF3 o de la proteina codificada por dicho gen, donde un aumento de
dichos niveles respecto a los observados antes de la terapia es indicativo de una peor evolucién del sujeto.

NOVEDAD y ACTIVIDAD INVENTIVA

El documento D01 describe métodos para evaluar la progresién del cancer en un paciente, basandose en la comparacion de los
niveles de expresion de TFF3 medidos en un primer momento y los tomados en un tiempo posterior en un mismo paciente. El
incremento de los niveles de expresion es indicativo de una progresién del cancer, es decir, es indicativo de una peor evolucién
del paciente (ver parrafos [0020] y [0021]). Este documento divulga el hecho de que el gen TFF3 es un marcador bioquimico
que puede ser utilizado para detectar cambios durante la carcinogénesis, para monitorizar la eficacia de varias terapias y de
acciones preventivas, asi como para evaluar la respuesta clinica a un determinado tratamiento y para clasificar, diagnosticar y
tratar diferentes formas y estadios del cancer, para de esta forma poder establecer el mejor tratamiento para el paciente (ver
parrafo [00237]). La cuantificacién de los niveles de expresion del gen TFF3 se realizan tanto en muestras de tejido tumoral
como en fluidos bioldgicos mediante distintos métodos(ver parrafos [00248], [00252], [00258] y [00260]).

El documento D02 divulga los tratamientos que se suelen administrar a los pacientes con cancer colorrectal, entre los que se in-
cluyen aquellos en los que se administran farmacos como oxaliplatino, 5fluoruracilo, raltitrexed, entre otros, y las combinaciones
de dichos farmacos.

A la vista de los documentos del estado de la técnica, D01 y D02, la invencién, tal y como se recoge en las reivindicaciones
1-14 no es nueva en el sentido del articulo 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes, ni implica actividad inventiva segun el articulo y
8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes.
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