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o |a medicion del nimero de copias del gen de RhoB;
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DESCRIPCION

Nuevo biomarcador como diana terapéutica en cancer de pulmoén.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al drea del diagndstico y terapia del cancer. En particular, se refiere a la sobreex-
presién del gen RhoB y su impacto clinico en el cdncer de pulmén no microcitico (NSCLC).

Antecedentes de la invencion

El cancer de pulmoén es la causa principal de las muertes relacionadas con el cancer a nivel mundial. Dado que
tiende a extenderse, o producir metastasis, de manera muy temprana en su evolucién, es un cincer con alta letalidad
y uno de los canceres de mas dificil tratamiento. El cancer de pulmén se puede extender a ciertos 6rganos - particu-
larmente las gldndulas adrenales, el higado, el cerebro, y los huesos - los érganos més habituales para la metastasis.
A pesar de los avances en la cirugia, la quimioterapia y la radioterapia, la tasa de supervivencia ha mejorado poco
en la dltima década, y la supervivencia a largo plazo es muy baja. Se ha establecido que el cancer de pulmén surge
como consecuencia de la acumulacién de multiples cambios genéticos en genes criticos que controlan la motilidad,
proliferacién, diferenciacién y apoptosis celular. La identificacion y caracterizacién de estos cambios genéticos que
ocasionan el desarrollo y progresién del cancer de pulmén es de gran interés para mejorar el diagndstico precoz y el
desarrollo de una terapia dirigida novedosa (Mazieres et al. 2004).

Los cénceres de pulmoén, también conocidos como carcinomas broncogénicos, se clasifican ampliamente en dos
tipos: canceres de pulmén de célula pequefia o microciticos (SCLC) y canceres de pulmoén de célula no pequefia o no
microciticos (NSCLC). Esta clasificacion se basa en la apariencia microscopica de las propias células tumorales. Los
NSCLC son los canceres de pulmén mds habituales, representando aproximadamente el 80% de todos los canceres de
pulmén. Existen tres tipos principales de NSCLC que se denominan en base al tipo de células que se encuentran en
el tumor: adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas, carcinomas de células grandes y también se observan
mezclas de diferentes tipos de NSCLC. Entre los canceres de pulmén y particularmente NSCLC, el adenocarcinoma
de pulmoén es el mds frecuente, representando un 30-35% de todos los casos de cancer de pulmén. El adenocarcinoma
de pulmén se define por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como “un tumor epitelial maligno con patrones
de crecimiento tubular, acinar, o papilar, y/o la produccién de mucosidad por las células tumorales”. Actualmente
la OMS reconoce cuatro categorias de adenocarcinomas: acinar, papilar, bronquioloalveolar, y carcinoma sélido con
formacién de mucosidad. La mayoria de los adenocarcinomas aparecen en la periferia del pulmén, y, como resultado
son frecuentemente asintomaticos en gran parte de su evolucion. Frecuentemente se localizan a nivel subpleural y
provocan una retraccion pleural y un engrosamiento mediante radiografias.

Muchos estudios han examinado la potencial utilidad de marcadores moleculares en el diagndstico precoz y la tera-
pia dirigida. Una familia particularmente interesante de marcadores son las proteinas Ras, las cuales regulan importan-
tes funciones celulares que varian desde la diferenciacion hasta la proliferacion celular. Funcionan como interruptores
moleculares, entre los estados de unién a GDP inactivo y los estados de unién a GTP activo. El oncogén ras juega
un papel fundamental en la transformacién maligna. Ras se encuentra mutado dando lugar a una forma deficiente de
GTPasa que conduce a su activacion constitutiva dando lugar a la proliferacién descontrolada en aproximadamente
el 50% del adenocarcinoma de pulmén. Los miembros estrechamente relacionados de la familia de Ras, tales como
guanosina trifosfatasas pequefias (GTPasas) homologas de Ras (Rho), también estdn implicados en la regulacion de
una serie de procesos celulares, tales como la organizacidn del citoesqueleto de actina, sefializacién inducida por estrés
genotoxico, y la transformacion celulares. Estudios recientes han confirmado adicionalmente el papel de las proteinas
Rho en el cancer al demostrar su implicacién en la transformacion, supervivencia, invasion, metéstasis, y angiogénesis
celulares. Ademds, los andlisis en tumores humanos demuestran la sobreexpresion de varias proteinas Rho en cdnce-
res de mama, de RhoA en tumores de células germinales testiculares, y de RhoC en adenocarcinoma pancreatico, en
melanoma, y en cdncer de mama (Mazieres et al. 2004).

Mientras que la mayoria de las proteinas Rho han demostrado tener una funcién positiva en la proliferacion y la
transformacion de tumores malignos, la funcion especifica de RhoB en estos procesos parece ser mds divergente.

Por un lado, Mazieres et al. (2004) mostraron que la proteina RhoB se expresaba en pulmén normal y disminuyé
bruscamente a lo largo de la progresion del cancer de pulmén en estadios iniciales, concluyendo que la pérdida de
expresion de RhoB ocurre muy frecuentemente en carcinogénesis de pulmon, reforzando su actividad potencial como
un gen supresor de tumores.

Sato et al. (2007) analizaron las alteraciones en NSCLC de RhoB, demostrando que la expresion de RhoB esta
frecuentemente regulada de manera negativa en NSCLCs mediante multiples mecanismos, y sugiriendo que RhoB es
un gen supresor de tumores en NSCLC.

US7135463 describe el uso de la proteina RhoB y sus variantes para inhibir el crecimiento, migracién, invasion,
metdstasis de células cancerosas, la transformacién de células tumorales, y/o para modular la sefializacién oncogénica,
en el que la introduccién de RhoB directa o indirectamente a través de una secuencia de dcidos nucleicos que codifica
RhoB, en una célula tumoral transformada o una célula cancerosa disminuye la fosforilacién de las proteinas Erk y
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Akt que inhiben el mecanismo de supervivencia celular PI3-quinasa/Akt e impulsan la muerte celular programada o
apoptosis.

De manera similar, WO2007011415 describe el uso de variantes de la proteina RhoB para inhibir el crecimiento,
metdstasis, invasion, migracién de células cancerosas, la transformacion de células tumorales, y/o para modular la
sefializacion oncogénica. Los polipéptidos variantes de RhoB se introducen directa o indirectamente a través de una
secuencia de dcidos nucleicos que codifica el polipéptido variante de RhoB, en una célula tumoral transformada o una
célula cancerosa, en el que el polipéptido variante de RhoB suprime el crecimiento tumoral e impulsa la apoptosis.

Por otro lado, el documento WO2008031910 describe varias lineas celulares de cancer de pulmén no microcitico
que pueden experimentar metdstasis hasta el hueso con gran eficacia. Particularmente, describe lineas celulares espe-
cificas derivadas de una linea celular de carcinoma bronquioalveolar (A459) que comparten un patrén de expresion
génica comin caracterizado en la sobreexpresion de por lo menos 3, 4, 5, 6 6 genes seleccionados entre IL11, PITXI,
HDAC4, RHOB, ROBO1, y SLC26A2.

La deteccion precoz del cancer de pulmén ha sido desde hace tiempo un objetivo perseguido por los profesionales
sanitarios y los pat6logos. Actualmente, la etapa de la enfermedad, en base al sistema TNM (tumor primario / ndédulo
linfatico/metastasis distante), es el factor individual mds importante en la determinacién de la supervivencia de los
pacientes con cincer de pulmén. La identificacion de pacientes con una mayor probabilidad de metdstasis, reaparicién
o reincidencia del cdncer es un foco principal en la investigacion molecular del cancer. Como tal, y el conocimiento de
cambios moleculares iniciales puede tener fines predictivos, ya que reflejan frecuentemente la duracién de la supervi-
vencia del paciente o la sensibilidad a la terapia. En este contexto, existe la necesidad de marcadores adicionales que
pueden servir para el prondstico en pacientes con NSCLC, particularmente pacientes con adenocarcinoma de pulmoén.
Ademds, existe la necesidad de biomarcadores validados que se puedan aplicar directamente y utilizar en oncologia
clinica.

En un esfuerzo por identificar y caracterizar los genes diana claves implicados en la evolucién del NSCLC, parti-
cularmente del adenocarcinoma de pulmon, los inventores han hallado sorprendentemente que RhoB juega un papel
critico en la metdastasis dsea, al aumentar la motilidad celular e impulsar la colonizacién 6sea. La sobreexpresion de
RhoB en el adenocarcinoma de pulmoén representa un biomarcador de prondstico nuevo y potente potencialmente util
en el tratamiento clinico del cancer de pulmoén.

Dado que actualmente los resultados del tratamiento estdndar del adenocarcinoma de pulmén son generalmente
escasos, existe la necesidad de agentes terapéuticos nuevos que puedan prolongar o mejorar la tasa de respuesta
(RR), la respuesta completa (CR), la respuesta parcial (PR), la enfermedad estable (SD), el tiempo hasta progresion
(TTP), la supervivencia libre de progresién (PFS), la supervivencia global (GS), o el beneficio clinico, en pacientes
afectados.

Los bisfosfonatos estdn indicados para una amplia variedad de enfermedades relacionadas con el metabolismo
dseo, incluyendo la osteoporosis, la enfermedad de Paget, mieloma multiple, y metastasis éseas secundarias a tumores
sdlidos avanzados. En pacientes con tumores, las metdstasis Oseas pueden dar lugar a eventos relacionados con el
esqueleto (SREs), incluyendo fracturas patolégicas, compresién de la columna vertebral, hipercalcemia, dolor 6seo
que requiere radioterapia paliativa, y cirugia ortopédica. Estas complicaciones esqueléticas conducen frecuentemente
ala pérdida de independencia funcional y a la disminucién de la calidad de vida y, de este modo, el objetivo de la terapia
es prevenir o retrasar la aparicion de SREs para preservar la independencia. Los bisfosfonatos son el medicamento de
eleccidn para el tratamiento de lesiones osteoliticas y osteobldsticas asociadas con la metdstasis 0sea y se ha observado
que reducen significativamente el riesgo de SREs. (Costa et al. 2007).

En particular, Li et al. (2008) han demostrado que el 4cido zoledrénico, un bifosfonato nitrogenado de tercera
generacion, es incapaz de inducir la apoptosis, pero ralentiza el crecimiento tumoral y prolonga la supervivencia para
los canceres de pulmén de célula no pequena.

Turner ef al. (2007) discuten los efectos de la lovastatina, que pertenece al grupo de las estatinas, un inhibidor
de la HMG-CoA reductasa sobre la expresion, actividad de la isoforma de Rho, y la asociacién con inhibidores de la
disociacién de nucleétidos de guanina, proporcionando de esta manera un mecanismo molecular en el que las estatinas
provocan una acumulacién de Rho-GTP no prenilado.

Hawk et al. (1996) sugirieron que la lovastatina podia suprimir la formacién de tumores de pulmén inducidos por
el carcindégeno quimico NNK, posiblemente en una fase promocional inicial, aunque esta supresién no parecia estar
relacionada con la presencia de K-ras mutadas o a cambios en la expresion de K-ras.

W02004024165 describe una composicion farmacéutica para el tratamiento de tumores malignos, en particular el
mieloma multiple (MM), comprendiendo dicha composicién en combinacién con un bisfosfonato, por ejemplo acido
zoledrénico o una sal o éster, un inhibidor de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, para el
uso simultdneo, secuencial o separado.

W02000016809 describe compuestos antisentido, composiciones y procedimientos para modular la expresion de
RhoB. Las composiciones comprenden compuestos antisentido, particularmente oligonucleétidos antisentido, dirigi-
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dos a 4cidos nucleicos que codifican RhoB. Se proporcionan procedimientos de utilizacién de estos compuestos para
la modulacién de la expresion de RhoB y para el tratamiento de enfermedades asociadas con la expresién de RhoB.

Como parte del estudio exhaustivo sobre la diana terapéutica de la presente invencion, es decir la sobreexpresion
de RhoB en NSCLC, tal como el adenocarcinoma de pulmén, los inventores han observado sorprendentemente que
una combinacién que comprende lovastatina y dcido zoledrénico mejora significativamente la supervivencia global
cuando se compara con la administracion de acido zoledrénico solo.

Ademds, los inventores también han observado que la administraciéon de células de pulmén transducidas lenti-
viralmente con varios ARNsh contra RhoB (shRhoB) a ratones inmunodeprimidos daba lugar a un descenso de su
actividad prometastatica, incluyendo una reduccién muy acusada de las lesiones osteoliticas y la carga del tumor, en
comparacion con las células control.

Como tal, la combinacién que comprende lovastatina y 4cido zoledrdénico, asi como agentes de ARNi basados en
shRhoB, han demostrado ser titiles en el tratamiento de NSCLC, tal como el adenocarcinoma de pulmén, por ejemplo
en la ralentizacién de la progresion de la metdstasis dsea.

Descripcion resumida de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un procedimiento de prondstico de la evolucion de la enfermedad en un sujeto
con adenocarcinoma de pulmén que comprende:

e la medicién de la expresion del gen de RhoB; o
¢ la medicién del nimero de copias del gen de RhoB;

en una muestra de dicho sujeto con adenocarcinoma de pulmén, caracterizado porque la deteccién de la sobreex-
presion o aumento en el nimero de copias del gen de RhoB en relacion con la expresion o el nimero de copias del
mismo gen en una muestra de control es indicativa del riesgo de metdstasis, o reaparicién o reincidencia de actividad
neoplésica.

En una realizacidn, la presente invencion se refiere a un procedimiento de screening para firmacos activos contra
el adenocarcinoma de pulmén, comprendiendo dicho procedimiento:

a) la medicién de la expresion del gen de RhoB, o la medicién del niimero de copias del gen de RhoB, en
una muestra con células de adenocarcinoma de pulmén en presencia de un farmaco, o la medicién de la
afinidad de unidén ente un farmaco y un polipéptido RhoB;

b) la comparacién de la expresion o nimeros de copias medidas del gen de RhoB, o la afinidad de unién de la
etapa a) a una muestra de control;

caracterizada porque una expresion o nimero de copias reducido del gen de RhoB, o una mayor afinidad de unién
en la etapa a), en relacioén con la expresion o el nimero de copias del mismo gen o la afinidad de unién del mismo
polipéptido en una muestra de control es indicativa de la actividad del farmaco contra el adenocarcinoma de pulmén.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar la eficacia de una
pauta de tratamiento terapéutico en un sujeto con adenocarcinoma de pulmén, comprendiendo dicho procedimiento

a) la medicion de la expresion del gen de RhoB, o la medicién del nimero de copias del gen de RhoB, en
una muestra con células de adenocarcinoma de pulmén de dicho sujeto, generando de este modo un nivel
inicial;

b) la medicién de la expresion del gen de RhoB, o la medicién del nimero de copias del gen de RhoB, en una
segunda muestra con células de adenocarcinoma de pulmén del mismo sujeto en un momento posterior a
la administracién de la pauta de tratamiento, obteniendo de este modo un nivel de prueba; y

¢) la comparacién de los niveles inicial y de prueba;

caracterizada porque una expresion o nimero de copias reducido del gen de RhoB en el nivel de prueba en relacién
con el nivel inicial es indicativa de que la pauta de tratamiento es eficaz en el sujeto.

Se proporcionan ademds inhibidores de la sobreexpresion del gen de RhoB para su uso como medicamento o para
su uso en el tratamiento de NSCLC. Particularmente, estos inhibidores se seleccionan entre:

e un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a una proteina RhoB, o un polipéptido
que comprende una regién de unién a RhoB;

e un péptido mimético del polipéptido Rhob;
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¢ un 4cido nucleico inhibidor del gen de Rhob seleccionado entre un oligonucleétido antisentido, un ribozi-
ma, y un agente ARNi seleccionado entre ARNds y ARNsh; o

e una combinacién que comprende lovastatina y dcido zoledrénico, y/o sales farmacéuticamente aceptables
de la misma.

Mas particularmente, se proporciona una molécula de ARNsh que tiene por lo menos un 70% de homologia con la
SEC ID No. 3, preferiblemente en forma de un vector retroviral, para su uso en la terapia génica de adenocarcinoma
de pulmoén. También particularmente, se proporciona la combinacién que comprende lovastatina y acido zoledrénico,
y/o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para su uso en el tratamiento del adenocarcinoma de pulmén.
Descripcion de los dibujos
Figura 1
Aislamiento de poblaciones metastdticas hacia el hueso

Se inocularon células de adenocarcinoma A549 por via intracardiaca en ratones inmunodeprimidos. Después de
la deteccidn radiogréfica de la metéstasis Osea, se aislaron esas subpoblaciones, se expandieron en un cultivo, y se
volvieron a inocular. Este procedimiento se repiti6 hasta obtener las subpoblaciones altamente metastdticas M1M1,
MI1M4, y MIM3. Estas se volvieron a inocular en otros grupos de ratones, asi como la poblacién parental. Su capa-
cidad metastatica se evalu6 mediante el andlisis de imdgenes de microrradiografias de los huesos largos, y curvas de
supervivencia libre metastasis de Kaplan-Meier.

Figura 2

Identificacion de RhoB en subpoblaciones metastdticas

Mediante microarrays de expresion, se identific6 RhoB como uno de los genes sobreexpresados en todas las sub-
poblaciones metastdticas. La sobreexpresion se validé mediante RT-PCR y mediante andlisis Western blot.

Figura 3
Preparacion de inhibidor de RhoB en células de cdncer de pulmon

a. Preparacion de la inhibicién de RhoB mediante un vector lentiviral con ARNsh especifico para RhoB. Para el
gen sobreexpresado se utilizé un vector retroviral.

b. Efecto sobre la proliferacion in vitro del inhibidor de RhoB y el vector de control negativo (“scramble”). No se
observaron cambios en la proliferacion in vitro mediante MTT entre el inhibidor de RhoB y el vector “scramble”.

Figura 4
La inhibicion de RhoB disminuye la metdstasis in vivo

Se inocularon células con ARNsh contra RhoB y con un vector de control (“Scramble”). Después de 35 dias tras
la inoculacién, se observd un descenso significativo del drea radiogrifica mediante el andlisis de imdgenes. Ademas,
se verifico la disminucién de la carga del tumor mediante bioluminiscencia.
Figura 5

Curvas de la tasa de supervivencia para pacientes con niveles altos y bajos de RhoB

Se realiz6 una inmunohistoquimica de biopsias de pacientes diagnosticados con adenocarcinoma con un anticuerpo
especifico contra RhoB.

Figura 6

Efecto farmacoldgico de una combinacion de lovastatina y dcido zoledrdnico en pacientes con adenocarcinoma de
pulmon y células tratadas in vitro

A. Pauta de administracién de vehiculo, lovastatina (Lov), 4cido zoledrénico (ZA), y una combinacién de lovasta-
tina y dcido zoledrénico (Lov+ZA).

B. Curvas de supervivencia global a los 4 0 dias Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia global
40 dias después de la inoculacién celular de los diferentes grupos tratados: Vehiculo (control), Lovastatina (Lov) (10
mg/Kg/d), Acido zoledrénico (ZA) (3 ug/Kg/d), o una combinacién (Lov+ZA). * p< 0,05, *** p< 0,001 vs control; f
p< 0,01 vs ZA (Test Mantel-Cox). No hubo diferencias entre los grupos de Control y Lovastatina.
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C. Tratamiento con A549 TM M1M1 en cultivo. Células MTT de A54 9 TM M1M1 24 h después de los dife-

rentes tratamientos farmacoldgicos: vehiculo (Control); Lovastatina (Lov) 1 uM; Acido zoledrénico (ZA) 10 uM o
combinacién (Lov+ZA) (Lov 1 uM + ZA 10 uM) diluidos en medio de cultivo. La densidad de siembra 10.000 cls/ml;
tratamiento 72 h después de la siembra en placas de cultivo de 96 pocillos. ** p< 0,001 vs. control; T p< 0,001 vs.
Lov o ZA (ANOVA de una via ANOVA seguido de test de Sheffé). Valores, medias +/- SEM.

Figura 7

Se trataron células TM M 1M1 metastaticas de adenocarcinoma A549 durante 4 dias con un vehiculo (Control);
lovastatina (Lov) 1 uMy 0,5 uM; 4cido zoledrénico (ZA) 10 uM y 5 uM; y las combinaciones Lov 1 uM + ZA 10 uM; y
Lov 0,5 uM +ZA 5 uM diluidos en medio de cultivo. La inoculacién duré 2 dias y la densidad fue 2500 células/pocillo.
Las fotografias tomadas de los cultivos que siguieron los diferentes tratamientos mencionados muestran la eficacia de
las combinaciones Lov 1 yM +ZA 10 uM y Lov 0,5 uM + ZA 5 uM.

Figura 8

Después de 24 horas se midio la viabilidad celular de células TM M 1M1 metastaticas de adenocarcinoma A54 9
en presencia de diferentes tratamientos farmacoldgicos. Los tratamientos fueron con vehiculo (Control), lovastatina
(Lov) 1 uM, 4cido zoledrénico (ZA) 10 uM, y la combinacién Lov 1 uM + ZA 10 uM (Lov+ZA) diluidos en medio de
cultivo, y se aplicaron durante 72 h después de la siembra en placas de cultivo de 96 pocillos. La viabilidad celular se
determiné midiendo la concentracién de MTT, un colorante tetrazolio amarillo soluble en agua que se transforma en
formazan violeta insoluble en agua tinicamente en las mitocondrias de células vivas. Después de la solubilizacién de
los cristales de formazén resultantes con isopropanol, la absorbancia de la solucién se controld a 540 nm. Los valores
se correlacionan directamente con el nimero de células vivas que permanecen en el cultivo al completar la incubacion.
Densidad de inoculacién 1000 células/pocillo; ** p< 0,001 vs. control; T p< 0,001 vs. Lov o ZA (ANOVA de una via
seguido posteriormente de test Tamhane y contraste). Valores, medias +/- SEM.

Figura 9

Se trataron células TM M 1M1 metastaticas de adenocarcinoma A54 9 durante 24 h con: vehiculo (Control); Lo-

vastatina 1 uM (Lov); Acido zoledrénico 10 UM (ZA); y la combinacién Lov 1 uM + ZA 10 uM (Lov+ZA) diluidos
en medio de cultivo. El test se realizé en una placa de 96 pocillos; las células se sembraron (1000 células/pocillo) y
se mantuvieron durante 72 h después del tratamiento. Se determind la actividad de caspasa-3 mediante el ensayo con
caspasa-Glo 3/7 luminiscente. Los ensayos se realizaron sobre 12 réplicas para cada tratamiento. ** p< 0,001 vs. con-
trol, Lov 0 ZA (ANOVA de una via seguido posteriormente de test Tamhane y contraste). Valores, medias +/- SEM.
Los resultados demuestran que la combinacién de lovastatina y 4cido zoledrénico aumenta la actividad de caspasa 3/7.

Figura 10

Se tratd la linea celular humana de cancer de pulmdn no microcitico H727 derivada de tumor carcinoide durante
24 h con un vehiculo (Control); lovastatina (Lov) 1 uM; 4cido zoledrénico (ZA) 10 uM; y la combinacién Lov 1 uM
+ ZA 10 uM diluidos en medio de cultivo. La incubacién duré 6 dias y la densidad fue de 5000 células/pocillo. Las
fotografias tomadas de los cultivos que experimentan los diferentes tratamientos anteriores demuestran la eficacia de
la combinacién Lov 1 uM + ZA 10 uM.

Se midi6 la viabilidad celular con MTT de la misma linea celular humana H727 en presencia de los mismos
tratamientos. Las células se sembraron y se trataron durante 24 h con vehiculo (Control); Lovastatina (Lov) 1 uM;
Acido zoledrénico (ZA) 10 uM o la combinacién Lov 1 uM + ZA 10 uM (Lov+ZA) diluidos en medio de cultivo.
Densidad de siembra 1000 células/pocillo; ** p< 0,001 vs. control; T p< 0,001 vs. Lov o ZA (ANOVA de una via
seguido posteriormente de test Tamhane y contraste). Valores, medias +/- SEM.

Figura 11

Se traté la linea celular H727 durante 24 h con un vehiculo (Control); lovastatina (Lov) 5 uM; 4cido zoledrénico
(ZA) 5 uM; y la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM diluidos en medio de cultivo. La incubacién duré 6 dias y la den-
sidad fue de 5000 células/pocillo. Las fotografias tomadas de los cultivos que experimentan los diferentes tratamientos
anteriores demuestran la eficacia de la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM.

Se midi6 la viabilidad celular con MTT de la misma linea celular humana de cancer de pulm6n no microcitico
H727 derivada de tumor carcinoide en presencia de los mismos tratamientos. Las células se sembraron y trataron
durante 24 h con vehiculo (Control); Lovastatina (Lov) 5 uM; Acido zoledrénico (ZA) 5 uM o la combinacién Lov 5
uM + ZA 5 uM (Lov+ZA) diluidos en medio de cultivo. Densidad de siembra 1000 células/pocillo; ** p< 0,001 vs.
control; T p< 0,001 vs. Lov o0 ZA (ANOVA de una via seguido posteriormente de test Tamhane y contraste). Valores,
medias +/- SEM.
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Figura 12

Se trat6 la linea celular H727 durante 72 h con un vehiculo (Control); lovastatina (Lov) 5 uM; acido zoledrénico
(ZA) 5 uM; y la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM diluidos en medio de cultivo. La incubacién duré 4 dias y la den-
sidad fue de 5000 células/pocillo. Las fotografias tomadas de los cultivos que experimentan los diferentes tratamientos
anteriores demuestran la eficacia de la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM.

Se midi6 la viabilidad celular con MTT de la misma linea celular H727 en presencia de los mismos tratamientos.

Las células se sembraron y trataron durante 72 h con vehiculo (Control); Lovastatina (Lov) 5 uM; Acido zoledrénico
(ZA) 5 uM o la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM (Lov+ZA) diluidos en medio de cultivo. Densidad de siembra
1000 células/pocillo; ** p< 0,001 vs. control; T p < 0,001 vs. Lov o ZA (ANOVA de una via seguido posteriormente
de test Tamhane y contraste). Valores, medias +/- SEM.

Figura 13

Se traté la linea celular humana de cdncer de pulmén no microcitico H4 60 derivada de un carcinoma de célu-
las grandes durante 24 h con un vehiculo (Control); lovastatina (Lov) 1 uM; 4cido zoledrénico (ZA) 10 uM; y la
combinacién Lov 1 uM + ZA 10 M diluidos en medio de cultivo. La incubacién duré 5 dias y la densidad fue de
1500 células/pocillo. Las fotografias tomadas de los cultivos que experimentan los diferentes tratamientos anteriores
demuestran la eficacia de la combinacién Lov 1 uM + ZA 10 uM.

Se midié la viabilidad celular con MTT de la misma linea celular H460 en presencia de los mismos tratamientos.

Las células se sembraron y trataron durante 24 h con vehiculo (Control); Lovastatina (Lov) 1 uM; Acido zoledrénico
(ZA) 10 uM o la combinacién Lov 1 uM + ZA 10 uM (Lov+ZA) diluidos en medio de cultivo. Densidad de siembra
1000 células/pocillo; ** p< 0,001 vs. control; T p< 0,001 vs. Lov 0 ZA (ANOVA de una via seguido posteriormente
de test Tamhane y contraste). Valores, medias +/- SEM.

Figura 14

Se trat6 la linea celular H460 durante 24 h con un vehiculo (Control); lovastatina (Lov) 5 uM; acido zoledrénico
(ZA) 5 uM; y la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM diluidos en medio de cultivo. La incubacién duré 5 dias y la den-
sidad fue de 1500 células/pocillo. Las fotografias tomadas de los cultivos que experimentan los diferentes tratamientos
anteriores demuestran la eficacia de la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM.

Se midié la viabilidad celular con MTT de la misma linea celular H460 en presencia de los mismos tratamientos.
Las células se sembraron y trataron durante 24 h con vehiculo (Control); Lovastatina (Lov) 5 uM; Acido zoledrénico
(ZA) 5 uM o la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM (Lov+ZA) diluidos en medio de cultivo. Densidad de siembra
1000 células/pocillo; ** p< 0,001 vs. control; T p< 0,001 vs. Lov 0 ZA (ANOVA de una via seguido posteriormente
de test Tamhane y contraste). Valores, medias + /- SEM.

Figura 15

Se trat6 la linea celular H460 durante 72 h con un vehiculo (Control); lovastatina (Lov) 5 uM; acido zoledrénico
(ZA) 5 uM; y la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM diluidos en medio de cultivo. La incubacién duré 3 dias y la den-
sidad fue de 1500 células/pocillo. Las fotografias tomadas de los cultivos que experimentan los diferentes tratamientos
anteriores demuestran la eficacia de la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM.

Se midié la viabilidad celular con MTT de la misma linea celular H460 en presencia de los mismos tratamientos.

Las células se sembraron y trataron durante 72 h con vehiculo (Control); Lovastatina (Lov) 5 uM; Acido zoledrénico
(ZA) 5 uM o la combinacién Lov 5 uM + ZA 5 uM (Lov+ZA) diluidos en medio de cultivo. Densidad de siembra
1000 células/pocillo; ** p< 0,001 vs. control;  p < 0,001 vs. Lov o ZA (ANOVA de una via seguido posteriormente
de test Tamhane y contraste). Valores, medias +/- SEM.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento de pronéstico de la evolucién de la enfermedad en un sujeto
con adenocarcinoma de pulmén que comprende:

a) la medicion de la expresion del gen de RhoB; o
b) la medicién del nimero de copias del gen de RhoB;
en una muestra de dicho sujeto con adenocarcinoma de pulmén, caracterizado porque la deteccion de la sobreex-
presion o el aumento en el nimero de copias del gen de RhoB en relacién con la expresion o el nimero de copias del

mismo gen en una muestra control es indicativa de riesgo para la metdstasis, o reaparicion o reincidencia de actividad
neoplésica.
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El término “prondstico de la evolucién de la enfermedad” se refiere a proporcionar informacién con respecto al
impacto de la presencia de adenocarcinoma de pulmén, por ejemplo, segiin se determina mediante los procedimientos
de la presente invencién, en la futura salud de un sujeto, o en otras palabras, el pronéstico de la evolucién de la
enfermedad proporciona una prediccién de cémo progresard la enfermedad en un sujeto y si existe la posibilidad
de recuperaciéon. Como tal, los procedimientos de la presente invencién, tal como se describird a continuacién, se
pueden utilizar para determinar la progresion del cdncer; por ejemplo, de carcinoma de pulmoén in sifu a metéstasis, en
particular al hueso, o reaparicién o reincidencia de la actividad neoplésica.

En una realizacién de la presente invencion, el prondstico de la evolucion de la enfermedad comprende la determi-
nacién de un resultado clinico seleccionado del grupo que consiste en velocidad de respuesta (RR), respuesta completa
(CR), respuesta parcial (PR), enfermedad estable (SD), tiempo hasta la progresién (TTP), supervivencia global (OS),
y beneficio clinico, que comprende respuesta completa (CR), respuesta parcial (PR), y enfermedad estable (SD).

El término “velocidad de respuesta (RR)” se refiere al porcentaje de pacientes cuyo cancer disminuye o desaparece
después del tratamiento.

El término “respuesta completa (CR)” se refiere a la desaparicién de todos los signos del cdncer en respuesta al
tratamiento. Esto no siempre significa que el cancer se haya curado. También se denomina remisiéon completa.

El término “respuesta parcial (PR)” se refiere a un descenso en el tamaifio de un tumor, o en la extension del cancer
en el cuerpo, en respuesta al tratamiento. También se denomina remision parcial.

El término “enfermedad estable (SD)” se refiere a un cancer que no crece ni decrece en extensioén o gravedad.

El término “tiempo hasta la progresiéon (TTP)” es un sinénimo para “supervivencia libre de progresion (PFS)” y
se refiere a una medicién del tiempo después de que se haya diagnosticado o tratado una enfermedad, hasta que la
enfermedad empieza a empeorar. Aqui la medicién para cada paciente es igual al tiempo transcurrido desde el inicio
del tratamiento en un paciente en una prueba -tal como se define en el protocolo de pruebas- hasta la deteccién de
una progresioén tumoral -tal como se define en el protocolo de pruebas - o la aparicién de cualquier fatalidad, lo que
sea primero. Si se detuvo la observacién del paciente (por ejemplo, al final del estudio) después de un periodo y no se
observé ningtin evento, entonces este tiempo de observacion se denomina “censurado’.

El término “supervivencia global (OS)” es un sinénimo para “tiempo hasta la muerte (TTD)” o “tasa de supervi-
vencia” y se refiere al porcentaje de sujetos en un estudio que han sobrevivido durante un periodo definido de tiempo.
Este porcentaje se indica habitualmente junto con el periodo de tiempo desde la fecha del diagnéstico o tratamiento.
Habitualmente, la supervivencia global se mide desde el dia de la cirugia hasta la muerte relacionada con el tumor.
Aqui, la medicién para cada paciente es igual al tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento de un paciente en
una prueba -tal como se define en el protocolo- hasta la aparicién de cualquier fatalidad. Si se detuvo la observacién
del paciente, por ejemplo, al final del estudio, después de un periodo t y el paciente sobrevivié a este tiempo, entonces
este tiempo de observacion t se denomina “censurado”.

El término “sujeto” se refiere a un organismo afectado de cancer de pulmén, particularmente cancer de pulmén de
célula no pequefia, mds particularmente adenocarcinoma de pulmén. Este sujeto puede ser un mamifero, preferible-
mente un humano, rata, ratén, o un primate no humano. Habitualmente el sujeto es un paciente.

El término “metdstasis” se refiere al movimiento o expansion de células cancerigenas de un érgano o tejido a otro.
Las células cancerigenas se expanden normalmente a través del torrente sanguineo o el sistema linfatico. El término
“metdstasis” se refiere también a la formacién de focos de tumores secundarios en crecimiento progresivo en puntos
discontinuos a la lesién primaria. El proceso metastatico es un mecanismo con multiples etapas en que una célula de
céancer metastatico se escapa del tumor primario, entra en la circulacidn, invade un punto de tejido distante y desarrolla
un tumor macroscépico en el sitio diana.

El término “actividad neopldsica” se refiere a una proliferacién celular no regulada o anormalmente regulada y
el proceso de angiogénesis o la formacién de nueva vasculatura que da soporte a un neoplasma en el microambiente
endotelial alrededor del neoplasma. El término “neoplasma” se refiere a células tumorales, células que presentan una
proliferaciéon no regulada o anormalmente regulada como resultado de la inestabilidad o mutacién genética, y un
endotelio en el que las células endoteliales presentan una proliferacién no regulada o anormalmente regulada como
resultado de un estado patogénico.

El término “muestra”, tal como se utiliza en la presente invencidn, se refiere a una composicion que se obtiene o
deriva de un sujeto de interés que contienen una entidad celular y/u otra entidad molecular que va a caracterizarse y/o
identificarse en base a, por ejemplo, caracteristicas fisicas, bioquimicas, quimicas y/o fisioldgicas. Cualquier muestra
adecuada en la que se puede determinar la sobreexpresién del gen de RhoB o el nimero de copias del mismo esta
incluida en el alcance de la presente invencion.

En una realizacion, la muestra es un material bioldgico obtenido de un sujeto, y puede ser cualquier muestra
orgdnica, muestra de tejido, muestra de célula, fluido corporal, precipitado de fluido corporal, o una muestra de lavado
aislada de un sujeto que tiene un cancer de pulmon o con el riesgo de un cancer de pulmén (por ejemplo, en base al
historial familiar o al historial personal, tal como fumador crénico). Una muestra se puede obtener de un sujeto de
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cualquiera de las maneras utilizadas en dispositivos clinicos para obtener una muestra que comprende la célula o 4cido
nucleico requerido, es decir ADN o ARN. Por ejemplo, las muestras se pueden obtener a partir de muestras quirdrgicas
recientes, congeladas o muestras en parafina o biopsias de un érgano o tejido que comprenden el dcido nucleico o célula
adecuados a ensayar. Las muestras adecuadas utilizadas en procedimientos para la deteccién o prondstico del cancer
se pueden obtener a partir de una muestra de mama, conductos o 16bulos de los tejidos mamarios, muestra del tracto
gastrointestinal (por ejemplo, una biopsia de un pdlipo), una muestra de higado, una muestra de tejido pancreético, una
muestra de médula ésea, una muestra de piel, una muestra de nédulo linfatico, una muestra de rifién, una muestra de
pulmén, una muestra de musculo, una muestra de hueso, una muestra de cerebro, o similar. La muestra puede derivar
de un fluido bioldgico, por ejemplo, sangre, médula dsea, fluido cerebroespinal, fluido peritoneal, fluido pleural, fluido
linfatico, suero, plasma, jugo pancreético, orina, quilo, heces, eyaculado, esputo, aspirado de los pezones, fluido de los
conductos, saliva, muestras obtenidas con hisopos de conductos orgédnicos, muestras de lavado de colon, y muestras de
cepillado. Los tejidos y fluidos corporales se pueden recoger utilizando cualquiera de los procedimientos conocidos
en la técnica. Si es apropiado, la muestra se puede obtener mediante la utilizacién de un procedimiento de aspiracion.

Entre las muestras habituales para la deteccién o el pronéstico de adenocarcinoma de pulmén se incluyen, sin
limitacién, células o tejido (por ejemplo, de una biopsia o autopsia), tumores de pulmén sélidos, esputo, tos, lavado
broncoalveolar, cepillados bronquiales, mucosa bucal, sangre periférica, sangre completa, concentrados de glébulos
rojos, concentrados de plaquetas, concentrados de leucocitos, proteinas de glébulos rojos, plasma sanguineo, plasma
rico en plaquetas, un concentrado de plasma, un precipitado de cualquier fraccién del plasma, un sobrenadante de
cualquier fraccién del plasma, fracciones de proteinas del plasma sanguineo, proteinas u otros componentes sanguineos
purificados o parcialmente purificados, suero, tejido o muestras de biopsia con aguja fina y fluido pleural, etc. aislados
de un sujeto con un cdncer de pulmén, o cualquier otro tumor, o cualquier otro extracto del mismo, obtenidos de un
sujeto de prueba, voluntario sano o animal experimental.

En algunas realizaciones, puede ser deseable separar las células de cancer de pulmén de las células que no son de
céancer de pulmén en una muestra. En algunas realizaciones, puede ser deseable no separar las células de cancer de
pulmoén de las células que no son de cdncer de pulmén en una muestra. En algunas realizaciones, una muestra puede
estar sustancialmente libre de células tumorales, por ejemplo, contiene menos de un 1, 5, 10, 20, 30, 40, 6 50% de
células tumorales en comparacién con las células no tumorales en la muestra. En algunas realizaciones, las células
no tumorales pueden ser células epiteliales o linfocitos. En el caso de evaluar el prondstico de un sujeto con cancer
de pulmén, es preferible utilizar una muestra que contiene la célula de cidncer de pulmén. La muestra pueden ser
células purificadas a partir de un tejido. Ademas, las muestras bioldgicas se pueden obtener de un sujeto o un sujeto
en diferentes puntos de tiempo, incluyendo antes, durante y/o después de un tratamiento.

Una muestra también puede incluir, sin limitacién, productos producidos en cultivos celulares por células normales
o transformadas, por ejemplo, a través de tecnologia de ADN recombinante o anticuerpos monoclonales. Una muestra
también puede ser una célula o una linea celular creada en condiciones experimentales que no se aislan directamente
de un sujeto. Una muestra también puede estar libre de células, derivada o sintetizada artificialmente. Una muestra
puede ser de una células o tejido conocido por ser canceroso, sospechoso de ser canceroso, 0 que se cree que no es
canceroso (por ejemplo, normal o control).

El término “expresién” del gen de RhoB se refiere al proceso de conversidn de informacién genética codificada en
el gen de RhoB en ARN, por ejemplo, ARNm, ARNr, ARNt, o ARNsn, a través de la transcripcion del gen, es decir, a
través de la accién enzimatica de una ARN polimerasa, y para genes que codifican proteinas, en la proteina a través de
la traduccién del ARNm maduro. La expresion génica se puede regular en muchas etapas del proceso. La “regulacién
positiva” o “activacién” se refiere a la regulacién que aumenta la produccién de los productos de expresion génica, es
decir, ARN o proteina, mientras que la “regulacion negativa” o “represion” se refiere a la regulacién que disminuye la
produccion. Las moléculas, por ejemplo, factores de transcripcion, que estdn implicados en la regulacién positiva o la
regulacion negativa se denominan frecuentemente “activadores” y “represores”, respectivamente.

La expresion del gen de RhoB se puede medir a nivel de proteina, a nivel de ARNm, o a nivel de ADNCc.
Medicion a nivel de proteina

La expresion de la proteina derivada de RhoB se puede medir utilizando cualquiera de los inmunoensayos dis-
ponibles por la técnica. Entre los ejemplos de inmunoensayos titiles en la determinacién del nivel de expresion de la
proteina se incluyen, pero no se limitan a, inmunoprecipitacién, radioinmunoensayo, ensayo de transferencia mediante
Western, ensayo inmunofluorescente, inmunoensayo enzimadtico, ensayo quimioluminiscente, ensayo inmunohistoqui-
mico, y ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA). Ademads, los inmunoensayos anteriores se pueden utilizar
combinados, tales como inmunoprecipitacion seguido de transferencia mediante Western. Los procedimientos anterio-
res se describen en Principies and Practice of Immunoassay, Price y Newman, eds., Stochton Press, tltima ed. Dichos
ensayos pueden ser inmunoensayos directos, indirectos, competitivos, 0 no competitivos tal como se describen por la
técnica (Oelbrick, N. (1984) J. Clin. Chem. Clin. Biochem., 22:895-904). La proteina a analizar mediante dichos proce-
dimientos se puede obtener directamente de la muestra. Alternativamente, la proteina se puede obtener como un lisado
crudo o se puede purificar adicionalmente mediante procedimientos conocidos por los expertos en la materia, inclu-
yendo la cromatografia de inmunoafinidad utilizando anticuerpos para la proteina RhoB (Sambrook, J. et al (2001) en
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.). Alternativamente, los niveles
de proteina RhoB se pueden detectar mediante immunohistoquimica de secciones de tumores fijadas o congeladas.
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Para la deteccién de proteina RhoB mediante inmunoensayo, se pueden utilizar anticuerpos policlonales o mono-
clonales anti-RhoB. Si se desean anticuerpos policlonales, se puede utilizar suero que contiene anticuerpos policlonales
para la proteina RhoB o los anticuerpos policlonales se pueden purificar de antigenos presentes en el suero mediante
cromatografia de inmunoafinidad. Alternativamente, los anticuerpos monoclonales dirigidos contra RhoB pueden ser
producidos facilmente por un experto en la materia. Los procedimientos de produccién de anticuerpos monoclonales
o policlonales son conocidos por un experto en la materia (Goding, J. W. (1996) Monoclonal antibodies: Principies
and Practice, Plodermic Press, Inc., NY, N.Y., pdg. 56-97; Hurn, B. A. L. et al. (1980) Meth. Enzymol., 70:104-141).

Entre los inmundgenos adecuados que se pueden utilizar para producir anticuerpos policlonales o monoclonales
se incluyen Usados celulares preparados a partir de células transfectadas con una proteina RhoB recombinante, una
proteina RhoB recombinante o nativa parcial o sustancialmente purificada, o péptidos derivados de la secuencia de
aminodcidos de RhoB. Los vectores y su uso en la produccion de proteinas recombinantes es conocida por los expertos
en la materia (Sambrook, J. ef al. (2001) in “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Press,
Plainview, N.Y.).

Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno también se pueden producir mediante ingenieria genética. La
tecnologia para la expresion de los genes de tanto la cadena pesada como la cadena ligera en E. coli es la materia de
las solicitudes de patente PCT; publicacién nimero WO 901443, WO 901443, y WO 9014424 y en Huse et al. (1989)
Science, 246:1275-1281.

Alternativamente, los anticuerpos anti-RhoB se pueden inducir mediante la administracién de anticuerpos antiidio-
tipos como inmundgenos. De forma practica, se utiliza un anticuerpo anti-RhoB purificado para inducir un anticuerpo
antiidiotipo en un animal huésped.

Alternativamente a los inmunoensayos, los anticuerpos se pueden utilizar in situ para detectar la proteina RhoB
en la muestra. Los anticuerpos se pueden utilizar en inmunofluorescencia directa o indirecta. Alternativamente, la
proteina RhoB se puede detectar in situ mediante el uso de anticuerpo anti-RhoB radiomarcado o mediante el uso
de un anticuerpo anti-RhoB no marcado seguido de un segundo anticuerpo radiomarcado reactivo al anticuerpo anti-
RhoB.

Los anticuerpos también se pueden utilizar para inmunoprecipitar la proteina RhoB a partir de una mezcla de pro-
teinas. El uso de la inmunoprecipitacién como técnica sensible y especifica para detectar y cuantificar antigenos diana
en mezclas de proteinas es bien conocida para los expertos en la materia (véase, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2d Edition, (2001) Cold Spring Harbor Press).

Los anticuerpos también se pueden fijar a soportes sélidos para su uso en el aislamiento de la proteina Rhob
mediante cromatografia de inmunoafinidad. Las técnicas para la cromatografia de inmunoafinidad son bien conocidas
en la técnica (Harlow, E. y Lafie, D. (1888) “Antibodies: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, N.Y.) e incluyen técnicas para fijar anticuerpos a soportes sélidos, de manera que mantienen su
actividad inmunoselectiva; las técnicas utilizadas pueden ser aquellas en las que los anticuerpos se adsorben al soporte,
asf como aquellas en las que los anticuerpos estdn unidos covalentemente al soporte.

Un anticuerpo adecuado para la medicion de la expresion del gen de Rho B a nivel de proteina es Rho B (119) sc-
180 disponible comercialmente de Santa Cruz Biotechnology, Inc. Rho B (119) es un anticuerpo policlonal de conejo
purificado por afinidad desarrollado contra un péptido que se mapea en una region interna de Rho B de origen humano.

Los anticuerpos descritos anteriormente y los fragmentos de unién a los mismos se pueden suministrar en un kit
de diagndstico ttil para la deteccidn de alteraciones en la expresion de proteina Rhob.

Medicion a nivel de ARN

La expresion del gen de RhoB se puede controlar a nivel de ARN mensajero (ARNm) segtin los procedimientos
conocidos en la técnica. Los procedimientos que utilizan la hibridacién de sondas de 4cido nucleico al transcrito de
RhoB, incluyendo la tecnologia de microarray, visualizacién en gel, y transferencia mediante Northern, se pueden
utilizar para medir la presencia y/o nivel de ARNm de RhoB. El ARNm también se puede evaluar utilizando técnicas
de amplificacion, tales como RT-PCR o RT-PCR cuantitativa a tiempo real.

El andlisis de hibridacion, que se basa en la especificidad de las interacciones de nucleétidos, utiliza oligonucledti-
dos o ADNCc para identificar de manera selectiva o capturar ADN o ARNm de la composicién especifica de secuencias.
La cantidad de ARNm o ADNc hibridada a una secuencia de captura conocida se puede determinar cuantitativa o
cualitativamente, proporcionando de este modo la informacién sobre la representacion relativa de la proteina RhoB.
También se puede realizar la hibridacién a arrays o chips tanto de ADN, ADNCc, oligonucleéticos o ARN, donde éstos
se pueden producir segin cualquier procedimiento adecuado conocido por técnica. Por ejemplo, los procedimientos
de produccién de grandes arrays de oligonucledtidos se describen en US5.134.854, y US5.445.934 utilizando técnicas
de sintesis dirigidas por luz. Utilizando un sistema controlado por ordenador, se convierte un array heterogéneo de
mondmeros, a través del acoplamiento simultineo en un nimero de sitios de reaccién, en un array heterogéneo de
polimeros.
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Alternativamente, los microarrays se generan mediante la deposicién de oligonucleétidos presintetizados sobre un
sustrato sélido, por ejemplo tal como se describe en W095/35505.

Los procedimientos basados en secuenciacidon son una alternativa. Estos procedimientos empezaron con el uso
de marcadores de secuencia expresada (ESTs), y ahora incluyen procedimientos basados en marcadores cortos, tales
como el andlisis en serie de la expresion génica (SAGE) y la MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing). Como
tal, los niveles de expresion de ARNm en una muestra de prueba se pueden determinar mediante la generacion de una
biblioteca de ESTs a partir de dicha muestra de prueba. La enumeracion de la representacion relativa de ESTs en la
biblioteca se puede utilizar para aproximar la representacion relativa de un transcrito génico en la muestra de partida.
Los resultados de los andlisis de EST de una muestra de prueba se puede entonces comparar con el andlisis de EST de
una muestra de referencia que comprende células de control para determinar los niveles de expresion relativos de un
polinucleétido que codifica RhoB.

El SAGE (Velculescu et al., Science (1995) 270:484) implica el aislamiento de marcadores de secuencia cortos
unicos de una localizacién especifica en cada transcrito. Los marcadores de secuencia se concatenan, clonan y secuen-
cian. La frecuencia de transcritos particulares en la muestra de prueba de partida estd reflejada por el nimero de veces
que el marcador de secuencia asociado se encuentra en la poblacién de secuencias.

La MPSS, descrita por Brenner et al., Nature Biotechnology 18:630-634 (2000), es una estrategia de secuenciacién
que combina secuenciacién no basada en gel con la clonacién in vitro de millones de plantillas en microesferas separa-
das de 5 um de didmetro. En primer lugar, se construye mediante clonacién in vitro una biblioteca de microesferas de
plantillas de ADN. Esto va seguido del montaje de un array plano de las microesferas que contienen plantillas en una
células de flujo a una densidad elevada (habitualmente superior a 3x10° microesferas/cm?). Los extremos libres de las
plantillas clonadas en cada microesfera se analizan simultdneamente, utilizando un procedimiento de secuenciacién
basado en fluorescencia que no requiere la separacion de fragmentos de ADN. Esta técnica permite la identificacion
eficaz y el aislamiento de muchos cientos de miles de secuencias individuales, la generacion de una “biblioteca” de
ARNSs pequefios. La abundancia o frecuencia de aparicién de cada secuencia diferente de una “biblioteca” de ARNs
pequefios es indicativo de la cantidad en la muestra original de la que se obtuvo el ARN. Ademds, mediante la com-
paracién de las secuencias, que tienen habitualmente 17-20 nucleétidos de longitud, con una base de datos de ADN
gendmico, es posible determinar los puntos en el ADN que actiian como origen para los ARNs pequefios. Las com-
paraciones con las anotaciones del genoma, bases de datos de ADNc, y otros datos se pueden utilizar frecuentemente
para identificar los precursores de ARN mds grandes de los ARNs pequefios. De manera mds significativa, MPSS
proporciona la capacidad para dirigir la biologia del ARN pequefio a una escala amplia del genoma.

Medicion a nivel de ADNc

La expresion del gen de RhoB también se puede controlar a nivel de ADNc. Los niveles de expresion del gen
de RhoB se determinan utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa de transcriptasa inversa (RT-PCR). La RT-
PCR es una técnica bien conocida en el sector que se basa en que la enzima transcriptasa inversa transcribe de forma
inversa el ARNm para formar ADNc, que a continuacién se puede amplificar en una reacciéon PCR estandar. Los
protocolos y kits para llevar a cabo la RT-PCR son bien conocidos por los expertos en la materia y estdn disponibles
comercialmente.

La RT-PCR se puede llevar a cabo de una manera no cuantitativa. Dicha RT-PCR de punto final mide los cambios
en los niveles de expresion utilizando tres procedimientos diferentes: relativo, competitivo y comparativo. Estos proce-
dimientos tradicionales son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, visualizacién del amplicén en una electroforesis
en gel.

En una realizacion alternativa, la RT-PCR se lleva a cabo a tiempo real y de manera cuantitativa. La PCR a tiempo
real es una técnica utilizada para controlar el progreso de una reaccién PCR en tiempo real. Al mismo tiempo, se
puede cuantificar una cantidad relativamente pequeiia de producto de PCR (ADN, ADNc o ARN). La PCR a tiempo
real se basa en la deteccion de la fluorescencia producida por una molécula informadora que aumenta a medida que
progresa la reaccion. Esto ocurre debido a la acumulacién del producto de la PCR con cada ciclo de amplificacion.
Estas moléculas informadoras fluorescentes incluyen fluorocromos que se unen al ADN de doble cadena o sondas de
secuencia especifica.

La RT-PCT cuantitativa a tiempo real o la PCR a tiempo real han sido descritas ampliamente en la bibliografia
(véase, Gibson et al para un ejemplo inicial de la técnica) y son posibles una serie de técnicas para controlar el producto
de PCR. Estas técnicas incluyen el uso de sondas hidroliticas (Tagman®), sondas en horquilla (“hairpin”) (Molecular
Beacons), parejas de sondas para la técnica de FRET (LightCycler), cebadores que incorporan una sonda en horquilla
(Scorpion), sistema Plexor™, cebadores en horquilla (Amplifluor), cebadores que incorporan secuencias complemen-
tarias de ADNzimas que dividen un sustrato informador incluido en la mezcla de reaccién (DzyNA), o colorantes
fluorescentes (SYBR Green etc.). Todas estas sondas, cebadores, o fluorocromos estan disponibles comercialmente y
estdn bien caracterizados.

En una realizacidn, la presente invencién proporciona cebadores con las SEC ID NO 4-6 para realizar la RT-PCR
0 PCR de tiempo real. Los cebadores con SEC ID NO 4 y 5 son particularmente adecuados para su uso en el perfil de
expresion del gen de RhoB utilizando RT-PCR
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SEC ID No. |descripcidn secuencia

4 RhoB-F TGGAGAACATCCCCGAGAAG

5 RhoB-R TGCGCAGGTCTTTTTTGTTG

6 Sonda RhoB-Taq |5’ -FAM-
CACTTCTGTCCCAATGTGCCCATCATC~
TAMRA3'

Tal como se ha mencionado en la presente invencién, la RT-PCR cuantitativa a tiempo real o PCR a tiempo real
produce una lectura de fluorescencia que se puede controlar de manera continua. Las técnicas de tiempo real son
ventajosas porque mantienen la reaccion en un “dnico tubo”. Esto significa que no existe la necesidad de un anélisis
ulterior para obtener resultados, lo cual conduce a resultados obtenidos mas rdpidamente. Ademds, manteniendo la
reaccion en un medio de “Unico tubo” se reduce el riesgo de contaminacién cruzada y permite una salida cuantitativa
a partir de los procedimientos de la presente invencion. Esto puede ser particularmente importante en la disposicién
clinica de la presente invencion.

El reconocimiento de multiples alteraciones de ADN puede aumentar la identificacion eficaz del cancer. Las sondas
permiten que se midan miiltiples tipos de ADN en la misma muestra (PCR multiplex), ya que los colorantes fluores-
centes con diferentes espectros de emisién se pueden unir a las diferentes sondas. La PCR Multiplex permite que los
controles internos se coamplifiquen. Estas sondas de hibridacién permiten un nivel de discriminacién imposible de
obtener con SYBR Green, ya que solo se hibridardn a verdaderas dianas en una PCR y no a cebadores-dimeros u otros
productos no especificos.

Las variantes de la técnica de PCR basica tales como PCR anidada, y similares también se incluyen en el alcance
de la presente invencién. Ente los ejemplos se incluyen técnicas de amplificacion isotérmica tales como NASBA,
3SR, TMA, y triamplificacion, todas ellas conocidas en el sector y disponibles comercialmente. Otros procedimientos
adecuados de amplificacion incluyen la reaccién en cadena de la ligasa (LCR) (Barringer et al, 1990), ensayo de
Amplificaciéon de Sondas dependiente de Ligandos Multiples Especifico de Metilacién (MS-MLPA) (Nygren et al.,
Nucleic Acids Res. 2005; 33(14) e128; www.mlpa.com), amplificacién selectiva de secuencias de polinucleétidos
diana (US6,410,276), reaccién en cadena de la polimerasa con cebado con secuencias de consenso (US4,437,975),
reaccion en cadena de la polimerasa con cebado arbitrario (W0O90/06995), pirosecuenciacién, y amplificacién por
desplazamiento de corte (W0O2004/067726).

La expresion génica en una muestra de prueba también se puede analizar utilizando la metodologia de “differential
display” (DD). Esta familia de técnicas se basa en la amplificacién aleatoria de fragmentos de ADNc generados
mediante digestién por restriccién, donde los fragmentos de ADNc se utilizan como identificadores tnicos de genes,
acoplados con la informacion sobre la longitud del fragmento o la localizacién del fragmento en el gen expresado.
La representacion relativa de un gen expresado en una muestra se puede entonces estimar en base a la representacién
relativa del fragmento asociado con el gen que estd en el grupo de todos los posibles fragmentos. Los procedimientos
y composiciones para llevar a cabo DD son conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, US5.776.683; y US5.807.680.

Las secuencias del ADN genémico, proteina, ARNm, y ADNc del gen de RhoB, o una regién de las mismas,
se proporcionan a continuacién. De la misma manera, los cebadores y sondas descritas en la presente invencién se
proporcionan como las SEC ID No. 4-6.

La secuencia de nucleétidos del ADN genémico de RhoB humana (NC_000002.10) (5°—3’, 2367 pb) se propor-
ciona en la siguiente secuencia SEC ID No. 1:
ATCTGCCACCGCAGTCTGGTTGGAGCTGTTGTCTTGTATGCTCAGCGAGGCCCGGAGA
GACCCGGGAGAGAGCTAGGCCGAGTCCACCGCCCGAGTCTGCTGCCCGAGCCCGCGTT
ACGCACAAAGCCGCCGATCCCCGGCCTGGGGTGAGCAGAGCGACCACCGCCCGGGAGC
AGCGCGGCGAGACGCACGGTGCGCCCTATGCCCCCGCGCCCCCACCGCCCCCGCCGCG
GCAGCCGAAGCGCAGCGAGAGAACGCGCCACCGCGGGGCCCGGGTGCAGCTAGCGACC
CTCTCGCCACCTGCGCGCAGCCCGAGGTGAGCAGTGAGCGGCGAGCGGGAGGGCAGCG
AGGCGTTCGCGGGCCCCCTCCTGCTGCCCGGGCCCGGCCCGCTCATGGCGGCCATCCG
CAAGAAGCTGGTGGTGGTGGGCGACGGCGCGTGTGGCAAGACGTGCCTGCTGATCGTG
TTCAGTAAGGACGAGTTCCCCGAGGTGTACGTGCCCACCGTCTTCGAGAACTATGTGG
CCGACATTGAGGTGGACGGCAAGCAGGTGGAGCTGGCGCTGTGGGACACGGCGGGCCA
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GGAGGACTACGACCGCCTGCGGCCGCTCTCCTACCCGGACACCGACGTCATTCTCATG
TGCTTCTCGGTGGACAGCCCGGACTCGCTGGAGAACATCCCCGAGAAGTGGGTCCCCG
AGGTGAAGCACTTCTGTCCCAATGTGCCCATCATCCTGGTGGCCAACAARAAAAGACCT
GCGCAGCGACGAGCATGTCCGCACAGAGCTGGCCCGCATGAAGCAGGAACCCGTGCGC
ACGGATGACGGCCGCGCCATGGCCGTGCGCATCCAAGCCTACGACTACCTCGAGTGCT
CTGCCAAGACCAAGGAAGGCGTGCGCGAGGTCTTCGAGACGGCCACGCGCGCCGCGLT
GCAGAAGCGCTACGGCTCCCAGAACGGCTGCATCAACTGCTGCAAGGTGCTATGAGGG
CCGCGCCCGTCGCGCCTGCCCCTGCCGGCACGGCTCCCCCTCCTGGACCAGTCCCCCG
CGAGCCCGGAGAAGGGGAGACCCGTGTCCCACAAGGACCCCACCGGCCTGCCTGGCAT
CTGTCTGCTGACGCCTCTGGCTTGCGCCAGGACTTGGCGTGGGCACCGGGCGCCCCCA
TCCCAGTGTCTGTGTGCGTCCAGCTGTGTTGCACAGGCCTGGGCTCCCCACTGAGTGC
CAAGGGTCCCCTGAGCATGCTTTTCTGAAGAGCCGGGCCTCAGAGTGTGTGGCTGTGT
GTCTGTTCGACTCCCCTCGCCCCATTTTCACCCCACCCCCGCCTCTGATCCCCGGGGEG
CGAGATTGGCGCGGGAGTGTGGCCGCGCCCCATCAGATGTTCGCCCTTCACCAGCGGG
AGCTTGATATCCCTTGTCTGTAACATAGACCCCGGGTACTGCGGGAGGGGAGGGCTGC
TGGGGAGGATGGGGGGATGTTATATARATATAGATATAATTTTATTTTCGGAGCTAAG
ATGGTGTTATTTAAGGGTGGTGATGGGTGAGCGCTCTGGCCCAGGCTGGGCCAGACTC
CCGCCCAAGCATGAACAGGACTTGACCATCTTTCCAACCCCTGGGGAAGACATTTGCA
ACTGACTTGGGGAGGACACAGCTTCAGCACAGCCTCTCCTGCGGGCCAGCCCGCTGCG
AACCCTCCACCAGCTACCGGAGGGAGGAGGGAGGATGCGCTGTGGGGTTGTTTTTGCC
ATAAGCGAACTTTGTGCCTGTCCTAGAAGTGAARATTGTTCAGTCCAAGAAACTGATG
TTATTTGATTTATTTAAAGGCTAAARATTTGTTTTTTTATTCTTTGCACAATTGTTTCA
TTGTTTGACACTTAATGCACTCGTCATTTGCATACGACAGTAGCATTCTGACCACACT
TGTACGCTGTAACCTCATCTACTTCTGATGTTTTTAAARAATGACTTTTAACAAGGAG
AGGGAAAAGAAACCCACTAAATTTTGCTTTGTTTCCTTGAAGAATGTGGCAACACTGT
TTTGTGATTTTATTTGTGCAGGTCATGCACACAGTTTTGATAAAGGGCAGTAACAAGT
ATTGGGGCCTATTTTTTTTTTTTCCACAAGGCATTCTCTARAGCTATGTGAAATTTTC
TCTGCACCTCTGTACAGAGAATACACCTGCCCCTGTATATCCTTTTTTCCCCTCCCCT
CCCTCCCAGTGGTACTTCTACTAAATTGTTGTCTTGTTTTTTATTTTTTAAATAAACT
GACAAATGACAAARATGGTGAGCTTATGATGTTTACATAAAAGTTCTATAAGCTGTGTA
TACAGTTTTTTATGTAAAATATTAAAAGACTATGATGATGACATTTA

La secuencia de aminodcidos de la proteina RhoB humana (NP_004031.1) (196 aa) se proporciona en la siguiente
secuencia SEC ID No. 2:

MAATIRKKLVVVGDGACGKTCLLIVFSKDEFPEVYVPTVFENYVADIEVDGKQVELALW
DTAGQEDYDRLRPLSYPDTDVILMCFSVDSPDSLENIPEKWVPEVKHEFCPNVPIILVA
NKKDLRSDEHVRTELARMKQEPVRTDDGRAMAVRIQAYDYLECSAKTKEGVREVFETA
TRAALQKRYGSQNGCINCCKVL

13



ES 2339 524 Al

La secuencia de nucleétidos del ARNm de RhoB humana (NM_004040.2) (5°—3’, 2384 pb) se proporciona en la
siguiente secuencia SEC ID No. 7:
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ATCTGCCACCGCAGTCTGGTTGGAGCTGTTGTCTTGTATGCTCAGCGAGGCCCGGAGA
GACCCGGGAGAGAGCTAGGCCGAGTCCACCGCCCGAGTCTGCTGCCCGAGCCCGCGTT
ACGCACAAAGCCGCCGATCCCCGGCCTGGGGTGAGCAGAGCGACCACCGCCCGGGAGC
AGCGCGGCGAGACGCACGGTGCGCCCTATGCCCCCGCGCCCCCACCGCCCCCGLLGCG
GCAGCCGAAGCGCAGCGAGAGAACGCGCCACCGCGGGGCCLCGGGTGCAGCTAGCGACC
CTCTCGCCACCTGCGCGCAGCCCGAGGTGAGCAGTGAGCGGCGAGCGGGAGGGCAGCG
AGGCGTTCGCGGGCCCCCTCCTGCTGCCCGGGCCCGGCCCGCTCATGGCGGCCATCCG
CAAGAAGCTGGTGGTGGTGGGCGACGGCGCGTGTGGCAAGACGTGCCTGCTGATCGTG
TTCAGTAAGGACGAGTTCCCCGAGGTGTACGTGCCCACCGTCTTCGAGAACTATGTGG
CCGACATTGAGGTGGACGGCAAGCAGGTGGAGCTGGCGCTGTGGGACACGGCGGGCCA
GGAGGACTACGACCGCCTGCGGCCGCTCTCCTACCCGGACACCGACGTCATTCTCATG
TGCTTCTCGGTGGACAGCCCGGACTCGCTGGAGAACATCCCCGAGAAGTGGGTCCCCG
AGGTGAAGCACTTCTGTCCCAATGTGCCCATCATCCTGGTGGCCAACAAARAAAGACCT
GCGCAGCGACGAGCATGTCCGCACAGAGCTGGCCCGCATGAAGCAGGAACCCGTGCGC
ACGGATGACGGCCGCGCCATGGCCGTGCGCATCCAAGCCTACGACTACCTCGAGTGCT
CTGCCAAGACCAAGGAAGGCGTGCGCGAGGTCTTCGAGACGGCCACGCGCGCCGCGLT
GCAGAAGCGCTACGGCTCCCAGAACGGCTGCATCAACTGCTGCAAGGTGCTATGAGGG
CCGCGCCCGTCGCGCCTGCCCCTGCCGGCACGGCTCCCCCTCCTGGACCAGTCCCCCG
CGAGCCCGGAGAAGGGGAGACCCGTGTCCCACAAGGACCCCACCGGCCTGCCTGGCAT
CTGTCTGCTGACGCCTCTGGCTTGCGCCAGGACTTGGCGTGGGCACCGGGCGCCCCCA
TCCCAGTGTCTGTGTGCGTCCAGCTGTGTTGCACAGGCCTGGGCTCCCCACTGAGTGC
CAAGGGTCCCCTGAGCATGCTTTTCTGAAGAGCCGGGCCTCAGAGTGTGTGGCTGTGT
GTCTGTTCGACTCCCCTCGCCCCATTTTCACCCCACCCCCGCCTCTGATCCCCGGGGG
CGAGATTGGCGCGGGAGTGTGGCCGCGCCCCATCAGATGTTCTCCCTTCACCAGCGGG
AGCTTGATATCCCTTGTCTGTAACATAGACCCCGGGTACTGCGGGAGGGGAGGGCTGC
TGGGGAGGATGGGGGGATGTTATATAAATATAGATATAATTTTATTTTCGGAGCTAAG
ATGGTGTTATTTAAGGGTGGTGATGGGTGAGCGCTCTGGCCCAGGCTGGGCCAGACTC
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CCGCCCAAGCATGAACAGGACTTGACCATCTTTCCAACCCCTGGGGAAGACATTTGCA
ACTGACTTGGGGAGGACACAGCTTCAGCACAGCCTCTCCTGCGGGCCAGCCCGCTGCG
AACCCTCCACCAGCTACCGGAGGGAGGAGGGAGGATGCGCTGTGGGGTTGTTTTTGCC
ATAAGCGAACTTTGTGCCTGTCCTAGAAGTGAAAATTGTTCAGTCCAAGAAACTGATG
TTATTTGATTTATTTAAAGGCTAAAATTTGTTTTTTTATTCTTTGCACAATTGTTTCA
TTGTTTGACACTTAATGCACTCGTCATTTGCATACGACAGTAGCATTCTGACCACACT
TGTACGCTGTAACCTCATCTACTTCTGATGTTTTTAAAAAATGACTTTTAACAAGGAG
AGGGAAAAGAAACCCACTAAATTTTGCTTTGTTTCCTTGAAGAATGTGGCAACACTGT
TTTGTGATTTTATTTGTGCAGGTCATGCACACAGTTTTGATAAAGGGCAGTAACAAGT
ATTGGGGCCTATTTTTTTTTTTTCCACAAGGCATTCTCTAAAGCTATGTGAAATTTTC
TCTGCACCTCTGTACAGAGAATACACCTGCCCCTGTATATCCTTTTTTCCCCTCCCCT
CCCTCCCAGTGGTACTTCTACTAAATTGTTGTCTTGTTTTTTATTTTTTAAATAAACT
GACAAATGACAAAATGGTGAGCTTATGATGTTTACATAAAAGTTCTATAAGCTGTGTA
TACAGTTTTTTATGTAAAATATTAAAARGACTATGATGATGACATTTAAAAAAANAARA
AAAAAA

La secuencia de nucleétidos del ADNc de RhoB humana (CCDS1699.1) (5°—3’, 591 pb) se proporciona en la
siguiente secuencia SEC ID No. 8:

ATGGCGGCCATCCGCAAGAAGCTGGTGGTGGTGGGCGACGGCGCGTGTGGCAAGACGT
GCCTGCTGATCGTGTTCAGTAAGGACGAGTTCCCCGAGGTGTACGTGCCCACCGTCTT
CGAGAACTATGTGGCCGACATTGAGGTGGACGGCAAGCAGGTGGAGCTGGCGCTGTGG
GACACGGCGGGCCAGGAGGACTACGACCGCCTGCGGCCGCTCTCCTACCCGGACACCG
ACGTCATTCTCATGTGCTTCTCGGTGGACAGCCCGGACTCGCTGGAGAACATCCCCGA
GAAGTGGGTCCCCGAGGTGAAGCACTTCTGTCCCAATGTGCCCATCATCCTGGTGGCC
AACAAAAAAGACCTGCGCAGCGACGAGCATGTCCGCACAGAGCTGGCCCGCATGAAGC
AGGAACCCGTGCGCACGGATGACGGCCGCGCCATGGCCGTGCGCATCCAAGCCTACGA
CTACCTCGAGTGCTCTGCCAAGACCAAGGAAGGCGTGCGCGAGGTCTTCGAGACGGCC
ACGCGCGCCGCGCTGCAGAAGCGCTACGGCTCCCAGAACGGCTGCATCAACTGCTGCA
AGGTGCTATGA

Las secuencias del ADN genémico, proteina, ARNm, ADNc, cebadores, y sondas presentadas en la presente
invencion también comprenden aquellas secuencias que tienen por lo menos un 70% de homologia con respecto a las
secuencias en SEC ID NO. 1-8, preferiblemente por lo menos un 80%, y més preferiblemente por lo menos un 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% de homologia. Alternativamente, las formas generadas por splicing alternativo, también
estan comprendidas en el alcance de la presente invencion.

El término “homologia” se refiere al nivel de similitud entre las secuencias de dcido nucleico o aminodcidos
en términos de porcentaje de identidad posicional de nucledtidos o aminodcidos, respectivamente, es decir, la simi-
litud o identidad de las secuencias. El porcentaje de homologia entre dos secuencias se puede calcular segiin los
algoritmos FASTA o BLAST (Altschul et al. “Basic local alignment search tool” J. Mol. Biol. 1990, 215, 403-410,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast; Lipman er al. “Rapid and sensitive protein similarity searches”. Science 1985, 227,
1435-1441. http://www.ebi.ac.uk), que se incorporan en la presente invencién por referencia.

Cualquier otra técnica adecuada para medir la expresion del gen de Rhob a nivel de proteina, ARNm, o ADNc
también estd comprendida en el alcance de la presente invencion.
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En una realizacién alternativa de la presente invencidn, el procedimiento de prondstico de la evolucién de la
enfermedad en un sujeto con adenocarcinoma de pulmén comprende la medicién del nimero de copias del gen de
RhoB.

Medicion del niimero de copias del gen de RhoB

Una metodologia para determinar el nimero de copias del gen de RhoB en una muestra es la hibridacién in situ,
por ejemplo, hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) (véase, Angerer, 1987 Meth. Enzymol 152: 649).

Generalmente, la hibridacién in sifu comprende las siguientes etapas principales: (1) fijacién del tejido o estructura
biolégica a analizar; (2) tratamiento de prehibridizacién de la estructura bioldgica para aumentar la accesibilidad al
ADN diana, y para reducir la unién no especifica; (3) hibridacién de la mezcla de dcidos nucleicos al 4dcido nucleico
en la estructura bioldgica o tejido; (4) lavados posteriores a la hibridacién para eliminar los fragmentos de dcidos
nucleicos no unidos en la hibridacién, y (5) la deteccién de los fragmentos de dcido nucleico hibridados. Las sondas
utilizadas en dichas aplicaciones habitualmente se marcan, por ejemplo, con radioisétopos o informadores fluorescen-
tes. Las sondas preferidas son suficientemente largas, por ejemplo, de aproximadamente 50, 100, 6 200 nucle6tidos
hasta aproximadamente 1000 o mds nucledétidos, para permitir la hibridacién especifica con el 4cido o 4cidos nucleicos
diana en condiciones rigurosas.

Otra metodologia alternativa para determinar el nimero de copias de ADN es la hibridacién gendmica comparativa
(CGH). En los procedimientos de hibridacién gendmica comparativa, se marca un grupo de “prueba” de dcidos nuclei-
cos con un primer marcador, mientras que un segundo grupo de prueba (por ejemplo, de una célula o tejido normal)
se marca con un segundo marcador. La proporcién de hibridacion de los dcidos nucleicos se determina mediante la
proporcién de la unién del primer y segundo marcadores a cada sonda de un grupo. Se detectan las diferencias en
la proporcion de las sefiales de los dos marcadores, por ejemplo, debido a la amplificacién de genes en el grupo de
prueba, y la proporcién proporciona una medicién del nimero de copias del gen de RhoB, correspondiente a la sonda
especifica utilizada. Se puede generar una representacion citogenética de la variacién del niimero de copias de ADN
mediante CGH, lo cual proporciona unas relaciones de fluorescencia a lo largo de la longitud de los cromosomas de
los ADN de prueba marcados de manera diferencial y ADN gendmico de referencia.

Los protocolos de hibridacién adecuados para su uso con los procedimientos de la presente invencion se describen,
por ejemplo, en Albertson (1984) EMBO J. 3:1227-1234; Pinkel (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:9138-9142;
430402EPAE PO Pub. No. 430:402; Methods in Molecular Biology, Vol. 33: In Situ Hybridization Protocols, Choo,
ed., Humana Press, Totowa, NJ (1994).

Los ensayos basados en la amplificacién también se pueden utilizar para medir el niimero de copias del gen de
RhoB. En dichos ensayos, la correspondiente secuencia de dcidos nucleicos de RhoB actiia como plantilla en una re-
accién de amplificacion (por ejemplo, Reaccién en Cadena de 1a Polimerasa o PCR). En una amplificacién cuantitativa,
la cantidad de producto de amplificacién serd proporcional a la cantidad de plantilla en la muestra original. La com-
paracién con controles apropiados proporciona una medicién del nimero de copias del gen de RhoB, correspondiente
a la sonda especifica utilizada, segtin el principio descrito anteriormente. Los procedimientos de PCR cuantitativa a
tiempo real que utilizan sondas Tagman son conocidos en la técnica. Se proporcionan protocolos detallados para PCR
cuantitativa a tiempo real, por ejemplo, para ARN en: Gibson et al., 1996, A novel method for real time quantitative
RT-PCR. Genome Res. 10:995-1001; y para ADN en: Heid et al., 1996, Real time quantitative PCR. Genome Res.
10:986-994.

La transferencia Southern también se puede utilizar para medir el nimero de copias del gen de RhoB. Con esta
metodologia, se analiza el ADN en geles de agarosa o acrilamida para fraccionar el ADN segtn el tamafio seguido
de la transferencia del ADN desde el gel hasta un soporte s6lido, tal como nitrocelulosa o una membrana de nylon. A
continuacién, el ADN inmovilizado se hibrida con una sonda marcada para detectar las muestras de ADN complemen-
tarias a la sonda utilizada. E1 ADN se puede dividir con enzimas de restriccion antes de la electroforesis. Después de
la electroforesis, el ADN se puede despurinar parcialmente y desnaturalizar antes o durante la transferencia al soporte
solido. Las transferencias Southern son una herramienta habitual de los bi6logos moleculares (J. Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, NY, pag. 9.31-9.58 [1989]).

Un procedimiento potente para la determinacién del nimero de copias de ADN utiliza plataformas basadas en
microarrays. La tecnologia de microarrays se puede utilizar porque ofrece una resolucion elevada. Por ejemplo, la
CGH tradicional tiene generalmente una resolucién del mapeo limitada a 20 Mb; mientras que en CGH basada en
arrays, las relaciones de fluorescencia de los ADN de prueba marcados de manera diferencial y ADN genémico de
referencia proporcionan una medicién “locus por locus” de la variacién el nimero de copias de ADN, consiguiendo
de esta manera una mayor resolucién de mapeo. Los detalles de un procedimiento de microarray se puede hallar en la
bibliografia. Véase, por ejemplo, 6232068USB US 6,232,068; Pollack et al., Nat Genet,1999, 23(1):41-6.

Cualquier otra técnica adecuada para medir el nimero de copias del gen de RhoB también estd comprendida en el
alcance de la presente invencion.

Se ha observado que la sobreexpresion o aumento en el nimero de copias del gen de RhoB en relacién con la
expresion o el nimero de copias del mismo gen en una muestra de control son marcadores utiles para el pronéstico de
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adenocarcinoma de pulmoén. En particular, dicha sobreexpresién o aumento en el nimero de copias del gen de RhoB
es indicativo del riego de metdstasis, o reaparicion o reincidencia de actividad neoplésica.

La “sobreexpresion” de un gen de RhoB o un “mayor” nivel o un nivel “elevado” de un polinucleétido o proteina
RhoB se refiere a un nivel de polinucledtido o proteina RhoB que, en comparacion con el nivel de control de RhoB,
es de forma detectable mds elevado. De manera similar, un “aumento” en el nimero de copias del gen de RhoB se
refiere a un nivel del nimero de copias de RhoB que, en comparacién con un nivel de control de RhoB, es de forma
detectable més elevado.

La sobreexpresion o aumento en el nimero de copias del gen de RhoB son términos relativos que significan que
se encuentra una diferencia detectable (mds alld de la contribucién del ruido en el sistema utilizado para medirlo) en
la cantidad de expresién o nimero de copias del gen de RhoB relativo a cierta linea base. En la presente invencion, la
linea base es la expresién génica medida o el nimero de copias de una muestra de control, cuyo término se define a
continuacion.

La comparacioén se puede llevar a cabo mediante andlisis estadistico sobre las mediciones numéricas de la expresion
o nimero de copias del gen de RhoB; o, se puede realizar a través del examen visual de los resultados experimentales
por investigadores cualificados.

Por ejemplo, las intensidades de expresion génica de un tejido enfermo se pueden comparar con las intensidades de
expresion generadas de tejido normal del mismo tipo (por ejemplo, muestra de tejido de pulmén enfermo vs. muestra
de tejido de pulmén normal). Una relacion de estas intensidades de expresion indica las veces que cambia la expresion
génica entre las muestras de prueba y de control.

En una realizacién de la presente invencidn, la sobreexpresion del gen de RhoB se determina cuando existe por
lo menos una diferencia de 1,5 veces en su expresion en relacion con la expresion del mismo gen en una muestra de
control. En otra realizacion de la presente invencién, un aumento en el nimero de copias del gen de RhoB se determina
cuando existe por lo menos una diferencia de 1,5 veces en su nimero de copias en relacién con el nimero de copias
del mismo gen en una muestra de control.

El test t de Student es un ejemplo de test estadistico robusto que se puede utilizar para buscar diferencias signifi-
cativas entre dos grupos. Cuanto mds bajo es el valor de p, es mas concluyente la evidencia de que el gen muestra una
diferencia entre los diferentes grupos. Un valor de p inferior a 0,05 mediante el test t pone de manifiesto que el gen
es significativamente diferente. Una evidencia mds concluyente es un valor de p inferior a 0,05 después de tener en
cuenta la correccién de Sidak. Para un nimero amplio de muestras en cada grupo, un valor de p inferior a 0,05 después
del test de aleatorizacién/permutacion es la evidencia mas concluyente de una diferencia significativa.

Una “muestra de control” se refiere a una muestra de material biolégico representativo de sujetos sanos sin cancer.
El nivel de expresion del gen de RhoB o el nimero de copias del gen de RhoB en una muestra de control es de
manera deseable habitual de la poblacién general de sujetos normales sin cancer de la misma especie. Esta muestra
se puede recoger de un sujeto con el objetivo de ser utilizada en los procedimientos descritos en la presente invencién
o0, puede ser cualquier material bioldgico representativo de sujetos normales sin cdncer obtenido para otras razones,
pero sin embargo, adecuado para su uso en los procedimientos de la presente invencién. También se puede obtener
una muestra de control a partir de tejido normal del sujeto que tiene cancer o es sospechoso de tener cancer. Una
muestra de control también se puede referir a un nivel determinado de expresién del gen de RhoB o el nimero de
copias del gen de RhoB representativos de la poblacién sin cadncer, que se han establecido previamente en base a
las mediciones de sujetos normales sin cdncer. Como tal, una muestra de control no necesita ser un material, sino
que pueden ser datos o informacidn relacionada con una muestra de control. Estos datos o informacién se almacenan
habitualmente en forma electrénico o papel. Alternativamente, una muestra bioldgica de control puede referirse a una
muestra que se obtiene de un individuo diferente o puede ser un valor normalizado basado en los valores de la linea
base hallados en una poblacién. Ademads, una muestra de control se puede definir mediante una edad, sexo, etnia u
otros parametros demograficos especificos. En algunas situaciones, el control estd implicito en la medicidn concreta.
Por ejemplo, se considera un procedimiento de deteccidn que s6lo puede detectar RhoB o el nimero de copias del gen
de RhoB cuando estd presente un nivel mds elevado de lo habitual en un sujeto normal sin céncer, por ejemplo, un
ensayo inmunohistoquimico, para evaluar el nivel de RhoB o el nimero de copias del gen de RhoB en comparacién
con el nivel de control o el nimero de copias del gen RhoB, ya que el nivel de control o el nimero de copias es natural
y conocidos en el ensayo.

La presente invencién se refiere ademds al uso de un gen de RhoB, o una regién del mismo, como marcador de
prondstico de la metéstasis, o la reaparicion o la reincidencia de actividad neopldsica en un sujeto con adenocarcinoma
de pulmoén.

La presente invencién proporciona ademds un procedimiento para el screening de formacos activos contra el ade-
nocarcinoma de pulmén, comprendiendo dicho procedimiento:

a) la medicién de la expresion del gen de RhoB, o la medicién del nimero de copias del gen de RhoB, en
una muestra con células de adenocarcinoma de pulmén en presencia de un farmaco, o la medicién de la
afinidad de unién ente un farmaco y un polipéptido RhoB;
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b) la comparacién de la expresion o nimeros de copias medidas del gen de RhoB, o la afinidad de unién de la
etapa a) a una muestra de control;

caracterizado porque una expresion o nimero de copias reducido del gen de RhoB, o una mayor actividad enzi-
matica en la etapa a), en relacién con la expresion o el nimero de copias del mismo gen o la afinidad de unién del
mismo polipéptido en una muestra de control es indicativa de la actividad del farmaco contra el adenocarcinoma de
pulmon.

Como tal, la presente invencioén proporciona procedimientos para identificar compuestos o agentes que se pueden
utilizar para tratar trastornos caracterizados por, o asociados con una expresioén o nimero de copias reducido del gen
de RhoB. Estos procedimientos incluyen habitualmente la etapa de screening de un candidato, compuesto de prueba
o agente para identificar compuestos que son un agonista o antagonista de un polipéptido RhoB, y especificamente
por la capacidad de interaccionar con (por ejemplo, unirse a) un polipéptido RhoB, para modular la interaccién de un
polipéptido RhoB y una molécula diana, y/o para modular la expresién de 4cido nucleico de RhoB y/o la actividad
del polipéptido RhoB. Los candidatos, compuestos de prueba o agentes que tienen una o mds de estas capacidades se
pueden utilizar como farmacos para tratar trastornos caracterizados por una expresién o nimero de copias reducido
del gen de RhoB.

Una expresién o nimero de copias reducida del marcador del gen de RhoB en un adenocarcinoma de pulmén
también puede servir para predecir la respuesta de ese cancer a terapias especificas. Este marcador molecular se puede
utilizar para seleccionar la terapia mas apropiada para el sujeto.

Como tal, la presente invencion proporciona ademds un procedimiento para determinar la eficacia de una pauta de
tratamiento terapéutico en un sujeto con adenocarcinoma de pulmén, comprendiendo dicho procedimiento

a) la medicién de la expresion del gen de RhoB, o la medicién del niimero de copias del gen de RhoB, en
una muestra con células de adenocarcinoma de pulmén de dicho sujeto, generando de este modo un nivel
inicial;

b) la medicién de la expresion del gen de RhoB, o la medicién del nimero de copias del gen de RhoB, en una
segunda muestra con células de adenocarcinoma de pulmén del mismo sujeto en un momento posterior a
la administracion de la pauta de tratamiento, obteniendo de este modo un nivel de prueba; y

¢) la comparacion de los niveles inicial y de prueba;

caracterizado porque una expresién o nimero de copias reducido del gen de RhoB en el nivel de prueba en relacion
con el nivel inicial es indicativa de que la pauta de tratamiento es eficaz en el sujeto.

La presente invencién se refiere ademads al uso de una molécula de nucleétido o anticuerpo que interaccionan con
ADN, ARN, proteina de RhoB, o un fragmento de los mismos, para el pronéstico de la evolucién de la enfermedad
en un sujeto con adenocarcinoma de pulmoén, para el screening de farmacos activos contra el adenocarcinoma de
pulmén, o para determinar la eficacia de una pauta de tratamiento terapéutico en un sujeto con adenocarcinoma de
pulmén. Dicha molécula de nucledtido es un nucledtido que tiene por lo menos un 70% de homologia con respecto
ala SEC ID NO. 4-6, preferiblemente por lo menos aproximadamente un 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, o 100% de
homologia con respecto a la SEC ID NO. 4-6. La molécula de anticuerpo que interacciona con ADN, ARN, proteina
de Rhob, o un fragmento de los mismos, puede ser monoclonal, policlonal, quimérico, humanizado o biespecifico, o
estd conjugado a un segundo anticuerpo, o un fragmento del mismo. Particularmente, la molécula de anticuerpo es el
anticuerpo policlonal Rho B (119), o una molécula de anticuerpo que tiene preferiblemente por lo menos un 80% y
m4s preferiblemente por lo menos un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% de homologia con el anticuerpo
policlonal Rho B (119).

Un “fragmento” es una parte de una secuencia de Rhob madura natural, nativa o endégena de longitud completa
que tiene uno o mas residuos de aminoécidos eliminados. El residuo o residuos de aminoécidos eliminados pueden
estar en cualquier parte del polipéptido, incluyendo en el extremo N-terminal o el extremo C-terminal, o internamente.
Dicho fragmento tendra por lo menos una propiedad biolégica en comun con RhoB. Los fragmentos de RhoB tendrian
habitualmente una secuencia consecutiva de por lo menos 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 6 60 residuos de aminodcidos que
son idénticos a las secuencias de la RhoB aislada de un mamifero, incluyendo RhoB de SEC ID NO: 2.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “anticuerpo” es intercambiable con “inmunoglobulina” y
se refiere a inmunoglobulinas de la forma general hallada en especies vertebradas, incluyendo mamiferos, tales como
humanos, primates, roedores, conejos y muchas otras especies en las que se han identificado dichas inmunoglobuli-
nas. “Anticuerpo” significa moléculas que corresponden a inmunoglobulinas completas, asi como fragmentos de las
mismas, tales como Fab, F(ab’)2, y Fv, que son capaces de unirse al determinante epitépico.

El término ‘““anticuerpo monoclonal” se refiere a una poblacién de moléculas de anticuerpo que contienen sélo
una especie de un sitio de unién a antigeno capaz de inmunorreaccionar con un epitopo particular de un antigeno,
mientras que el término “anticuerpo policlonal” se refiere a una poblacién de moléculas de anticuerpo que contienen
multiples especies de sitios de unién a antigeno capaces de interaccionar con un antigeno particular. De este modo,
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una composicién con anticuerpos monoclonales muestra habitualmente una unica afinidad de unién para un antigeno
particular con el que inmunorreacciona.

Los procedimientos para producir y cribar anticuerpos especificos utilizando tecnologia de hibridomas son ruti-
narios y conocidos en la técnica. En un ejemplo no limitante, se pueden inmunizar ratones con un polipéptido de la
presente invencion o una célula que expresa dicho péptido. Una vez se detecta una respuesta inmune, por ejemplo,
se detectan anticuerpos especificos para el antigeno en el suero de ratdn, se recoge el bazo del ratén y se aislan los
esplenocitos. A continuacion, los esplenocitos se fusionan mediante técnicas conocidas a cualquier célula de mieloma
adecuada. Los hibridomas se seleccionan y se clonan mediante dilucién limitada. A continuacién, los clones de hibri-
domas se ensayan mediante procedimientos conocidos en la técnica para células que secretan anticuerpos capaces de
unirse a un polipéptido de la presente invencién. Los fluidos asciticos, que contienen en general niveles elevados de
anticuerpos, se pueden generar mediante la inmunizacion de ratones con clones de hibridomas positivos.

Los anticuerpos policlonales se producen habitualmente mediante la inmunizacién de un mamifero adecuado, tal
como un ratén, conejo o cabra. Frecuentemente se prefieren mamiferos mds grandes, ya que la cantidad de suero
que se puede recoger es mayor. Se inyecta un antigeno al mamifero. Esto induce a que los linfocitos B produzcan
inmunoglobulinas IgG especificas para el antigeno. Esta IgG policlonal se purifica del suero de mamifero. En cambio,
los anticuerpos monoclonales derivan de una tinica linea celular.

El término “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo en el que la regién constante proviene de un anticuerpo
de una especie (habitualmente humana) y la region variable proviene de un anticuerpo de otra especie (habitualmente
roedor). Los procedimientos para producir anticuerpos quiméricos son conocidos en la técnica.

El término “anticuerpo humanizado” tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere a moléculas de anticuer-
po en las que se han sustituido aminoacidos en las regiones que no son de unién a antigeno con el fin de que se asemeje
lo més posible a un anticuerpo humano, mientras mantiene atn la capacidad de unién original. Dependiendo del con-
texto, esta expresion también puede incluir anticuerpos “de primate”, en los que un primer anticuerpo obtenido de un
organismo que no es primate ha sido modificado para asemejarse lo mds posible a una inmunoglobulina de primate.

Un anticuerpo “biespecifico” o bifuncional es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos parejas de cadena
pesada/ligera diferentes y dos sitios de unién diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante
una serie de procedimientos incluyendo la fusién de hibridomas o la unién de fragmentos Fab’. Véase, por ejemplo,
Songsivilai & Lachmann, Clin Exp. Immunol. 79:315-321 (1990); Kostelny ez al., J. Immunol. 148, 1547-1553 (1992).

Una realizacion adicional de la presente invencion proporciona un kit para el prondstico de la evolucién de la en-
fermedad en un sujeto con adenocarcinoma de pulmén que comprende reactivos para medir la expresion o el niimero
de copias del gen de RhoB. Dicho kit puede comprender adicionalmente reactivos adecuados para realizar una andlisis
con microarray. En particular, el kit segtin la presente invencién comprende Rho B (119):sc-180 Santa Cruz Biotech-
nology, Inc. Rho B (119) es un anticuerpo policlonal de conejo purificado por afinidad desarrollado contra un péptido
que se mapea en una regién interna de RhoB de origen humano. Alternativamente, el kit segtin la presente invencién
comprende cebadores con SEC ID No. 4-6 para realizar la RT-PCR o PCR cuantitativa a tiempo real.

La presente invencién proporciona ademds un amplicén de gen de RhoB aislado, donde el amplicén comprende
mads de una copia de un polinucleétido seleccionado entre:

a) un polinucledtido que codifica el polipéptido establecido en la SEC ID NO. 2;
b) un polinucledtido establecido en la SEC ID NO. 1;
¢) un polinucleétido que tiene por lo menos un 70% de homologia con el polinucleétido de a) o b); y

d) un polinucleétido que se sobreexpresa en células de adenocarcinoma de pulmén que tiene por lo menos un
70% de homologia con el polinucleétido de a) o b).

La presente invencion se refiere ademads a inhibidores de la sobreexpresion del gen de RhoB para su uso como
medicamento. Dicho uso como medicamento o método de tratamiento comprende la administracién a sujetos con
NSCLC o a sujetos susceptibles de desarrollar NSCLC incluyendo adenocarcinoma de pulmon, carcinoma de células
escamosas, o carcinoma de células grandes de una cantidad eficaz de un inhibidor de la sobreexpresién del gen de
RhoB para combatir las afecciones asociadas con NSCLC, en particular para evitar el desarrollo posterior a metdstasis
dsea, o la reaparicién o reincidencia de actividad neoplésica.

La presente invencion también se refiere al uso de los inhibidores de la sobreexpresion del gen de RhoB o cualquier
subgrupo de los mismos en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de NSCLC incluyendo adenocarcino-
ma de pulmén, carcinoma de células escamosas, o carcinoma de células grandes, en particular para evitar el desarrollo
posterior en metdstasis dsea, o la reaparicién o reincidencia de actividad neopldsica. Dicho de otra manera, la presente
invencién proporciona inhibidores de la sobreexpresion del gen de RhoB para su uso en el tratamiento de NSCLC in-
cluyendo adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de células escamosas, o carcinoma de células grandes, en particular
para evitar el desarrollo posterior a metastasis 0sea, o la reaparicion o reincidencia de actividad neoplasica.
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El término “tratar”, tal como se utiliza en la presente invencidn, se refiere a invertir, aliviar o inhibir el progreso del
trastorno o afeccidn al que se aplica dicho término, 0 uno o més sintomas de dichos trastornos o afeccion. El término
“tratamiento” se refiere al hecho de tratar, lo cual se ha definido anteriormente.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad eficaz” tal como se utilizan en la presente invencion,
significan la cantidad de compuesto o componente o agente farmacéutico activo que obtiene la respuesta bioldgica
o médica en un tejido, sistema, animal o humano que se estd buscando, a la luz de la presente invencion, por un
investigador, veterinario, doctor u otro profesional clinico, que incluye la mejora de los sintomas de la enfermedad en
tratamiento.

Dado que la presente invencidn incluye combinaciones que comprenden dos o mds agentes, la “cantidad tera-
péuticamente eficaz” es aquella cantidad de los agentes tomados en conjunto, de manera que el efecto combinado
proporciona la respuesta bioldgica o médica deseada.

El término “inhibidor” pretende incluir antagonistas y, se refiere a una molécula que directa o indirectamente reduce
la sobreexpresion del gen de RhoB, o la actividad biolégica de un polipéptido o proteina RhoB. Los inhibidores de la
sobreexpresion del gen de RhoB pueden incluir anticuerpos, dcidos nucleicos, u otras moléculas.

En una realizacion, los inhibidores de la sobreexpresion del gen de RhoB se pueden seleccionar entre:

a) un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a una proteina RhoB, o un polipéptido
que comprende una regién de unién a RhoB;

b) un péptido mimético del polipéptido Rhob;

¢) un 4cido nucleico inhibidor del gen de RhoB seleccionado entre un oligonucleétido antisentido, un ribozi-
ma, y un agente ARNi seleccionado entre ARNds y ARNsh; o

d) una combinacién que comprende lovastatina y 4cido zoledrénico, y/o sales farmacéuticamente aceptables
de la misma.

La molécula de anticuerpo que se une especificamente a una proteina RhoB puede ser monoclonal, policlonal,
quimérico, humanizado o biespecifico, tal como se describe anteriormente en la presente invencion.

El término “fragmento de anticuerpo” se refiere mas especificamente a estos fragmentos y/o polipéptidos de tipo
inmunoglobulina que no comprenden una inmunoglobulina completa.

Un “polipéptido que comprende una regién de unién especifica a RhoB” significa un polipéptido que incorpora
una o mds regiones de unién que se unen especificamente a la proteina RhoB de la SEC ID NO. 2. Un tipo cldsico
de regioén de unidn especifica a antigeno es una regién determinante de complementariedad (CDR) hallada en una
inmunoglobulina. Las CDRs son secuencias de aminodcidos cortas que se unen especificamente al antigeno en cues-
tién y proporcionan la base de la selectividad de unién del polipéptido en el que reside. Las CDRs se identifican
habitualmente a partir de inmunoglobulinas, pero se pueden generar mediante otros medios.

Las regiones de unién especifica a antigeno también incluyen secuencias de aminodcidos relativamente cortas que
se unen a un antigeno, incluso si estas secuencias no derivan de CDRs. W02004/044011, incorporada en la presente
invencién por referencia, proporciona un ejemplo de cdmo dichas regiones de unidn especifica a antigeno (que no
son CDRs) se pueden identificar y desarrollar. Existen otros procedimientos conocidos por los expertos en la materia.
Una vez desarrollada, la regién de unién especifica a RhoB se puede utilizar en una amplia variedad de estructuras
y armazones conocidas y futuribles, incluyendo cualquier isotipo de inmunoglobulina o fragmento de la misma, y
otros polipéptidos de estructura o armazoén que no son inmunoglobulinas para proporcionar la especificidad de unién
a antigeno. Todos estos polipéptidos se consideran en la presente invencién como “polipéptidos que comprenden una
regién de union especifica a RhoB”.

Un “péptido mimético” es un agente no peptidico derivado de manera sintética creados en base al conocimiento
de los residuos criticos del polipéptido de un sujeto que puede mimetizar la funcién normal del polipéptido. Los
miméticos de péptido pueden romper la unién de un polipéptido a su receptor o a otras proteinas y, de este modo,
interferir con la funcién normal de un polipéptido. Por ejemplo, un mimético de RhoB interferiria con la funcién
normal de RhoB.

“Secuencia de dcidos nucleicos”, tal como se utiliza en la presente invencién, se refiere a un oligonucleétido,
nucleédtido o polinucledtido, y fragmentos o partes de los mismos, cuyos componentes poliméricos pueden ser ADN,
ARN, nucleétidos modificados, miméticos de nucleétidos, o combinaciones de los mismos; y pueden ser de origen
gendmico o sintético, y pueden ser cadena simple o doble, y representan la cadena de sentido o antisentido.

El término “antisentido” tal como se utiliza en la presente invencién, se refiere a secuencias de nucledtidos que
son complementarias a una secuencia de ADN o ARN especifica, habitualmente un ARNm diana. Se unen a ARNm
mediante el emparejamiento de bases de Watson-Crick, e inhiben su mensaje diana a través de la degradacién mediante
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ribonucleasa (RNasa) H o mediante interferencia con la maquinaria de traduccién. Los oligonucledtidos antisentido
se pueden estabilizar opcionalmente con fosforotionatos, metilfosfonatos, nanoparticulas de polialquilcianoacrilato, y
modificaciones en 2’ de los azicares. El término “cadena antisentido” se utiliza en referencia a una cadena de 4cido
nucleico que es complementaria a la “cadena de sentido”. Las moléculas antisentido se pueden producir mediante
cualquier procedimiento, incluyendo la sintesis mediante unién del gen de interés en orientacién inversa a un promotor
viral que permite la sintesis de una cadena complementaria. La designacién “negativa” se utiliza algunas veces en
referencia a la cadena antisentido, y “positiva” se utiliza algunas veces en referencia a la cadena de sentido.

Tal como se utiliza en la presente invencidn, el término “ribozima” significa una molécula de ARN que tiene una
actividad enzimadtica que es capaz de dividir o empalmar otras moléculas de ARN separadas en una secuencia de bases
de nucledtidos de una manera especifica. En referencia a una molécula de ARN catalitica o enzimadtica se entiende una
molécula de ARN que tiene complementariedad en una regién de unién a sustrato con el ARNm de RhoB, y también
tiene actividad enzimdtica que es activa para dividir y/o empalmar ese ARNm, alterdndolo de esta manera.

El término “agente ARNi” tal como se utiliza en la presente invencidn, se refiere a compuestos y composiciones
que pueden actuar a través de un mecanismo de interferencia de ARN (véase, para una referencia general, He y Han-
non, (2004) Nat. Genet. 5:522-532). Habitualmente se utilizan agentes ARNi tales como ARN de corta interferencia
(ARNSsi), ARN de doble cadena (ARNds), ARN en horquilla corta (ARNsh), también denominado algunas veces como
ARN en horquilla pequefia, otros estdn en desarrollo. Cuando se introducen en una célula o se sintetizan en una célula,
los agentes ARNi se incorporan en un complejo macromolecular que utiliza cadenas del agente ARNi para marcar y
dividir cadenas de ARN que contienen la secuencia complementaria (o sustancialmente complementaria).

Tal como se contempla en la presente invencidn, se disefian oligonucleétidos antisentido, ADN de triple hélice,
aptameros de ARN, agentes ARNi tales como ARNsi, ARNds, y ARNsh, ribozimas y ARN de cadena simple para
inhibir la expresion de RhoB, de manera que se disefia la secuencia de nucledtidos elegida de la molécula inhibidora
para provocar la inhibicién de la sintesis endégena de proteina RhoB.

Por ejemplo, en base a la presente descripcion, se puede utilizar el conocimiento de la secuencia de nucleétidos
de RhoB para disefiar una molécula de ARNsi que inhiba la expresién de RhoB sin demasiada experimentacién. De
manera similar, los ribozimas se pueden sintetizar para reconocer secuencias de nucledtidos especificas de una proteina
de interés y dividirla (Cech. J. Amer. Med Assn. 260:3030 (1988)). Las técnicas para el disefio de dichas moléculas
para su uso en la inhibicién dirigida de la expresion génica son bien conocidas por los expertos en la materia.

En una realizacién de la presente invencién, el inhibidor de la sobreexpresion del gen de RhoB es una molécula
ARNsh que tiene por los menos un 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de homologia con la
SEC ID NO. 3, tal como se proporciona a continuacion.

SEC ID No. secuencia
3 TTACTGAACACGATCAGCAGG

Los oligonucledétidos antisentido, ribozimas, y agentes ARNi se pueden preparar mediante cualquier procedimien-
to conocido en la técnica para la sintesis de moléculas de 4cidos nucleicos. Se incluyen técnicas para la sintesis
quimica, tal como sintesis quimica de fosforamidita en fase s6lida. Alternativamente, los oligonucledtidos antisentido,
ribozimas, y agentes ARNi se pueden generar mediante transcripcion in vitro de secuencias de ADN que codifican
la molécula pertinente. Dichas secuencias de ADN se pueden incorporar en una amplia variedad de vectores con
promotores de ARN polimerasa adecuados.

Los oligonucleédtidos antisentido, ribozimas, y agentes ARNi se pueden liberar a células mediante aplicacion di-
recta, tal como transfeccién o formuladas en liposomas. Las técnicas de transfeccién convencionales incluyen una
variedad de técnicas reconocidas en el sector para introducir dcido nucleico exégeno (por ejemplo, ADN o ARN) en
una célula huésped, incluyendo coprecipitacion con fosfato célcico o cloruro célcico, transfeccion mediada por DEAE-
dextrano, lipofeccién, (micro)inyeccion, o electroporacion.

Los liposomas se pueden preparar utilizando técnicas convencionales incluyendo sonicacién, didlisis con quelatos,
homogeneizacién, infusién de disolvente acoplado con extrusion, extrusion por congelacidén-descongelacién, micro-
emulsificacion, y otros. Los reactivos utilizados para reticular un liposoma u otro agente que contenga lipidos con
oligonucleétidos antisentido, ribozimas, y agentes ARNi comprenden un derivado fosfolipido para anclarse a un ex-
tremo de la reticulacién en la capa lipidica y un grupo reactivo en el otro extremo para proporcionar un punto de unién
a la biomolécula diana. También se pueden utilizar liposomas polimerizados o liposomas recubiertos con polimero.
Dichos polimeros pueden estabilizar el liposoma, reducir su depuracién del cuerpo, y/o reducir su inmunogenicidad.
El liposoma se puede cargar con un residuo funcional tal como un agente de diagnéstico o terapéutico durante o des-
pués de su formacion. El agente puede estar contenido en el nicleo acuoso del liposoma o se puede incorporar o unir
a su membrana circundante.

Alternativamente, la liberacién de oligonucleétidos antisentido, ribozimas, y agentes ARNi se realiza a través
de una estrategia de terapia génica en la que los vectores, incluyendo plasmidos, césmidos, bacteriéfagos, o vectores
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virales, particularmente vectores retrovirales, lentivirales, o adenovirales, se liberan a una célula o sujeto; o células que
dirigen la expresion de las moléculas, por ejemplo, células en las que se ha introducido un vector que dirige la expresién
de la molécula, se administran al sujeto. Los vectores que dirigen la sintesis in vivo de oligonucledtidos antisentido, ri-
bozimas, y agentes ARNi se pueden introducir en lineas celulares, células o tejidos de manera constitutiva o inducible.

Una molécula “vector” es una molécula de dcido nucleico en la que se puede insertar dcido nucleico heterélogo que
entonces se puede introducir en una célula huésped apropiada. Los vectores tienen preferiblemente uno o mas origenes
de replicacion, y uno o mads sitios en los que se puede insertar el ADN recombinante. Los vectores frecuentemente
tienen medios adecuados mediante los cuales se pueden seleccionar las células con vectores de aquellas sin vectores,
por ejemplo, que codifican genes de resistencia farmacos.

Una “célula huésped”, tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere a una célula procariota o eucariota que
contiene ADN heterdlogo que ha sido introducido en la célula mediante cualquier medio, por ejemplo, electroporacion,
precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccién, transformacidn, infeccion viral, y similares.

“Heter6logo” tal como se utiliza en la presente invencidn significa “de origen natural diferente” o representa un
estado no natural. Por ejemplo, si se transforma una célula huésped con un ADN o gen derivado de otro organismo,
particularmente de otra especie, ese gen es heterélogo con respecto a la célula huésped y también con respecto a los
descendientes de la célula huésped que portan ese gen. De forma similar, heteréloga se refiere a una secuencia de
nucleédtidos derivada de e insertada en el mismo tipo de células natural original, pero que estd presente en un estado
no natural, por ejemplo un niimero de copias diferentes, o bajo el control de diferentes elementos reguladores.

Los protocolos adicionales de terapia génica pueden implicar aislar una poblacién de células, por ejemplo, células
madre o células del sistema inmune de un sujeto, opcionalmente expandir las células en cultivo de tejido, y admi-
nistrar un vector de terapia génica a las células in vitro. A continuacién, las células se pueden devolver al sujeto.
Opcionalmente, se pueden seleccionar in vitro células que expresan el oligonucleétido antisentido, ribozima, o agente
ARNIi deseados, antes de introducirlas en el sujeto. Alternativamente, se puede utilizar una poblacién de células, que
pueden ser células de una linea celular o de un individuo que no es el sujeto. Los procedimientos de aislamiento de
células madre, células del sistema inmune, etc, de un sujeto son bien conocidos en la técnica. Dichos procedimientos
se utilizan, por ejemplo, para el trasplante de médula 6sea, trasplante de células madre de sangre periférica, etc., en
individuos que estd realizando quimioterapia.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el inhibidor de la sobreexpresion de gen de RhoB es una
combinacién que comprende lovastatina y 4cido zoledrénico, y/o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

[TPRL]

El término “y/0” se refiere a un “o” no exclusivo, es decir, “A y/o B” incluye “A y B”, asi como “A o B”. Como
tal, la expresion “lovastatina y dcido zoledrénico, y/o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos”, se refiere a
las siguientes combinaciones:

a) lovastatina y dcido zoledrénico;
b) una sal farmacéuticamente aceptable de lovastatina y dcido zoledrénico;

¢) lovastatina y una sal farmacéuticamente aceptable de dcido zoledrénico; y

d) una sal farmacéuticamente aceptable de lovastatina y una sal farmacéuticamente aceptable de 4cido zole-
drénico.

La lovastatina es un producto comercial que puede ser proporcionado por las compaiias TCI Europe NV, Sigma
Aldrich, entre otras. El nimero de registro CAS de lovastatina es 75330-75-5, y su férmula estructural es:
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Acido zoledrénico, al que también se hace referencia como zoledronato, es un producto comercial que puede ser
proporcionado por las compafifas Interchim Ambinter, ACIC Europe Limited, entre otras. El nimero de registro CAS
del 4cido zoledrdnico es 118072-93-8, y su férmula estructural es:

O
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El término “farmacéuticamente aceptable” significa que un compuesto o combinacién de compuestos deben ser
compatibles con los otros ingredientes de una formulacidn, y no ser prejudiciales para el paciente. Para el uso terapéu-
tico, las sales de lovastatina o dcido zoledrénico son aquellas en las que el contraién es farmacéuticamente aceptable.

Las sales de adicion de 4cido farmacéuticamente aceptables tal como se han mencionado anterior pretenden com-
prender las formas de sales de adicion de dcidos no téxicos terapéuticamente activas que la lovastatina y el acido
zoledrénico son cada uno capaces de formar. Las sales de adicién de dcido farmacéuticamente aceptables se pueden
obtener de manera adecuada mediante el tratamiento de la forma basica de lovastatina y el dcido zoledrénico con
dicho 4cido apropiado. Los dcidos apropiados comprenden, por ejemplo, dcidos inorgédnicos tales como hidracidos,
por ejemplo acido clorhidrico o bromhidrico, sulfirico, nitrico, fosférico y acidos similares; u dcidos organicos tales
como, por ejemplo, acético, propanoico, hidroxiacético, lactico, pirdvico, oxdlico (es decir, etanodioico), malénico,
succinico (es decir, dcido butanodioico), maleico, fumarico, malico (es decir, acido hidroxibutanodioico), tartarico, ci-
trico, metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, cicldmico, salicilico, p-aminosalicilico,
pamoico y 4cidos similares. A la inversa, dichas formas de sales se pueden convertir mediante el tratamiento con una
base apropiada en la forma de base libre.

En una realizacién de la presente invencién, la combinacién que comprende lovastatina y 4cido zoledrénico, y/o
sales farmacéuticamente aceptables de las mismas se pueden administrar de manera simultdnea, por separado o de una
manera secuencial.

Como tal, la presente invencién se refiere ademds a una combinacién de formulaciones farmacéuticas separadas
en forma de kit. Por ejemplo, un kit puede comprender dos formulaciones farmacéuticas separadas que comprenden:
1) lovastatina o sales farmacéuticamente aceptables de la misma; y 2) 4cido zoledrénico o sales farmacéuticamente
aceptables del mismo. El kit puede comprender también un recipiente para las formulaciones separadas, tal como una
botella compartimentada o un recipiente de papel de aluminio compartimentado. Ejemplos adicionales de recipientes
incluyen jeringas, cajas, bolsas y similares. Habitualmente, un kit comprende instrucciones para la administracion de
los componentes separados. La forma kit es particularmente ventajosa cuando los componentes separados se adminis-
tran preferiblemente en formas de dosificacion diferentes (por ejemplo, oral y parenteral), se administran a diferentes
intervalos de dosificacién, o cuando se desea el ajuste de los componentes individuales de la combinacién por profe-
sional clinico.

En general, se contempla que se puede utilizar una cantidad diaria eficaz de acido zoledrénico de aproximadamente
0,5 hasta aproximadamente 2000 mg. Una cantidad diaria eficaz de lovastatina puede variar desde aproximadamente
5 mg hasta aproximadamente 400 mg.

La dosis exacta y la frecuencia de administracién de los inhibidores de la sobreexpresion del gen de RhoB dependen
del compuesto concreto o la combinacidn utilizada, la afeccién concreta en tratamiento, la gravedad de la afeccién en
tratamiento, la edad, el peso, el sexo, la extension del trastorno y la condicién fisica general del paciente concreto, asi
como otra medicacién que el individuo puede estar tomando, tal como es bien sabido por los expertos en la materia.
Ademds, es evidente que dicha cantidad diaria eficaz puede disminuir o aumentar dependiendo de la respuesta del
sujeto tratado y/o dependiendo de la evaluacién del médico que prescribe los compuestos de la presente invencion.
Las variaciones de la cantidad diaria eficaz mencionada anteriormente sirven por tanto tinicamente como guias.

Los siguientes ejemplos no limitativos ayudan a ilustrar los principios de la invencion.
Ejemplos

Animales y cultivos celulares. Se adquirieron ratones desnudos atimicos de cuatro semanas de vida de Harlan (Bar-
celona, Espafia) y se mantuvieron en condiciones especificas libres de patdgenos. La linea celular de adenocarcinoma

A549 fueron obtenidas del Dr. Gazdar. Todas las lineas celulares se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado
con un 10% de suero bovino fetal.
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Aislamiento de ARN, sintesis de ADNc e hibridacion con microarrays

Se extrajo ARN utilizando Reactivo TRIzol (Life Technologies) de tres placas de cultivo de 10 cm por linea
celular y se purificé utilizando el kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Alemania). La pureza y calidad se evalu6 utilizando
nanochips RNA 6000 (Agilent Technologies, Alemania). A continuacién, se utilizé el ADN para sintetizar sondas
complementarias (ADNCc) utilizando el kit de sintesis de ADNc de un ciclo (Affimetrix). Posteriormente, se sintetiz6
ARNCc y se marcé con ADNc como plantilla utilizando el kit de marcado IVT (Affimetrix), y se purificé mediante
GeneChip Sample Cleanup Module (Affimetrix). Los ARNc marcados se fragmentaron y se hibridaron a microarrays
de oligonucleédtidos de alta densidad de GeneChip de Affimetrix Human Genome U133 2.0 segtin los protocolos
descritos en Gene Expression Analysis Technical Manual (http://www.affimetrix.com). Se hibridaron 3 microarrays
con 3 réplicas bioldgicas independientes por linea celular de 3 lineas diferentes (denominadas M1M1, MIM3, y
M1M4). Para cada linea celular, se utilizé un grupo de tres extracciones de ARNm independientes para hibridar cada
microarray de oligonucledtidos de alta densidad humanos de GeneChip. Como controles se utilizaron 6 lineas de
células tumorales parentales: 3 transfectadas con el vector de luciferasa y 3 no transfectadas. En total, se hibrid6 un
conjunto de 15 muestras: 6 controles y 9 lineas metastéticas.

PCR cuantitativa a tiempo real

Se aislé el ARN total del 70-80% de cultivos confluentes utilizando Trizol RNA (2 ug) y DNasa I, se traté y
transcribid de forma inversa utilizando la transcriptasa inversa Superscript I y cebadores oligo(dT). Se realiz6 un As-
say-on-Demand™ (Applied Biosystems) utilizando un sistema de deteccion de secuencias Gene Amp 7300 (Applied
Biosystems) para RHOB segtin las recomendaciones del fabricante. El valor promedio de ciclo umbral (Ct) de las
muestras por triplicado se utilizé para calcular la expresion génica. Los productos de PCR se normalizaron hasta los
niveles de S-actina. El experimento se repitio tres veces con resultados idénticos.

Andlisis de los datos de microarray: normalizacion, cdlculo de la sefial, expresion diferencial significativa y agrupa-
cion de los perfiles de muestra/gen

El andlisis de los datos de microarrays se realizé utilizando la estrategia y procedimientos descritos en la bibliogra-
fia (Castellano et al. 2007). En resumen, se utiliz6 el algoritmo de RMA para la correccion de la base, la normalizacién
intra- e intermicroarrays y el calculo de la sefial de expresion (2-4). Una vez calculada la sefial de expresion absoluta
para cada gen (es decir, el valor de la sefial para cada conjunto de sondas) en cada microarray, se aplicé un proce-
dimiento (denominado SAM) (Tusher et al. 2001) para calcular la expresion diferencial significativa y encontrar los
conjuntos de sondas para genes que caracterizan las muestras altamente metastaticas. El procedimiento utiliza permu-
taciones para proporcionar una inferencia estadistica robusta de los genes mads significativos y proporciona valores de
p ajustados a tests miltiples utilizando FDR (Benjamini ez al. 1995). El test principal se realizé mediante el contraste
de 4 muestras de control frente a 9 muestras altamente metastaticas. Sin embargo, con 3 lineas metastéticas diferentes
MI1M1, M1M3, MM1M4) realizadas por triplicado, se realizaron andlisis SAM muiltiples para encontrar los genes
que mostraban una expresion diferencial significativa que también eran estables en diferentes tests SAM. Se utilizé
un corte de FDR < 0,20 para todos los célculos de expresion diferencial. Se aplicaron todos estos procedimientos
utilizando las herramientas estadisticas “R” y Bioconductor. Tras la identificacion del conjunto de sondas para genes
expresados de manera diferencial, se analizé la correspondiente matriz de valores de expresion para todas las hibrida-
ciones de microarrays utilizando el algoritmo de agrupacién “hclust” implementado en “R”. Este algoritmo realiza un
analisis de agrupacién jerarquica con unién completa para buscar similitudes entre los conjuntos de sondas basados
en sus valores de expresion en los diferentes microarrays de chips analizados. El algoritmo clasifica los conjuntos de
sondas en grupos correlacionados que presentan perfiles de expresion o firmas de expresion similares. Esta estrategia
global permiti6 la seleccién de genes claves significativos con perfiles de expresion similares.

Ensayos de metdstasis: i.c. se realiz6 tal como se ha descrito anteriormente (Gonzalez et al. 2007).

Creacion de imdgenes por bioluminescencia y andlisis. Se anestesiaron ratones y se les inyectd intraperitoneal-
mente 1,5 mg de D-Luciferina en 100 ¢l de PBS. La imagen se complet6 a los 2 min exactamente para cada grupo
de ratones con un sistema Xenogen IVIS acoplado un software de adquisicién y andlisis Living Image (Xenogen
Inc.). El flujo de fotones se calculé para cada ratén mediante la utilizaciéon de una regién circular de interés pa-
ra cada pata trasera. Los valores base (de ratén inyectado con luciferina sin células tumorales) se restaron de cada
medicion.

Ensayo de proliferacion
Se evalud la proliferacién celular mediante un ensayo MTT segtin las recomendaciones del fabricante (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). Los experimentos se repitieron tres veces y los datos se representaron
como la media de los pocillos por sextuplicado + SEM.
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Andlisis radiogrdfico y tomogrdfico microcomputerizado (uCT)

Se realizé una radiografia por rayos X bajo anestesia, en posicién de cubito supino sobre una pelicula radiografica
sensible (MIN-R, Eastman Kodak). Los ratones se expusieron a radiacién X a 20 kV durante 20 s utilizando un
instrumento Faxitron (modelo MX-20; Faxitron, Buffalo Grove, IL, USA). El drea de metastasis osteolitica se evalué
con un sistema de andlisis de imagen computerizada, AnalySIS® (sistema de obtencién de imdgenes suave GmbH,
Miinster, Alemania). Se capturaron imédgenes escaneadas en una pelicula de rayos X de alta resolucion con doble
aumento a 1.200 ppi utilizando un scanner Epson Expression 1680 Pro (Long Beach, CA, USA). La cuantificacién del
drea metastatica se realiz6 dos veces después de la calibracion por dos observadores independientes. Para las curvas
de Kaplan-Meier la metastasis se valoré como el tiempo transcurrido hasta la primera aparicion de signos de caquexia
y dificultad para caminar.

Se analizaron todas las articulaciones femorotibial mediante un sistema uCT (micro CAT ™II, Siemens Preclinical
Solutions, Knoxville, TN, USA) a 75,0 kVp y 250,0 uA. Los escaneados se realizaron a una resolucién de 10 um. SE
reconstruyeron imdgenes 2D CT utilizando un procedimiento de proyeccién de retro-convolucién estdndar con un
filtro Shepp-Logan. Las imédgenes se almacenaron en grupos de 3D con un tamafio de véxel de 19 ym x 19 um x
23 pym.

Construcciones “knock-down”

Se obtuvieron construcciones lentivirales para ARNsh de RhoB humana de Sigma (St. Louis, MO, USA). Para
obtener particulas virales, se transfectaron células de empaquetamiento con 8 ug de ADN para cada tipo de fusién
mediante el procedimiento con fosfato clasicote segin las recomendaciones del fabricante. Se utilizé el vector pLKO
“scramble” como control (que contiene una secuencia ShIRHOB en la que se han cambiado aleatoriamente las bases
nucleotidicas). Dos dias después de la transfeccion, los sobrenadantes se centrifugaron durante 10 minutos a 600 g
y se filtraron a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,45 um de poro. Para la infeccién por transduccion, se
sembraron A549 a 1x10° células y se incubaron durante toda la noche con sobrenadantes virales en presencia de 4
ug/ml de polibreno (Sigma). Cuarenta y ocho horas después de la infeccion, se incubaron poblaciones de células en
medio que contenia el antibiético apropiado durante dos semanas adicionales. Los grupos resistentes a antibiético se
expandieron y se congelaron en cada pasaje celular.

Aislamiento de colonias derivadas de una tinica célula (SCC) de huesos largos

Se aislaron células metastaticas de 1a médula 6sea de las extremidades inferiores. Los ratones se sacrificaron segin
los protocolos aprobados del Comité Local de Animales (Universidad de Navarra, protocolo 003-04). Se extirparon
los huesos largos, y se lavaron de todos los tejidos blandos. Se liberaron las células de la médula mediante “flushing”,
introduciendo 5-10 mi de medio @-MEM que contenia 2 x penicilina/estreptomicina con una aguja de calibre 27 en la
epfifisis distal a través del compartimento de la médula 6sea. Las agrupaciones de células se desagregaron pasando el
medio que contenia las células a través de la jeringa con aguja del calibre 27 G. Las células se sembraron en placas de
10 6 15 cm expandidas durante 5 dias en un medio que contenia 0,4 mg/ml de G-418. Este procedimiento se realizé por
separado para cada fémur y tibia de 7 ratones por grupo. Se contaron las SCC bajo la luz de un microscopio después
de tincidén con violeta cristal.

Andlisis histologico

Se extirparon las patas traseras, se extrajeron cuidadosamente tejidos blandos del fémur, se fijaron durante 24 h
en formalina tamponada neutra al 10%, se deshidrataron y se descalcificaron en solucién Osteosoft®. Después de la
completa deshidratacién con alcohol, los huesos se incluyeron en parafina y se tifieron secciones de 5 um con H&E.

Expresion de RhoB y valor de prediccion en pacientes con adenocarcinoma
Pacientes

Para este andlisis, se seleccionaron 35 individuos que se separaron en dos grupos seleccionados en base al grupo
de Enfermedad Progresiva (PD) comparado con un grupo Sin Enfermedad (DF) después de la cirugia. El grupo PD
incluia pacientes con un historial de un cadncer de pulmén primario completamente reseccionado que reincidid (reapa-
ricién o metastasis) después de un periodo sin enfermedad de 6 meses después de la cirugia. Los pacientes DF fueron
el resto de individuos con cdncer de pulmén primario completamente reseccionado sin signos de la enfermedad. Los
pacientes que realizaron cualquier tratamiento, ya sea radioterapia o quimioterapia, después de la cirugia se exclu-
yeron del andlisis. El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico Local. Para cada paciente se obtuvo un
consentimiento y cuestionarios por escrito (antecedentes y seguimiento). Los criterios de inclusién fueron: histologia
(NSCLC: adenocarcinoma), y ausencia de cdncer en los 5 afios previos a la intervencién quirdrgica del cdncer de pul-
mon, excepto el melanoma o el cancer de piel. El diagndstico histoldgico se determiné segtn la clasificacion WHO.
El estadiaje patoldgico de los tumores se realizé segtin el sistema internacional para el cdncer de pulmon. El periodo
de seguimiento continud hasta el 31 de octubre del 2007. El tiempo de reincidencia se calculd desde la intervencién
quirdrgica hasta la fecha de reincidencia.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2339 524 Al

Immunohistoquimica (IHC)

Se utilizaron secciones de tejido fijados a formalina y embebidos en parafina para los procedimientos immunohis-
toquimicos. La parafina se extrajo de los tejidos y las secciones se hidrataron a través de una serie graduada de etanol.
La actividad de peroxidasa endégena se detuvo con hidrégeno peroxidasa al 3% durante 10 minutos. La extraccién de
antigeno por microondas se llevd a cabo con tampén EDTA (mM, pH 8) durante 2 x 15 min. Los sitios de unién no es-
pecifica se bloquearon con suero normal de cabra al 5% en TBS-Tween (tampdn de lavado, Dako) durante 30 minutos.
Las secciones se incubaron con anticuerpo policlonal de conejo anti-RhoB (sc-180, Santa Cruz Biotechnology, Inc)
durante toda la noche a 4°C. La dilucidn de trabajo fue: 1:75. Después de enjuagar con TBS, las secciones se incubaron
con el complejo policlonal Envision (Dako). La actividad peroxidasa se demostré mediante diaminobencidina. Final-
mente, las secciones se lavaron en agua, se contrastaron ligeramente con hematoxilina, se deshidrataron y se montaron
en DPX. Los tejidos que expresaban diferentes niveles de RhoB se incluyeron en cada banda inmunohistoquimica para
unificar la posible discordancia de intensidad.

Evaluacion de la inmunotincion

Dos observadores de manera independiente y a ciegas evaluaron la extensién e intensidad de la tincién en las
muestras. Para RhoB, la extension se puntué como el porcentaje de células positivas (0-100%) y la intensidad de tincién
se evalu6 en comparacion con un control positivo externo conocido (mareaje 1+, ligero; 2+, moderado y 3+, intenso).
Las lecturas independientes discordantes se resolvieron mediante la revision simultdnea por ambos observadores.

Andlisis estadistico. Se utiliz6 el test de log-rank para calcular la significancia estadistica (valor de p) de las dife-
rencias observadas entre las curvas de Kaplan-Meier. Para estudiar las diferencias en las velocidades de proliferacion,
crecimiento del tumor, se analizaron las diferencias en el area metastatica mediante el test de Kruskall-Wallis con el
test de comparacion multiple de Dunn. Los valores se expresaron como la media + SEM vy la significancia estadistica
se definié como p < 0,05 (¥), p < 0,01 (*%), p < 0,001 (***). Métodos complementarios proporcionan una informacién
adicional.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de prondstico de la evolucién de la enfermedad en un sujeto con adenocarcinoma de pulmén que
comprende:

a) la medicién de la expresion del gen de RhoB; o
b) la medicién del nimero de copias del gen de RhoB;

en una muestra de dicho sujeto con adenocarcinoma de pulmon, caracterizado porque la deteccion de la sobreex-
presion o el aumento en el niimero de copias del gen de RhoB en relacién con la expresion o el nimero de copias del
mismo gen en una muestra de control es indicativo del riesgo de metdstasis, o reaparicion o reincidencia de actividad
neoplésica.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el prondstico de la evolucién de la enfermedad comprende la
determinacion de un resultado clinico seleccionado del grupo que consiste en velocidad de respuesta (RR), respuesta
completa (CR), respuesta parcial (PR), enfermedad estable (SD), tiempo hasta la progresiéon (TTP), supervivencia
global (OS), y beneficio clinico, que comprende respuesta completa (CR), respuesta parcial (PR), y enfermedad estable
(SD)

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la medicién de la expresion del gen de
RhoB se determina a nivel de proteina, ARNm o ADNCc.

4. Uso de un gen de RhoB, o una regién del mismo, como marcador del pronéstico de metéstasis, o reaparicion o
reincidencia de actividad neopldsica en un sujeto con adenocarcinoma de pulmon.

5. Procedimiento para el screening de farmacos activos contra adenocarcinoma de pulmén, comprendiendo dicho
procedimiento:

a) la medicién de la expresion del gen de RhoB, o la medicién del nimero de copias del gen de RhoB, en
una muestra con células de adenocarcinoma de pulmén en presencia de un fairmaco, o la medicién de la
afinidad de unidén entre un farmaco y un polipéptido RhoB;

b) la comparacién de la expresion o numeros de copias medidas del gen de RhoB, o la afinidad de unién de la
etapa a) a una muestra de control;

caracterizado porque una expresién o nimero de copias reducido del gen de RhoB, o una mayor afinidad de unién
en la etapa a), en relacién con la expresion o el nimero de copias del mismo gen o la afinidad de unién del mismo
polipéptido en una muestra de control es indicativa de la actividad del farmaco contra el adenocarcinoma de pulmoén.

6. Procedimiento para determinar la eficacia de una pauta de tratamiento terapéutico en un sujeto con adenocarci-
noma de pulmén, comprendiendo dicho procedimiento:

a) la medicion de la expresion del gen de RhoB, o la medicién del nimero de copias del gen de RhoB, en
una muestra con células de adenocarcinoma de pulmén de dicho sujeto, generando de este modo un nivel
inicial;

b) la medicion de la expresion del gen de RhoB, o 1a medicién del nimero de copias del gen de RhoB, en una
segunda muestra con células de adenocarcinoma de pulmén del mismo sujeto en un momento posterior a
la administracién de la pauta de tratamiento, obteniendo de este modo un nivel de prueba; y

c) la comparacion de los niveles inicial y de prueba;

caracterizado porque una expresién o nimero de copias reducido del gen de RhoB en el nivel de prueba en
relacion con el nivel inicial es indicativo de que la pauta de tratamiento es eficaz en el sujeto.

7. Uso de una molécula de nucledtido o anticuerpo que interacciona con ADN, ARN, proteina de RhoB, o un
fragmento de los mismos, para el prondstico de la evolucién de la enfermedad en un sujeto con adenocarcinoma de
pulmon, para el screening de formacos activos contra el adenocarcinoma de pulmén, o para determinar la eficacia de
una pauta de tratamiento terapéutico en un sujeto con adenocarcinoma de pulmén.

8. Uso segtin la reivindicacion 7, en el que la molécula de nucleétido es un nucleétido que tiene por lo menos un
70% de homologia con la SEC ID NO. 4-6.

9. Uso segtin la reivindicacién 7, en el que la molécula de anticuerpo es un anticuerpo que tiene por lo menos un
70% de homologia con RhoB (119).
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10. Kit para el pronéstico de la evolucién de la enfermedad en un sujeto con adenocarcinoma de pulmén que
comprende un nucleétido que tiene por lo menos un 70% de homologia con la SEC ID NO. 4-6, o una molécula de
anticuerpo que tiene por lo menos un 70% de homologia con RhoB (119).

11. Amplicén del gen de RhoB aislado, en el que el amplicén comprende mds de una copia de un polinucleétido
seleccionado entre:

a) un polinucledtido que codifica el polipéptido establecido en la SEC ID NO. 2;
b) un polinucleétido establecido en la SEC ID NO. 1;
¢) un polinucleétido que tiene por lo menos un 70% de homologia con el polinucleétido de a) o b); y
d) un polinucleétido que se sobreexpresa en células de adenocarcinoma de pulmén que tiene por lo menos un
70% de homologia con el polinucledtido de a) o b).
12. Uso de inhibidores de la sobreexpresion del gen de RhoB, para la fabricacién de un medicamento para el

tratamiento de cdncer de pulmén no microcitico (NSCLC), donde los inhibidores se seleccionan entre:

a) un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a una proteina RhoB, o un polipéptido
que comprende una regién de unién a RhoB;

b) un péptido mimético del polipéptido RhoB;

¢) un 4cido nucleico inhibidor del gen de RhoB seleccionado entre un oligonucleétido antisentido, un ribozi-
ma, y un agente ARNi seleccionado entre ARNds, ARNsi y ARNsh; o

d) una combinacién que comprende lovastatina y 4cido zoledrénico, y/o sales farmacéuticamente aceptables
de la misma.
13. Uso de inhibidores de la sobreexpresién del gen de RhoB segtin la reivindicacién 12, donde el inhibidor es una

molécula de ARNsh que tiene por lo menos un 70% de homologia con la SEC ID No. 3.

14. Uso del inhibidor de la sobreexpresion del gen de RhoB segtin la reivindicacion 13, en el que el ARNsh estd
en forma de un oligonucléotido o vector.

15. Uso del inhibidor de la sobreexpresion del gen de RhoB segtn la reivindicacién 14, en el que el vector es un
plasmido, c6smido, bacteriéfago, o un virus.

16. Uso de inhibidores segtn la reivindicacién 12, en los que el inhibidor es una combinacién que comprende
lovastatina y dcido zoledrénico, y/o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, y dicha combinacién es para
la administracién simultdnea, separada o secuencial.

17. Uso de inhibidores segtn la reivindicacién 16, donde el NSCLC se selecciona entre adenocarcinoma de pulmon,
carcinoma de células escamosas y carcinoma de células grandes.
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Figura 1
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Figura 2

Expresidn de RhoB en poblaciones metastaticas
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Figura 3
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Inhibicidén de RhoB por ARNsh
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Figura 4

doud 8D USNglY  S|QUIDIOS
- g

total (%)

1
e

T
i
ared osed

¥
2]

Area osteolifica/

4

s -5

L
.3

GE BLID
T® 00TIRIDOTIPRIIOIDTW STISTTRUY

eTIeIDOTPRITIOIOTW A BTDUSDSTIUTWNTOT Xod epeuTWwISLSD Jowny op ehHIe)d

32



ES 2339 524 Al

Figura 5
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 13

H460 TM (MTT) Tx 5d A

ot
o

0.2 -

0.1 -

Absorbancia

0.0 Control Lov

g
}.J..

gura 14

H460 TM (MTT) Tx 5d B

-~
o

Absorbancia
.Y
o

ZA Lov+ZA

Co;}t;fei

39



ES 2339 524 Al

gura 15

Fi

)

{(MTT

H460 TM

BlouBgIOSqY

Lov+ZA

40



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2339 524 Al

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Proyecto de Biomedicina Cima S.L.

<120> NUEVO BIOMARCADOR COMO DIANA TERAPEUTICA EN CANCER DE PULMON

<130> 08014 (P0O031)

<140> ES200802503
<141> 2008-08-28

<160> 8

<170> PatentIn version 3.3

<210>1
<211> 2367
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

atctgccacc

c¢ccgggagag

acdaagccgc

gcgagacgca

agcgcagcga

ctgcgcgceag

gcccectect

gcagtctggt

agctaggcecg

cgatccccgg

cggtgcgecc

gagaacgcgc

cccgaggtga

gctgcccggg

tggagctgtt

agtccaccgc

cctggggtga

tatgcccccg

caccgaggqgg

gcagtgagcg

cccggeccgce

gtcttgtatg

ccgagtctgce

gcagagcgac

cgcccccacc

cccgggtgcea

gcgagcggga

tcatggcggce

ctcagcgagg

tgcccgagcec

caccgcccgg

gccccecgeeg

gctagcgacc

gggcagcgag

catccgcaag

cccggagaga

cgcgttacgce

gagcagcgcg

cggcagccga

ctctcgccac

gcgttcgegg

aagctggtgg

120

180

240

300

360

420



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tggtgggcga

tccccgaggt

gcaagcaggt

ggccgetctce

actcgctgga

tgcccatcat

agctggceccg

gcatccaagc

tcttcgagac

tcaactgctg

tcccecctcect

accccaccgg

gtgggcaccg

gggctcccca

gagtgtgtgg

ctgatccccg

ttcaccagcg

cggcgegtgt

gtacgtgccc

ggagctggceg

ctacccggac

gaacatcccc

cctggtggec

catgaagcag

ctacgactac

ggccacgcegce

caaggtgcta

ggaccagtcc

cctgcctggce

ggcgccccca

ctgagtgcca

ctgtgtgtct

ggggcgagat

ggagcttgat

ES 2339 524 Al

ggcaagacgt

accgtctteg

ctgtgggaca

accgacgtca

gagaagtggg

aacCaaadadadag

gaacccgtgce

ctcgagtgct

gccgegetgce

tgagggccgc

cccgegagec

atctgtctgc

tcccagtgtc

agggtcccct

gttcgactcc

tggcgeggga

atcccttgtc

gcctgctgat

agaactatgt

cggcgggcca

ttctcatgtg

tccccgaggt

acctgcgcag

gcacggatga

ctgccaagac

agaagcgcta

gcccgtcgeg

¢ggagaaggg

tgacgcctct

tgtgtgcgtc

gagcatgctt

cctcgeccca

gtgtggccgc

tgtaacatag

cgtgttcagt

ggccgacatt

ggaggactac

cttctcggtg

gaagcacttc

cgacgagcat

cggccgegec

caaggaaggc

cggctcccag

cctgcccctg

gagacccgtg

ggcttgecgec

cagctgtgtt

ttctgaagag

ttttcacccc

gccccatcag

accccgggta

aaggacgagt

gaggtggacg

gaccgcctgce

gacagcccgg

tgtcccaatg

gtccgcacag

atggccgtge

gtgcgcgagg

aacggctgca

ccggcacggc

tcccacaagg

aggacttggc

gcacaggcct

ccgggectca

acccccgect

atgttcgecce

ctgcgggagg

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



20

25

30

35

40

45

50

55

ggagggctgce

gagctaagat

agactcccgc

tgcaactgac

cgaaccctcc

ataagcgaac

atttgattta

ttgacactta

ctgtaacctc

gaaacccact

tatttgtgca

trtttrettt

cagagaatac

tctactaaat

gagcttatga

attaaaagac

tggggaggat

ggtgttattt

ccaagcatga

ttggggagga

accagctacc

tttgtgcctg

tttaaaggct

atgcactcgt

atctacttct

aaattttgct

ggtcatgcac

tccacaaggc

acctgcccct

tgttgtcttg

tgtttacata

tatgatgatg

ES 2339 524 Al

ggggggatgt

aagggtggtg

acaggacttg

cacagcttca

ggagggagga

tcctagaagt

aaaatttgtt

catttgcata

gatgttttta

ttgtttcctt

acagttttga

attctctaaa

gtatatcctt

ttttttattt

aaagttctat

acattta

tatataaata

atgggtgagc

accatctttc

gcacagcctc

gggaggatgc

gaaaattgtt

tttttattct

cgacagtagc

aaaaatgact

gaagaatgtg

taaagggcag

gctatgtgaa

ttttcccctc

tttaaataaa

aagctgtgta

tagatataat

gctctggecc

caacccctgg

tcctgegggce

gctgtggggt

cagtccaaga

ttgcacaatt

attctgacca

tttaacaagg

gcaacactgt

taacaagtat

attttctctg

ccctecectcec

ctgacaaatg

tacagttttt

tttattttcg

aggctgggcc

ggaagacatt

cagcccgetg

tgtttttgcc

aactgatgtt

gtttcattgt

cacttgtacg

agagggaaaa

tttgtgattt

tggggcctat

cacctctgta

cagtggtact

acaaaatggt

tatgtaaaat

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2367

<210>2

<211> 196

<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 2

Met

Gly

val

ASp

ASD

65

Leu

Glu

Ile

Ala

Lys

Tyr

Gly

50

Tyr

Met

Lys

Leu

Ala

Thr

val

35

Lys

ASp

Cys

Trp

val
115

Ile

Cys

20

Pro

GlIn

Arg

Phe

val

100

Ala

Arg

Leu

Thr

val

Leu

ser

85

Pro

Asn

Lys

Leu

val

Glu

Arg

70

val

Glu

LyS

ES 2339 524 Al

Lys

Ile

Phe

Leu

55

Pro

Asp

val

Lys

Leu

val

Glu

40

Ala

Leu

ser

Lys

ASp
120

val

Phe

25

AsSn

Leu

ser

Pro

His

105

Leu

val

10

Ser

Tyr

Trp

Tyr

ASp

90

Phe

Arg

val

LysS

val

Asp

Pro

75

Ser

cys

ser

Gly

ASp

Ala

Thr

60

Asp

Leu

Pro

Asp

Asp

Glu

Asp

45

Ala

Thr

Glu

Asn

Glu
125

Gly

Phe

30

Ile

Gly

Asp

Asn

val

110

His

Ala

15

Pro

Glu

Gln

val

Ile

95

Pro

val

Cys

Glu

val

Glu

Ile

80

Pro

Ile

Arg
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Thr Glu Leu Ala Arg
130

Arg Ala Met Ala val
145

Ala Lys Thr Lys Glu
165

Ala Ala Leu GIn Lys
180

Cys Lys val Leu
195

<210>3
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> nucleétido relacionado con RhoB

<400> 3
ttactgaaca cgatcagcag g

<210>4
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> nucleétido relacionado con RhoB

<400> 4
tggagaacat ccccgagaag

<210>5
<211>20
<212> ADN

ES 2339 524 Al

Met Lys Gln Glu Pro
135

Arg Ile Gln Ala Tyr
150

Gly val Arg Glu val
170

Arg Tyr Gly Ser Gln
185

val

Asp

155

Phe

Asn

Arg Thr

140

Tyr Leu

Glu Thr

Gly Cys

Asp Asp Gly

Glu Cys Ser
160

Ala Thr Arg
175

Ile Asn Cys
190

21

20
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ES 2339 524 Al

<213> artificial

<220>
<223> nucledtido relacionado con RhoB

<400> 5
tgcgcaggtc ttttttgttg

<210> 6
<211>27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> nucledtido relacionado con RhoB

<400> 6
cacttctgtc ccaatgtgcee catcatc

<210>17
<211> 2384
<212> ADN

<213> Homo sapiens

20

27
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<400> 7

atctgccacc

cccgggagag

acaaagccgc

gcgagacgca

agcgcagcga

ctgcgcgceag

gccccctect

tggtgggcga

tccccgaggt

gcaagcagqgt

ggccgetcetce

actcgctgga

tgcccatcat

agctggceccg

gcatccaagc

gcagtctggt

agctaggccg

cgatccccgg

cggtgcgecec

gagaacgcgc

cccgaggtga

gctgcccggg

cggcgegtgt

gtacgtgccc

ggagctggcg

ctacccggac

gaacatcccc

cctggtggcec

catgaagcag

ctacgactac

ES 2339 524 Al

tggagctgtt

agtccaccgc

cctggggtga

tatgcccccg

caccgcgggg

gcagtgagcg

cccggeecgce

ggcaagacgt

accgtcttcg

ctgtgggaca

accgacgtca

gagaagtggg

adCaadadadadg

gaacccgtge

ctcgagtgct

gtcttgtatg

ccgagtctgce

gcagagcgac

cgcccccacc

cccgggtgcea

gcgagcggga

tcatggcggc

gcctgctgat

agaactatgt

cggcgggceca

ttctcatgtg

tccccgaggt

acctgcgcag

gcacggatga

ctgccaagac

ctcagcgagg

tgcccgagcec

caccgcccgg

gcccccgecg

gctagcgacc

gggcagcgag

catccgcaag

cgtgttcagt

ggccgacatt

ggaggactac

cttcteggtg

gaagcacttc

cgacgagcat

cggccgegec

caaggaaggc

cccggagaga

cgcgttacgc

gagcagcgcg

cggcagccga

ctctegcecac

gcgttcgeag

aagctggtgg

aaggacgagt

gaggtggacg

gaccgcctgce

gacagcccgg

tgtcccaatg

gtccgcacag

atggccgtgc

gtgcgcgagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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tcttcgagac

tcaactgctg

tccccctect

accccaccgg

gtgggcaccg

gggctcccca

gagtgtgtgg

ctgatccccg

ttcaccagcg

ggagggctgc

gagctaagat

agactcccgce

tgcaactgac

cgaaccctcce

ataagcgaac

atttgattta

ttgacactta

ggccacgcgc

caaggtgcta

ggaccagtcc

cctgcctggce

ggcgccccca

ctgagtgcca

ctgtgtgtct

ggggcgagat

ggagcttgat

tggggaggat

ggtgttattt

ccaagcatga

ttggggagga

accagctacc

tttgtgcctg

tttaaaggct

atgcactcgt
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gccgcgcetge agaagcgcta cggctcccag

tgagggccgce

cccgegagcec

atctgtctgc

tcccagtgtc

agggtcccct

gttcgactcc

tggcgcggga

atcccttgtc

ggggggatgt

aagggtggtg

acaggacttg

cacagcttca

ggagggagga

tcctagaagt

aaaatttgtt

catttgcata

gcccgtcgceg

cggagaaggg

tgacgcctct

tgtgtgcgtc

gagcatgctt

cctegeccca

gtgtggccgc

tgtaacatag

tatataaata

atgggtgagc

accatctttc

gcacagcctc

gggaggatgc

gaaaattgtt

tttttattct

cgacagtagc

cctgcccectg

gagacccgtg

ggcttgcgcec

cagctgtgtt

ttctgaagag

ttttcacccc

gccccatcag

accccgggta

tagatataat

gctctggecc

caacccctgg

tcctgeggge

gctgtggggt

cagtccaaga

ttgcacaatt

attctgacca

aacggctgca

ccggcacggce

tcccacaagg

aggacttggc

gcacaggcct

ccgggectca

acccecgect

atgttctccc

ctgcgggagg

tttattttcg

aggctgggcc

ggaagacatt

cagcccgctg

tgtttttgec

aactgatgtt

gtttcattgt

cacttgtacg

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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ctgtaacctc

gaaacccact

tatttgtgca

ttrreetttt

cagagaatac

tctactaaat

gagcttatga

attaaaagac

<210> 8
<211> 591
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

atggcggcca

ctgctgatcg

aactatgtgg

gcgggccagg

ctcatgtgct

cccgaggtga

ctgcgcageg

acggatgacg

gccaagacca

aagcgctacg

atctacttct

aaattttgct

ggtcatgcac

tccacaaggc

acctgcccct

tgttgtcttg

tgtttacata

tatgatgatg

tccgcaagaa

tgttcagtaa

ccgacattga

aggactacga

tctcggtgga

agcacttctg

acgagcatgt

gccgegcecat

aggaaggcgt

gctcccagaa
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gatgttttta aaaaatgact tttaacaagg

ttgtttcctt

acagttttga

attctctaaa

gtatatcctt

ttttttattt

aaagttctat

acatttaaaa

gctggtggtg

ggacgagttc

ggtggacggc

ccgeetgegg

cagcccggac

tcccaatgtg

ccgcacagag

ggccgtgcgc

gcgcgaggtc

cggctgcatc

gaagaatgtg

taaagggcag

gctatgtgaa

ttttcccctc

tttaaataaa

aagctgtgta

ddadddddadad

gtgggcgacg

cccgaggtgt

aagcaggtgg

ccgctctcct

tcgctggaga

cccatcatcc

ctggcccgea

atccaagcct

ttcgagacgg

aactgctgca

gcaacactgt

taacaagtat

attttctctg

ccctccecctcc

ctgacaaatg

tacagttttt

daaa

gcgcgtgtgg

acgtgcccac

agctggcgct

acccggacac

acatccccga

tggtggccaa

tgaagcagga

acgactacct

ccacgcgcegce

aggtgctatg

agagggaaaa

tttgtgattt

tggggcctat

cacctctgta

cagtggtact

acaaaatggt

tatgtaaaat

caagacgtgc

cgtcttcgag

gtgggacacg

cgacgtcatt

gaagtgggtc

caddaaagac

acccgtgege

cgagtgctct

cgcgctgcag

a

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2384

60

120

180

240

300

360

420

480

540

591
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802503

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 US 20080167532 A1 10-07-2008
D02 US 5962672 A 05-10-1999
D03 US 6040334 A 21-03-2000
D04 ROSEN et al. Cancer. 2004, Vol 100; paginas 2613-2621. 2004
D05 MAZIERES et al. Clinical Cancer Research. 2004, Vol. 10; paginas 2004

2742-2750.
D06 VICENT et al. 2008, Vol 68, paginas 2275-2285. 01-04-2008

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

La presente solicitud divulga un procedimiento de pronéstico de la evolucion de la enfermedad en un sujeto con adenocar-
cinoma de pulmoén basado en la medicion de la expresién o numero de copias del gen RhoB como indicador del riesgo de
metéastasis o reaparicion o reincidencia de actividad neoplasica (reivindicaciones 1-4). Asimismo, divulga un procedimiento de
cribado de farmacos activos contra adenocarcinoma de pulmén. Dicho procedimiento comprenden la medicién de la expresion
0 numero de copias del gen RhoB, o la medicién de la afinidad de unién entre el farmaco en estudio y un polipéptido de RhoB
en muestras tratadas con dicho farmaco y la comparacién con valores control, siendo la diferencia entre dichos valores indica-
tiva de la actividad del farmaco contra el adenocarcinoma de pulmén (reivindicacion 5). Igualmente, divulga un procedimiento
para determinar la eficacia de una pauta de tratamiento terapéutico en un sujeto con adenocarcinoma de pulmén que com-
prende la medicion de la expresién o nimero de copias del gen RhoB en muestras con células de adenocarcinoma de pulmén
antes y después del tratamiento y la comparacién de ambos valores. Una menor expresion o numero de copias de RhoB en la
muestra post-tratamiento serd indicativa de una pauta de tratamiento eficaz en el sujeto (reivindicacion 6). La presente solicitud
divulga también distintos usos de una molécula de nucle6tido o anticuerpo que interacciona con RhoB, o un fragmento de los
mismos, para el pronéstico de la evolucién de la enfermedad de un sujeto con adenocarcinoma de pulmén o para determinar
la eficacia de una pauta de tratamiento terapéutico en un sujeto con adenocarcinoma de pulmén (reivindicaciones 7-11). Por
ultimo, divulga el uso de inhibidores de la sobreexpresion del gen RhoB como medicamentos en el tratamiento de canceres de
pulmén no microciticos (NSCLC). Estos inhibidores son seleccionados entre un anticuerpo o fragmento del mismo que se une
especificamente a RhoB, o un polipéptido que comprende una regién de uniéon a RhoB, o un péptido mimético del polipéptido
RhoB, o un acido nucléico (oligonucleétido antisentido, ribozima y agente ARNi), o una combinaciéon que comprende lovasta-
tina y acido zoledronico, y/o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos cuya administracién puede ser simultanea,
separada o secuencial (reivindicaciones 12-17).

El documento D01 divulga métodos y reactivos para el analisis de la efectividad de tratamientos de cancer en mamiferos, entre
ellos los humanos. En particular, el método comprende la medida del nivel de expresién de uno o varios biomarcadores de
respuesta terapéutica, entre ellos RhoB, en muestras de un individuo con cancer antes (valor control) y después del tratamiento
terapéutico. Una diferencia entre ambos valores, ya sea mayor o menor, puede ser indicativa de la efectividad del tratamiento.
El valor control puede ser, igualmente, un valor promedio de muestras de individuos con el mismo tipo de cancer y que no han
recibido el tratamiento cuya efectividad se esta analizando. El nivel del biomarcador puede determinarse detectando niveles de
ADN, ARN o polipéptidos, ya sean nativos, mutantes o fragmentos de los mismos (ver pagina 1, parrafo 10; pagina 3, parrafo
31 - pagina 4, parrafo 34; pagina 5, parrafo 37; reivindicaciones 10, 11).
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802503

Hoja adicional

El documento D02 divulga moléculas antisentido, composiciones y métodos para la modulaciéon de la expresion de RhoB.
Las composiciones comprenden moléculas antisentido, en particular oligonucleétidos, que reconocen acidos nucléicos que
codifican RhoB y que modulan la expresion de RhoB. Divulga también composiciones farmacéuticas con dichas moléculas
antisentido. Asimismo, divulga métodos para modular la expresion de RhoB en células y tejidos que comprenden poner en
contacto las células o tejidos con una o mas de las moléculas antisentido o composiciones de la invencién. Divulga también
métodos para el tratamiento de animales, en particular humanos, sospechosos de tener una enfermedad asociada a la expre-
sién de RhoB mediante la administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva de una o mas de las moléculas antisentido
o composiciones. Entre dichas enfermedades se encuentran diversos canceres, como cancer de mama o de pulmén (ver
pagina 2, lineas 36-46; pagina 11, linea 54 - pagina 12 lineas 11; reivindicaciones 1y 2).

El documento D03 divulga métodos de tratamiento de adenocarcinomas y sarcomas en humanos que comprenden la adminis-
traciéon de una cantidad efectiva de un inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG Co-A) u homdlogos
de dicho inhibidor. Entre los distintos adenocarcinomas a tratar se encuentran los adenocarcinoma de pulmén, de prostata,
de mama y de estdbmago. Y entre los inhibidores de la HMG Co-A utiliza la lovastatina y sus analogos u homélogos (ver
reivindicaciones 1y 2).

El documento D04 divulga el uso del acido zoledrénico para tratamiento de metéstasis esquelética en pacientes con carcinoma
de pulmédn y otros tumores sélidos, sin incluir los carcinomas de mama y préstata. El estudio se llevé a cabo con un total de
773 pacientes, de los cuales aproximadamente el 50% tenian cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) (ver pagina
2616 - pagina 2617).

El documento D05 divulga el papel de RhoB en cancer de pulmdn humano, mediante andlisis de la expresién de RhoB en
tejido humano de pulmén normal y con tumores en distintos estadios de invasividad. Dicho andlisis revel6 que la expresion de
RhoB decrece durante la progresién del cancer de pulmén. Asimismo, este documento divulga el efecto de la sobreexpresion
de RhoB en un modelo celular de cancer de pulmoén (células A549) y en la tumorigenicidad en ratén. Dicha sobreexpresion de
RhoB provoca una reduccion significante de la velocidad de crecimiento de las células A549. Ademas, el implante en ratones
de células A549 expresando establemente RhoB resulté en tumores aproximadamente diez veces menores en tamafio que los
que aparecen con células A549 transfectadas con el vector control (ver pagina 2745 - pagina 2747).

El documento D06 divulga la creacion de un modelo de cancer de pulmén murino para identificar y caracterizar funcionalmente
genes que estén involucrados en el proceso de metastasis 6sea de un cancer primario de pulmén. Igualmente, aisla una serie
de lineas celulares altamente metastasicas y divulga un patrén de expresion génica caracteristico de la metastasis 6sea (ver
pagina 2275 - pagina 2281).

1. NOVEDAD (Art. 6.1 LP 11/1986).
1.1. Reivindicaciones 1-17.

Los documentos D01 y D02 se consideran los mas cercanos al estado de la técnica en cuanto a la medicion de la expresion
de RhoB. El documento D01 anticipa el uso de la medicion de la expresién de RhoB como biomarcador para el analisis de la
efectividad de tratamientos de cancer en humanos. Una diferencia entre la expresion de muestras tomadas antes y después
del tratamiento, ya sea mayor o menor, es indicativa de la efectividad del tratamiento. El documento D02, a su vez, anticipa el
uso de compuestos y composiciones para la modulacién de la expresién de RhoB, en particular oligonucleétidos antisentido de
RhoB. Asimismo, anticipa métodos de utilizacion de estos compuestos para el tratamiento de enfermedades asociadas con la
expresion de RhoB.

Por otro lado, los documentos D03 y D04 se consideran los mas cercanos al estado de la técnica en relacién al uso de los
compuestos lovastatina y acido zoledrénico para el tratamiento de adenocarcinoma de pulmén. El documento D03 anticipa el
uso de lovastatina para el tratamiento de distintos canceres, entre ellos de pulmén. A su vez, el documento D04 anticipa el uso
de &cido zoledrénico para el tratamiento de la metéstasis 6sea que ocurre en pacientes con cancer de pulmén no microcitico.

Por ultimo, el documento D05 anticipa la deteccidn de la expresion de RhoB en muestras de pacientes con cancer de pulmon.

Por el contrario, ninguno de estos documentos anticipa el uso de determinadas secuencias antisentido divulgadas en la pre-
sente invencioén, ni la caracterizacién de lineas metastasicas por altos niveles de expresion de RhoB.
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En consecuencia, el objeto de la invencion tal y como se reivindica en las reivindicaciones 4, 7, 9-12, 16 y 17 se encuentra
anticipado en los documentos D01, D02, D03, D04 y D05. Por lo tanto, dichas reivindicaciones carecen de novedad (Art. 6.1
LP 11/1986).

Sin embargo, las reivindicaciones 1-3, 5, 6, 8, 13-15 cumplen con el requisito de novedad (Art. 6.1 LP 11/1986).
2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 LP 11/1986).
2.1. Reivindicaciones 1-3, 5, 6, 8, 13-15.

La diferencia entre el documento D01 y el objeto técnico de las reivindicaciones de la presente solicitud se encuentra en la
especificacion, en la presente invencion, de que el nivel de expresion de RhoB aumenta con la progresion de la metastasis
osea en cancer de pulmdn, y sirve por tanto como biomarcador indicativo de riesgo de metastasis. Hasta el momento, RhoB
se consideraba un supresor oncogénico en canceres de pulmén, ya que sus niveles bajan con la progresion del cancer. Hasta
la presente invencién no se habian proporcionado datos sobre el nivel de expresion de RhoB en lineas celulares metastasicas
de cancer de pulmén, ni se habian determinado las secuencias para la inhibicion de la sobreexpresién de RhoB reivindicadas
en la presente solicitud (secuencias ID: 3-6).

De acuerdo con lo expuesto, las reivindicaciones 1-3, 5, 6, 8, 13-15 cumplen con el requisito de actividad inventiva (Art. 8.1 LP
11/1986).
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