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DESCRIPCION

Gen Sox F de Drosophila con actividad supresora de tumores y usos del mismo.

La invencidn pertenece al campo de la terapia genética. Especificamente, la invencidn estd dirigida al gen Sox F
de Drosophila, su funcidn supresora de tumores y a la interaccion de dicho gen y sus productos con la via Wnt (wg)
de Drosophila.

Estado anterior de la técnica

El ndmero de células en un organismo estd determinado por el nimero de células generadas como resultado de la
proliferacion celular asi como por el nimero de células que son eliminadas por muerte celular. Tanto la proliferacién
celular como la muerte celular son mecanismos estrictamente regulados por mecanismos que aseguran que un 6rgano
de una forma y tamafio caracteristicos es generado. Los diferentes mecanismos que regulan el crecimiento normal y
la proliferacion celular son a menudo aquellos que son perturbados en cdnceres humanos. Los procesos mutacionales
encontrados en cdnceres pueden bien promover el crecimiento y proliferacién celular o impedir la muerte celular. La
progresion del cancer estd causada por la acumulacién de multiple mutaciones que provocan una ventaja selectiva
durante el crecimiento del cancer, invasidn y metdstasis (Haber, D. A. and Fearon, E. R. Lancet 351 Suppl 2: SII1-8,
1998; Loeb, K. R. and Loeb, L. A., Carcinogenesis 21 (3): 379-85, 2000; Loeb, L. A., et al. Cancer Research 34 (9):
2311-21,1974).

Muchos de los eventos genéticos que subyacen al cdncer son mutaciones que inactivan la funcién de genes supre-
sores de tumores (Haber, D. A. and Fearon, E. R. Lancet 351 Suppl 2: SII1-8, 1998). Los genes supresores de tumores
identificados hasta la fecha exhiben diversas funciones celulares (Haber D. and Harlow E. Nature Genetics 16 (4):
320-2,1997).

Se han logrado avances tecnoldgicos significativos para identificar regiones de cromosomas involucrados en la
progresion tumoral. Sin embargo, estas regiones son dificiles de identificar debido a la complejidad de los cariotipos
vistos en muestras clinicas.

La facilidad de llevar a cabo estudios en Drosophila, junto con la conservacidn general de los procesos celulares
y moleculares entre Drosophila y mamiferos, ha propiciado que éste sea un sistema modelo para la investigacién del
céncer. La investigacién con Drosophila ha proporcionado un nimero importante de descubrimientos en el campo.

El primordio del ala (en inglés “wing primordium” o “wing imaginal disc”’) de Drosophila es particularmente
adecuado para la aplicacién de aproximaciones genéticas para el estudio de la proliferacién y muerte celulares en el
contexto del desarrollo de 6rganos (Blume J. Natl. Cancer Inst. 1993; 85: 260-262). En el subdominio bisagra del ala,
el homo6logo de Wntl s en Drosophila, wingless (wg), regula la proliferacion celular a través de la activacién de la via
canénica Wnt (Neumann CJ, Cohen SM. Development. 1996 Jun;122(6):1781-9). El disco del ala estd formado por
un epitelio monoestratificado y por ello es un buen modelo para estudiar la regulacién de la proliferacién de células
epiteliales. La via candnica Wnt es necesaria para la proliferacién de células epiteliales intestinales en mamiferos y su
activacion aberrante provoca neoplasia intestinal.

El estudio de mutaciones en los genes Wnt ha indicado un papel para los Wnt en el control del crecimiento y
en la determinacién del tejido. En Drosophila, wingless (wg) codifica un gen Wnt (Rijsewik et al. Cell 50:649-657
(1987)), y las mutaciones en wg alteran el patrén del ectodermo embrionario, la neurogénesis y el crecimiento del disco
imaginal (Morata y Lawerence, Dev. Biol. 56:227-240 (1977); Baker, Dev. Biol. 125:96-108 (1988); Klingensmith y
Nusse, Dev. Biol. 166:396-414 (1994)).

Los niveles de expresion de Sox17, uno de los homdlogos en mamiferos de SoxF y que se expresa en epitelio
intestinal normal, estdn reducidos en neoplasias intestinales. Ademds, Sox17 es un antagonista a la sefial Wnt. La
sobreexpresion de Sox 17 en células SW480 de carcinoma de coloncausa la represion de la actividad beta-catenina/TCF
dependiente de la dosis, e inhibe la proliferacion. Ademds de unirse a beta-catenina, Sox17 interacciona fisicamente
con miembros de la familia TCF/LEF via el dominio HMG. Sox17 fomenta la degradacién tanto de beta-catenina
como de proteinas TCF de un modo no candénico, mecanismo independiente de GSK3 que puede ser bloqueado por
inhibidores de proteasoma (Sinner D, et al. Mol Cell Biol. 2007 in press). Estos resultados han sido confirmados en
rata, donde el gen Sox17 es un regulador negativo del ciclo celular (Sohn J et al. J Neurosci. 2006 Sep 20; 26(38):9722-
35) y en Xenopus, donde Sox17 directamente se asocia con beta-catenina (Sinner D. et al. Development 131, 3069-
3080).

El patrén de expresion del gen SoxF en Drosophila, también conocido como Sox15, ha sido descrito sucintamente
por Crémazy F, y col. Genome-wide analysis of Sox genes in Drosophila melanogaster, Mech Dev. 2001 Dec; 109
(2):371-5; y en Butler et al., 2003, Development 130(4): 659-670.

Explicacion de la invencién

La presente invencion se refiere a la funcion supresora de tumores del gen Sox F (también denominado gen Sox
15) de Drosophila; la proteina, y sus mutantes, codificada por el gen Sox F; a anticuerpos contra la proteina Sox F;
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y a la interaccién de dicho gen y sus productos con la via Wnt (wg) de Drosophila, asi como sus usos diagnésticos,
terapéuticos e investigacion de estos compuestos.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, estd dirigida al uso del gen SoxF (SEQ ID NO 1) de
Drosophila melanogaster, la proteina codificada por el gen SoxF (SEQ ID NO 2) o sus mutantes en la preparacioén de
un medicamento para el tratamiento de céncer. Este uso puede también ser formulado como un método de tratamiento
de cancer por la administracion del gen SoxF de Drosophila melanogaster, la proteina codificada por el gen SoxF o
sus mutantes, a un mamifero, preferentemente un humano en necesidad dicho tratamiento.

Segtn otra realizacién de la presente invencidn, ésta proporciona el uso de la proteina codificada por el gen Sox F,
0 sus mutantes, para bloquear la sefial Wnt relacionada con la progresion del cdncer.

En una realizacion adicional de la invencion, ésta se refiere al uso de la proteina codificada por el gen SoxF o sus
mutantes en la preparacién de un medicamento para bloquear la proliferacién de células cancerigenas.

La invencién proporciona un sistema modelo para el estudio de la sefial Wnt relacionada con ciertos tipos de
céncer, como por ejemplo cdncer de colon, utilizando tejidos de la regién bisagra del ala derivados de discos imaginal
mutantes de SoxF, y de este modo permitir la identificacién de farmacos anti-cancerigenos.

En una realizacion adicional, la invencién estd dirigida a un método para diagnosticar un tumor asociado con la
sefial Wnt.

En una realizacién adicional, la invencién estd dirigida a un método para tratar un tumor asociado con la sefial
Whnt en un paciente, en el cual el crecimiento de dicho tumor refleja una alteracién en la sefial Wnt o de la actividad
supresora de tumores de SoxF o sus homélogos humanos Sox 17 y 18 en la célula tumoral; comprendiendo el método
proporcionar el gen SoxF funcional, la proteina codificada por el gen SoxF o sus mutantes a las células tumorales del
paciente, de una manera que permita la expresion de la proteina SoxF codificada por el gen, durante un tiempo y en
una cantidad suficientes para inhibir el crecimiento del tumor en el paciente. En definitiva, segtin otro aspecto de la
presente invencién, la misma proporciona el uso del gen SoxF, la proteina codificada por dicho gen SoxF o sus en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de un tumor asociado con la sefial Wnt, donde la administracién
de dicho gen SoxF o la proteina codificada por éste, permite inhibir el crecimiento del tumor.

En una realizacién adicional, la invencion estd dirigida a un método de terapia génica de un paciente sintomético o
presintomdtico, comprendiendo el método proporcionar un gen Sox F funcional a las células pertinentes del paciente,
tanto normales como tumorales que se hallan en necesidad de la terapia, de una manera que permite la expresion de
la proteina Sox F codificada por el gen durante un tiempo y en una cantidad suficientes para proporcionar la funcién
supresora de tumores de SoxF a las células del paciente.

El ala de Drosophila estd formada por dos capas de células epiteliales monoestratificadas. Este tipo de “saco de
células” estd separado en distintas regiones: “pouch” y “notum”, que estdn separadas por la region bisagra del ala
(ver Figura 1). En esta dltima regiéon wg es esencial para la proliferacién, como en mutantes wg, la proliferacién en
la region bisagra se ha perdido (Neumann CJ, Cohen SM. Development. 1996 Jun;122 (6): 1781-9). A la inversa,
la sobreexpresion de wg mantiene las células bisagra proliferando sin grandes cambios en el destino celular. Por
estos motivos, las células bisagra son adecuadas para el estudio de la proliferacién de células epiteliales regulada
por Wnt.

La invencién estd basada en parte en las propiedades supresoras de tumores del gen SoxF de Drosophila. Una
linea mutante que contiene una insercién en una region intrénica del gen resulta en una acusada sobre-proliferacion
de las células bisagra, tal y como se ha demostrado morfolégicamente (ver Figura 2) o por la mayor incorporacién del
andlogo de timidina BrdU (ver Figura 3). Por lo tanto, SoxF actia como un supresor tumoral.

Durante las investigaciones que han dado lugar a la presente invencidn, los inventores han generado nuevas muta-
ciones que son genéticamente nulas. Se ha confirmado el fenotipo del gen mutante SoxF utilizando la linea dsRNAi
(stock numero 45482 en centro de Viena: http://www.vdrc.at/, Dietzl et al Nature 448, 151-156,12 Jul 2007) cuya
expresion fue especificamente dirigida a las células bisagra.

El gen SoxF pertenece a la familia de factores de transcripcién de alta mobilidad (HMG) (Bowles J, Schepers G,
Koopman P. Dev Biol. 2000 Nov 15;227(2):239-55). De acuerdo con su funcién especifica en células bisagra, SoxF
es expresado en estas células exclusivamente. Cuando SoxF es sobre-expresado, la proteina que codifica puede ser
detectada en el nicleo celular utilizando un antisuero policlonal que reconoce de manera selectiva a al menos una
parte de la proteina. Dicho antisuero esta dirigido a los aminodcidos 418 a 432 y 606 a 621 de la proteina.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, ésta se refiere a un antisuero policlonal que reconoce de manera
selectiva al menos a una parte de la proteina codificada por el gen SoxF. De modo preferente, dicho antisuero se une
de manera especifica a los aminodcidos 418 a432 y 606 a 621 de la proteina. De acuerdo con realizaciones particulares,
el antisuero comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une de manera especifica a los aminoacidos
418 a 432y 606 a 621 de la proteina codificada por el gen SoxF.
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La técnica de produccién de anticuerpos policlonales (o antisueros) es bien conocida. Estdn disponibles varios
libros de texto de laboratorio para el experto donde se describen técnicas adecuadas para su produccion.

De acuerdo con una realizacién més preferida, el anticuerpo policlonal es obtenible por inmunizacién de mamiferos
con al menos un péptido seleccionado entre el grupo constituido por: el péptido de SEQ ID NO 3 (aa 418-432:
C+PSPSRAAKSRQEKLA-CONH2); el péptido de SEQ ID NO 4 (aa 606-621: CLKYPDTNQNYDDYEA-CONH?2);
los péptidos con una secuencia resultante de eliminar los restos de aminodcido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID
NO 3 0 de SEQ ID NO 4. Segtin una realizacién todavia mas preferida, la inmunizacién se lleva a cabo con los péptidos
de SEQ ID NO 3y SEQ ID NO 4.

En una realizacién particularmente preferida, los mamiferos son conejos.

Segin una realizacion de la presente invencion, ésta se refiere al uso del antisuero policlonal segin se ha definido
anteriormente, para la deteccién de la presencia o ausencia de la proteina codificada por el gen SoxF en una muestra
bioldgica tomada y aislada de un animal, incluidos los humanos.

Asi, la presente invencidn proporciona un método para la deteccion de la presencia o ausencia de la proteina codi-
ficada por el gen SoxF en una muestra, que comprende poner en contacto la citada muestra con el antisuero policlonal
de la invencion, y detectar la presencia o ausencia del complejo formado por dicha proteina y dicho polipéptido.

Segtin otro aspecto de la presente invencidn, ésta proporciona composiciones farmacéuticas conteniendo una can-
tidad terapéuticamente efectiva del gen SoxF, la proteina codificada por dicho gen, sus mutantes y/o el antisuero
policlonal anteriormente descrito, junto con excipientes farmacéuticamente aceptables.

El término “farmacéuticamente aceptable” en el contexto de la presente invencién, debe ser entendido como un
material no téxico que no interfiere con la efectividad de la actividad bioldgica del agente activo, en este caso el gen
SoxF, la proteina codificada por el mismo, sus mutantes y/o el antisuero policlonal.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden ser administradas por cualquiera de las rutas de adminis-
tracién convencionales, incluyendo inyeccién o infusién gradual en el tiempo. La administracién puede ser también,
por ejemplo, oral, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutdnea, o transdérmica.

Las preparaciones de la invencidn, son administradas en cantidades efectivas. De acuerdo con la presente in-
vencion, el término “cantidad efectiva” es la cantidad de una composicién farmacéutica que sola, o junto con dosis
adicionales, estimula una respuesta deseada. En el caso del tratamiento del cancer, la respuesta deseada es la inhibicién
de la progresion de la enfermedad. Esta inhibicién de la progresion, puede englobar desde el ralentizar la progresién
temporalmente, hasta la detencién de la misma de modo permanente.

Segtn otra realizacion de la presente invencion, ésta proporciona un método de obtencidon de una linea celular
tumoral a partir de tejido mutante de SoxF que comprende las etapas:

a) seleccion de larvas con el genotipo MS209; UAS p35; UAS de SoxF para la obtencién de células inmortales o
del genotipo SoxF*»'* por la obtencion de células sobreproliferando;

b) diseccién de alas de larvas de tercer estadio en PBS; y
¢) disociacion de las alas en medio con tripsina.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencidn, ésta se refiere al uso del gen SoxF, la proteina codificada
por el mismo o sus mutantes en procesos de cribado de farmacos antitumorales. De modo preferente, dicho cribado de
farmacos antitumorales se lleva a cabo en los mutantes SoxF*”!% SoxF?6 0 en MS209; UAS p35; UAS ds SoxF o en
las células que derivan de esos mutantes.

Segin una realizacion adicional de la presente invencidn, ésta se refiere a un método de diagndstico para el diag-
néstico de la progresion del cancer. De acuerdo con esta realizacion, el método consiste en detectar la presencia o
ausencia de la proteina codificada por el gen SoxF en una muestra biolégica tomada y aislada de un animal, incluido
humanos, y comparar los resultados obtenidos con los de una segunda muestra tomada y aislada una vez transcurrido
un tiempo. Una variacioén en la expresion de la proteina codificada por el gen SoxF es indicador de la progresion de la
enfermedad.

De acuerdo con otra realizacién de la invencidn, ésta se refiere a kits de diagndstico para llevar a cabo los métodos
de diagnéstico de la invencidén. Los kits incluyen uno o mds antisueros policlonales segin se han definido anterior-
mente; uno o mds agentes de control; y instrucciones para el uso de los mismos en el diagnéstico de la enfermedad.
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SoxF y la via wg
a) La via wg es activada en las células mutantes

Se ha observado (ver Fig. 6) una elevacién de la expresion del gen wg y una acumulacién de su producto, asi como
la activacion de la expresion de dianas corriente abajo de la via wg bien en clones de células mutantes SoxF o bien en
discos derivados de mutantes individuales.

b) La via wg es esencial para el fenotipo sobre-proliferativo de SoxF

Se ha creado un mutante doble incluyendo el mutante doble SoxF; wg*™, El mutante wg**™® es un alelo regulador
del gen wg que causa la pérdida de expresion de wg especificamente en la regién bisagra (C.J. Neumann and S. M.
Cohen Development 122, 1781-1789 (1996)). En ausencia de wg, las células mutantes SoxF ya no sobre-proliferan.
Asf la sobre-proliferacion causada por la pérdida de las funciones de SoxF estd mediada, al menos en parte, por la
activacion de la via wg.

¢) SoxF antagoniza la via wg
Se ha observado una disminucién de la proteina wg cuando SoxF estd sobre-expresado (ver Fig. 7).
d) SoxF esta corriente abajo de la via wg

La sobre-expresion de wg, o la activacién ectdpica de su via canodnica, conduce a una elevacién del nivel de
transcripcion de SoxF como se muestra por hibridacién in situ (ver Fig. 8).

Por lo tanto, SoxF estd implicado en un circuito de retroalimentacién negativa de la via wg que permite que la
proliferacion celular sea estrictamente regulada en la bisagra.

Como se describe previamente, la comprensién de la induccién de cancer puede ser dilucidado mediante el esta-
blecimiento de sistemas modelo en Drosophila. La presente invencién proporciona las herramientas necesarias para
dilucidar la relacién entre el Wnt y genes Sox17 y la induccién de céncer.

Las posibles aplicaciones derivadas de la presente invencién pueden ser:

i) La identificacién de nuevos genes por cribados genéticos que pueden revertir la sobre-proliferacién de la mu-
tacién de SoxF. Estos pueden interactuar con, o actuar corriente abajo o en paralelo con SoxF. Dado que el grado
de conservacién a nivel molecular y celular es alto entre Drosophila y humanos, los genes identificados que pueden
interactuar con SoxF serdn buenos candidatos para modular la proliferacion celular controlada por Wnt a través de
la interaccién con los homoélogos de SoxF humanos, Sox17 y 18 NCBI BAB83867 y BAA94874 (Zhang W, et al.
Céancer Res. 2008 Apr 15;68(8):2764-72 y Int ] Mol Med. 2002 Sep;10(3):339-44. Saitoh T, Katoh M. Los genes asi
identificados pueden ser utilizadas para disefiar nuevas estrategias anticancerigenas.

ii) Probar el efecto de farmacos sobre células bisagra sobre-proliferativas. Las células mutantes SoxF de la regién
bisagra pueden ser utilizadas en fases preclinicas de ensayos de farmacos anticancerigenos. Los fairmacos pueden ser
administrados a las larvas durante los estadios iniciales del desarrollo (en el alimento, por ejemplo) y el efecto puede
ser evaluado en estadios posteriores del desarrollo (varios dias después de la administracién). Este podria ser una
rdpida y econdmica via para realizar una preseleccion de farmacos antes de su ensayo en mamiferos.

iii) Cultivo celular de células mutantes SoxF. La tinica linea celular tumoral de Drosophila descrita es derivada
de hemocitos (mbn2). La presente invencién puede permitir establecer una linea celular especificamente derivada de
células bisagra y una linea celular tumoral especifica derivada de éstas.

iv) Bloquear la proliferacién de células cancerigenas por administracion de la proteina. La proteina codificada por
el gen, o su ARN mensajero codificante, pueden ser utilizados para bloquear la proliferacion celular por transfeccién
de éstos en una linea celular humana mutante. Esto podria dar lugar a un bloqueo efectivo de la proliferacion celular.

El gen SoxF es conocido en el estado de la técnica, con nimero de acceso en GenBank NM_079015 que también
incluye la secuencia de la proteina. Es también conocido como Sox15 o CG8404. En la presente invencion se utiliza
el término SoxF segtin se indica en Bowles J, Schepers G, Koopman P. Dev Biol. 2000 Nov 15;227(2):239-55.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes 0 pasos.

Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte
de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo
de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1 Disco imaginal de ala silvestre de larva de Drosophila de tercer estadio, tefiido con rodamina-faloidina
para marcar los contornos celulares. Se han marcado la region del ala y la del notum con flechas. La regién del hinge
es la que queda comprendida entre ambas zonas (también delimitada con flechas).

Figura 2 Disco imaginal de ala de larva de tercer estadio mutante para SoxF (individuos homocigéticos SoxFxe®143),
La pérdida de la funcién del gen Sox causa un sobrecrecimiento de la region del hinge.

Figura 3 Incorporacion de BrdU en discos mutantes SoxF*¢®'%5 Este ensayo detecta las células que se encuentran
proliferando. Se detecta en incremento de células BrdU-positivas en la regioén del hinge.

Figura 4 Supresién de la muerte celular en discos mutantes SoxF mediante expresion de la proteina inhibidora de
caspazas P35. El disco de ala se ha tefiido con rodamina-faloidina para visualizar los contornos celulares. En estas
condiciones, el crecimiento de la region del hinge es todavia mayor, e incluye desorganizacion del tejido.

Figuras 5A y 5B Disco de ala de tercer estadio tardio, tefiido con suero anti-SoxF (mareaje nuclear marcado con
flechas, sélo visible en B), anticuerpo anti-Arm (lowa University Hybridoma Bank solo visible en A) que marca los
perfiles celulares.

La expresion de SoxF es capaz de bloquear la proliferacion inducida por una forma constitutivamente activa del
transductor de la via Wnt, Arm (ArmS10).

(A) La expresion de ArmS10 se ha dirigido al saco (“pouch”) y la bisagra (“hinge”) del disco. Se observa el sobre-
crecimiento en la bisagra dorsal (marcado con flechas).

(B) Se dirige la coexpresion de SoxF y ArmS10 en los mismos dominios que en (A). No se observa sobre-creci-
miento en la bisagra dorsal.

Figuras 6A y 6B Las imdgenes muestran proyecciones de secciones confocales de la sefial wg-lacZ. Los perfiles
celulares se marcan con rodamina-faloidina (actina filamentosa). En los discos silvestres, se detectan dos anillos se-
parados de wg-lacZ. En la condicién mutante soxF*%' la expresion de wg-lacZ se extiende, de manera que no hay
separacion entre las bandas.

Figura 7 Clones de expresion ectdpica de SoxF. Se han marcado las células que sobreexpresan SoxF. Fuera de la
marca esta el nivel de expresion de wg (ver figura 6). La células que expresan ectépicamente SoxF pierden la expresion
de wg.

Figura 8 Hibridacion in situ fluorescente para detectar los transcritos SoxF en discos de genotipo dpp-GAL4; UAS-
GFP-wg. La sobre-expresion de wg causa la sobreproliferacion del hinge e induce la expresién de SoxF (flecha).

Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 es la secuencia del gen SoxF de Drosophila melanogaster

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de la proteina codificada por el gen SoxF de Drosophila melanogaster

SEQ ID NO: 3 es un péptido utilizado en la inmunizacién de mamiferos para la obtencién del anticuerpo policlonal

SEQ ID NO: 4 es un péptido utilizado en la inmunizacion de mamiferos para la obtencién del anticuerpo policlonal.
Exposicion detallada de modos de realizacion
Ejemplo 1
Preparacion de anticuerpos policlonales

Se utiliz6 una estrategia con dos péptidos para obtener los anticuerpos policlonales. Los dos péptidos seleccionados
para las inyecciones fueros los péptidos de SEQ ID NO 3 (aa 418-432: C+PSPSRAAKSRQEKLA-CONH2) y SEQ
ID NO 4 (aa 606-621: CLKYPDTNQNYDDYEA-CONH2).

Dos conejos fueros inyectados con ambos péptidos y los sueros de ambos conejos fueron recogidos. Antes de su
andlisis por immunostaining, el suero fue bloqueado por pre-incubacién sobre tejido fijado durante la noche a 4°C en
PBT (Suero fisiolégico PBS con el Detergente TRITON a 0.1%).

Los discos del ala fueron fijados durante 20 minutos a temperatura ambiente, en una solucién de 3,7% de for-
maldehido diluido en PBS. Posteriormente fueron lavados 3 veces con PBT y fueron incubados toda la noche con el

suero pre-absorbido anterior a una concentracién de 1:300. El material fue lavado con PBT e incubado durante 1 h 30

6



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 526 B1

min. con un anticuerpo secundario anti-conejo fluorescente en PBT (“fluorescent conjugated secondary antibody of
anti rabbit”) (dilucién 1:800). Después de lavar los discos, fueron montados en una solucién de glicerol/PBS 50:50 y
analizado con un microscopio confocal.

Ejemplo 2
Creacion de un modelo tumoral en los discos del ala

Se observo6 una abundante muerte celular en la zona proliferativa de los discos del ala de individuos mutantes SoxF
(bien en el nulo SoxF*¢”!% o por inhibicién de RNAi). Para inhibir la muerte celular (apoptosis) se co-expresé el
inhibidor de caspasas P35 de bacilovirus (Perez-Garijo, A., F. A. Martin, et al. 2004 Development 131(22): 5591-8).
Especificamente, se cred una linea que incluye el constructo UAS-dsSoxF RNAi (disponible en la biblioteca ptiblica
VDCR http://stockcenter.vdrc.at como Transformant ID 45482) y el constructo UAS p35 (“Expression of baculovirus
P35 prevents cell death in Drosophila. Bruce A. Hay, Tanya Wolff and Gerald M. Rubin Development 120, 2121-2129
(1994)).

Los dos constructos fueron colocados bajo el control de MS209 (zth2MS209, disponible en la base de datos ptiblica
flybase con el numero: FBal0143099 el cual dirige la expresion de los genes bajo el control de UAS (Brand, A. H.,
and Perrimon, N. (1993) Development 118, 401-415) especificamente en la posible bisagra del disco imaginal del ala.

Cuando dsSoxF RNAi y p35 fueron co-expresados, se observd un incremento en la sobre-proliferacion, junto
con una desorganizacién de alguna parte del tejido. Grupos de células alrededor y células dentro perdieron polaridad
(como se demostré por DE-Cadherin immunostaining, utilizando el anticuerpo DCAD?2 disponible en la base de
datos de hibridomas http://dshb.biology.uiowa.edu), esto fue indicativo de la pérdida de estructura epitelial normal.
Algunas células también se desprendieron del epitelio. Esta observacién rememora el proceso de transicion epitelio-
mesenquimatica (EMT, “epithelial mesenchymal transition”) que acompaiia a la formacién de metastasis (Jang AC,
Starz-Gaiano M, Montell DJ., ] Mammary Gland Biol Neoplasia. 2007 Sep; 12(2-3): 103-14). Por lo tanto, la presente
invencién permitio la generacién de un modelo para el estudio de la formacién de tumores epiteliales en los discos del
ala de Drosophila.

SoxFe®1% eg conocido con anterioridad, nimero de acceso en la base de datos flybase, http:/flybase.bio.indiana
edu/, FlyBase ID: FBal0147414.

Se generd un alelo nulo, SoxF26a, que utilizado como el otro alelo SoxF<¢®!'%> confirmé que el fenotipo observado
es especifico de la deplecion del gen SoxF. El alelo SoxF26a se corresponde con una mutacién caracterizada por una
delecion de una parte del gen SoxF que incluye el primer exon (dicha delecién va desde 10096166 hasta 10102012 y
una insercion del gen yellow (y) de Drosphila (de la base 249053 hasta la base 257289, GB:AE014298; release=rt5.6).

SoxF26a:

TGCTGCATGCTCGTACCACTAAGTAGAGTAATTGCATGTGGAGGATCCG
TACTTAGCTAGTTGGCTGGATTCGAAAACAACTAACCGGACTTAAATCAG
GGTGTTTTCAAAGGTTCCAACC 10096286

10102012
CTGCAAGAAATCAGACAGCTCCACTCCAAATCGAGCCCGATTCGAAGTG
CTCCGATTTCTCGCTGTGCACCGCCAGGTAGGAGGTGCAGTTTGTGACT
CCTTATCGCTGATGGAGCCCGGCACACGTTGCTGTGGTCCAGGTCCGG
GCCTCATGCTTTGATGATGGCTGTCTGTTTCCGCGGCTCTTGCCGTTCT
GTTATGTAAGAAATACTTGGCAATAGCAACTGCGGTAGGTACGACCGCC
TGCAGATCGCACAGTTCGCCGCATCGAAGGAGTGTTCCGGCATCGCACA
ATTTGGTGGCCAATGTGTGGTTGACAATTAAGTTATTAGTGGAATGCATA
GTTTTCGAAACTGAAACTAAGAGCAAGTCCTGAGTTCGC
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Este alelo es un nulo, que se ha generado en el desarrollo de la presente invencidn, se puede usar como el otro alelo
SoxF ¥4 y permiti6 confirmar que el fenotipo observado es especifico de la deplecion del gen SoxF.

Ejemplo 3
Supresion del efecto de sobre-proliferacion de la via Wnt-Armadillo/beta-atenina

La sobre-expresion de wingless (wg), el homdélogo Wnt-1 de Drosophila, conduce a una sobre-proliferacion por
activacion de la via Armadillo-g-catenina (C.J. Neumann and S. M. Cohen Development 122, 1781-1789 (1996)).
Existe un gran nimero de tipos de tumores asociados a la activacién constitutiva de esta via en humanos.

Los experimentos realizados en la presente invencidn, mostraron en Drosophila, que la expresion de SoxF es
suficiente para bloquear el efecto sobre-proliferativo inducido por la sobre-expresién de una sefial constitutiva de
Armadillo-beta-catenina.

Los genotipos fueron los siguientes:

Genotipo 1: UAS ArmS 10/MS 1096; UAS GFP (Timmons L. Et al. Dev

Genet. 1997;20(4):338-47).

Genotipo 2: UAS ArmS10/MS1096; UAS SoxF M2.

ArmS 10 es una forma no degradable de Arm y por lo tanto, activa la via de sefiales Wnt cuando se expresa, a
pesar de la presencia del ligando. El constructo UAS ArmS10 (Pai et al., 1997, Development 124(11): 2255-2266) y
la linea MS 1096 (w1118 P{GawB }Bx™319¢) son descritos en Flybase FBal0093489.

UAS SoxF M2 fue generado por insercién de SoxF cDNA (genbank BT022122) en el plasmido PUASt (Brand
AH, Perrimon N. Development. 1993 Jun;118(2):401-15). Este constructo fue inyectado y de este modo se obtuvieron
moscas transgénicas siguiendo métodos estandar.

La figura 5 muestra como SoxF fue capaz de bloquear la proliferacién inducida por ArmS10. (A) El constructo
UAS ArmS10 estd presente en el saco (“pouch”) y la bisagra (“hinge”). Se observa el sobre-crecimiento en la bisagra

dorsal. (B) El constructo UAS SoxF M2 esta dirigido junto con UAS ArmS 10. No se observa sobre-crecimiento en la
bisagra dorsal.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de la proteina codificada por el gen SoxF de Drosophila melanogaster o sus mutantes, en la preparacion de
un medicamento para el tratamiento del cancer.

2. Uso de la proteina codificada por el gen SoxF de Drosophila melanogaster para bloquear la sefial Wnt relacio-
nada con la progresion del cancer.

3. Uso de la proteina codificada por el gen SoxF de Drosophila melanogaster en la preparacion de un medicamento
para bloquear la proliferacion de células cancerigenas.
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Figura 2:

11



ES 2 345 526 Bl

Figura 3:
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Figura 4.
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Figuras 5A y 5B
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Figuras 6A y 6B
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Figura 7
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Figura 8
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Gen Sox F de Drosophila con actividad supresora de tumores y usos del mismo

<130>

<160> 4

<170> PatentIn version 3.3

<210>1

<211> 2355
<212> DNA

<213> Drosophila melanogaster

<400> 1

atggaaccct
60

aagtatccgce
120

gagcacggtg
180

atctaccacg
240

cagagctccg
300

agtcactcge
360

tcgctgatta
420

tttctatcge
480

acatcgcact
540

tgcgcgecca
600

cggcccggeg
660

gccttcatgg
720

cataatgccg
780

catatgatca

acgtctcgeg

gctatctgac

tgcgecaggg

gatacgagaa

ccatgccgat

acagcaatat

atccgcacgce

cgccaattga

attgtggcta

gaacccagtc

tctgggccaa

acctcagcaa

cgaacatcca

cactccggag

ggatggacgc

aagcgagcac

tgagcacctg

ggtgtccagt

tcetetgete

tggcatggtyg

agcggcgtcece

tctggagcga

aaaaagtgcc

gatcgagcgc

gatgttggga

catcatctgc

tacagtcact

ctgatqgcacg

tcctegecca

aacgaggcgg

gcctatgtgg

ggtggcggeg

ggcggtggaa

atgtggagct

cacaagccgce

aaagaatcgc

aagaagctgg

aaaaaatggc

taacaaatta

ccaccggcag

agagcaacag

gtctgcactc

ttctggceccege

gcggaggaac

gtaattccgt

ccggacagat

acgactacaa

tgcccgecga

gcatccggcyg

ccgacgagaa

gatcgctgac

caattcgaaa

cgattatccg

cgatgceggg

gccagccata

gcacagccac

tgcctecgga

actgaacaaa

ggaggactgc

gggcgacctg

ccttaagtat

gccgatgaac

tcccgatcetg

gccgcaagat
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cgcagaccct
840

aactacaagt
900

ggcaaggagc
960

aagctggcca
1020

agcacctgca
1080

caaccgctga
1140

acggaacaga
1200

cccacgggceg
1260

agtcgtgcgg
1320

tcacaatcgce
1380

acctccgtgg
1440

ctggatcatg
1500

gacaatagca
1560

acaagtacac
1620

gtctccatgg
1680

gagtatctgc
1740

agcaacgata
1800

gcgagcggcee
1860

gcggaggcect
1920

ccgtatccge
1980

acgtggagga

accgaccccg

agagcgagag

caccaccgtt

attccacgaa

agcccacgta

tcgagtcact

gtggctacga

ccaagtcgeg

agggacagtc

ccgtggtggce

gtcactccgt

cctcaatgeg

cctcaagcectc

cggataactg

ccagcgcecaa

tggactactc

agaagtgcct

acagtaacgc

ccacctcgct
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ggcggagcgt

acgacgcaag

ttcacccaat

ggccaccgcea

ccagaatcac

ctcgcecccagt

ggccgccaac

caactcgctg

ccaggagaag

tcagcaaggt

cgccaggggt

caagggcaca

gaacagcatt

cggcggcace

cggaaatctc

tgcctatggg

aacgtcggceg

taagtatccg

catgctgcct

ggccgecttt

ctgcgggtga

cagtccaagc

ccgggcactg

tcatcecagcet

ggacaatcaa

tccgtggact

tgtccgececeg

ttgctcaaga

ctggccaagt

atatatgctg

atgtacgtga

ttctatccac

agtgctctgc

atgccaacca

aggctcagca

atgcaatacg

gtggagcaca

gacacgaatc

gcaacggcag

cctctccagce

ttcacatgac

tgcgggecat

gtggatccaa

atacaacgcc

ctccgggtgg

gctacagcaa

ccctgctceaa

agttaaccaa

ccgaggagaa

ccacctatcc

cgtgcaacaa

cagtatccgt

agcagcactg

gcgagatgag

tgaacgagtt

aggacttcct

aggagaccac

agaactacga

ctagctacta

tggccgtgcece

ggagcatccg

gcagccgggc

gtcgaatccc

caccgacgaa

cctgtacgag

tgcggacagce

tgaatcgtcg

gccgtcgecg

gaacaagggg

gctagcaccce

tcggggattg

ttcggaagat

taatgtggtc

cagctacacg

gtccggeaat

gcgctatcag

atcggattcg

cgactacgag

cacccaactt

gttccagcag
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acgacatcgg gcgcctacgg agcgcagccce attcagagtg
2040
tatggcggat acgagggaat ggcccagagt cagccacaga
2100
cagcaggcat cccactcggce tccgceccctcece ctgtcagtge
2160
tccaattcgg cagcaattag catgcagcag caccatcatc
2220
ggcatggtgg gcgtgggcgt gggagtgggc gtcggagtcg
2280
gagcagcagc agcgcaaaga tgatgagatt agcaacattc
2340
tgctacagca attga
2355

<210>2

<211> 784

<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<400> 2
Met Glu Pro Ser Tyr Asp His Glu His Pro His
1 5 10
Tyr Asn Ser Lys Lys Tyr Pro His Val Ser Arg

20 25
His Ser Thr Gly Ser Asp Tyr Pro Glu His Gly
35 40
Gly Arg Leu Met His Glu Ser Asn Ser Asp Ala
50 55
Arg Gln Gly Ser Glu His Ser Ser Pro Ser Leu
65 70 75
Gln Ser Ser Gly Tyr Glu Asn Glu His Leu Asn
85 90
Ala His Ser His Ser His Ser Pro Met Pro Met
100 105

Val Gly Gly Gly Thr Ala Ser Gly Ser Leu Ile

gttacctgca

accaagcgcec

cacccaacca

atcactttgg

gagtcggtga

tggcaggagt

His Leu

Thr Pro

Gly Tyr

45

Gly
60

Ile

Ser

His

Glu

Ala

Val Ser

Leu

Glu

30

Leu

Tyr

Pro

Val

Ser

ctacggcaac

cgtccaccat

gacggtgacc

acccgcacce

gatgctcttc

gcgcaagacce

Thr
15

Asn

Tyr Ser

Thr Asp

His Val

Ala Ile

80

Leu Ala

95

Ala Tyr

110

Asn Ser

Asn

Ile Pro
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Leu

Pro

145

Thr

Lys

Pro

Ser

Trp

225

His

Thr

Val

Arg

Ser

305

Lys

Pro

Leu

130

His

Ser

Gly

Leu

Ala

210

Ala

Asn

Pro

Ile

Lys

290

Glu

Leu

Thr

115

Gly

Ala

His

Asp

Pro

195

Lys

Lys

Ala

Gln

His

275

Gln

Ser

Ala

Asp

Gly

Gly

Ser

Leu

180

Ala

Glu

Ile

Asp

Asp

260

Met

Ser

Ser

Thr

Glu
340

Gly

Met

Pro

165

Cys

Asp

Ser

Glu

Leu

245

Arg

Thr

Lys

Pro

Pro

325

Ser

Gly

Val

150

Ile

Ala

Leu

Arg

Arg

230

Ser

Arg

Glu

Leu

Asn

310

Pro

Thr
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Asn

135

Gly

Glu

Pro

Lys

Ile

215

Lys

Lys

Pro

His

Arg

295

Pro

Leu

Cys

120

Ser

Gly

Ala

Asn

Tyr

200

Arg

Lys

Met

Tyr

Pro

280

Ala

Gly

Ala

Asn

Val

Gly

Ala

Cys

185

Arg

Arg

Leu

Leu

Val

265

Asn

Met

Thr

Thr

Ser
345

Leu

Thr

Ser

170

Gly

Pro

Pro

Ala

Gly

250

Glu

Tyr

Gln

Gly

Ala

330

Thr

Asn

Gly

155

Met

Tyr

Gly

Met

Asp

235

Lys

Glu

Lys

Pro

Gly

315

Ser

Asn

Lys

140

Gln

Trp

Leu

Gly

Asn

220

Glu

Lys

Ala

Tyr

Gly

300

Ser

Ser

Gln

125

Phe

Met

Ser

Glu

Thr

205

Ala

Asn

Trp

Glu

Arg

285

Gly

Lys

Ser

Asn

Leu

Glu

Tyr

Arg

190

Gln

Phe

Pro

Arg

Arg

270

Pro

Lys

Ser

Tyr

His
350

Ser

Asp

Asp

175

His

Ser

Met

Asp

Ser

255

Leu

Arg

Glu

Asn

Thr

335

Gly

His

Cys

160

Tyr

Lys

Lys

Val

Leu

240

Leu

Arg

Arg

Gln

Pro

320

Thr

Gln
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Ser

Pro

Glu

385

Pro

Lys

Lys

Gln

Val

465

Leu

Val

Leu

Gly

Asp

545

Glu

Leu

Thr

Ser

370

Ser

Thr

Pro

Ser

Gly

450

Val

Asp

Ser

Gln

Thr

530

Asn

Tyr

Arg

Pro

355

Ser

Leu

Gly

Ser

Glu

435

Ile

Ala

His

Glu

Gln

515

Met

Cys

Leu

Tyr

Gly

Val

Ala

Gly

Pro

420

Glu

Tyr

Ala

Gly

Asp

500

His

Pro

Gly

Pro

Gln
580

Gly

Asp

Ala

Gly

405

Ser

Lys

Ala

Arg

His

485

Asp

Cys

Thr

Asn

Ser

565

Ser

Leu

Cys

Asn

390

Tyr

Arg

Asn

Ala

Gly

470

Ser

Asn

Asn

Ser

Leu

550

Ala

Asn
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Tyr

Tyr

375

Cys

Asp

Ala

Lys

Thr

455

Met

Val

Ser

Val

Glu

535

Arg

Asn

Asp

Glu

360

Ser

Pro

Asn

Ala

Gly

440

Tyx

Tyr

Lys

Thr

Val

520

Met

Leu

Ala

Met

Gln

Asn

Pro

Ser

Lys

425

Ser

Pro

Val

Gly

Ser

505

Thr

Ser

Ser

Tyr

Asp
585

Pro

Ala

Ala

Leu

410

Ser

Gln

Leu

Thr

Thr

490

Met

Ser

Ser

Met

Gly

570

Tyr

Leu

Asp

Leu

395

Leu

Arg

Ser

Ala

Cys

475

Phe

Arg

Thr

Tyr

Asn

555

Met

Ser

Lys

Ser

380

Leu

Leu

Gln

Gln

Pro

460

Asn

Tyr

Asn

Pro

Thr

540

Glu

Gln

Thr

Pro

365

Thr

Asn

Lys

Glu

Gly

445

Thr

Asn

Pro

Ser

Ser

525

Val

Leu

Tyr

Ser

Thr

Glu

Glu

Lys

Lys

430

Gln

Ser

Arg

Pro

Ile

510

Ser

Ser

Ser

Glu

Ala
590

Tyr

Gln

Ser

Leu

415

Leu

Ser

Val

Gly

Val

495

Ser

Ser

Met

Gly

Asp

575

Val

Ser

Ile

Ser

400

Thr

Ala

Gln

Ala

Leu

480

Ser

Ala

Gly

Ala

Asn

560

Phe

Glu
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His

Tyr

Ser

625

Pro

Pro

Ser

Gln

His

705

Ser

Gly

Val

Glu

<210> 3
<211>15
<212> PRT

Lys

Pro

610

Asn

Tyr

Phe

Gly

Ser

690

Ser

Asn

Pro

Gly

Ile
770

<213> Artificial

<220>

Glu

595

Asp

Ala

Pro

Gln

Tyr

675

Gln

Ala

Ser

Ala

Val

755

Ser

Thr

Thr

Met

Pro

Gln

660

Leu

Pro

Pro

Ala

Pro

740

Gly

Asn

Thr

Asn

Leu

Thr

645

Thr

His

Gln

Pro

Ala

725

Gly

Glu

Ile

Ser

Gln

Pro

630

Ser

Thr

Tyr

Asn

Ser

710

Ile

Met

Met

Leu
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Asp

Asn

615

Ala

Leu

Ser

Gly

Gln

695

Leu

Ser

Val

Leu

Ala
775

Ser

600

Tyr

Thr

Ala

Gly

Asn

680

Ala

Ser

Met

Gly

Phe

760

Gly

Ala

Asp

Ala

Ala

Ala

665

Tyr

Pro

Val

Gln

Val

745

Glu

Val

Ser

Asp

Ala

Phe

650

Tyr

Gly

Val

Pro

Gln

730

Gly

Gln

Arg

Gly

Tyr

Ser

635

Pro

Gly

Gly

His

Pro

715

His

Val

Gln

Lys

Gln

Glu

620

Tyr

Leu

Ala

Tyr

His

700

Asn

His

Gly

Gln

Thr
780

Lys

605

Ala

Tyr

Gln

Gln

Glu

685

Gln

Gln

His

Val

Arg

765

Cys

Cys

Glu

Thr

Leu

Pro

670

Gly

Gln

Thr

His

Gly

750

Lys

Tyr

Leu

Ala

Gln

Ala

655

Ile

Met

Ala

Val

His

735

Val

Asp

Ser

Lys

Tyr

Leu

640

Val

Gln

Ala

Ser

Thr

720

Phe

Gly
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X: de particular relevancia
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A61K, GO1N

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biusqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de

blusqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, EMBASE, BIOSIS, MEDLINE, NPL

Informe sobre el Estado de la Técnica (hoja adicional)

Pagina 2/4




OPINION ESCRITA

Ne¢ de solicitud: 200900052

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 09.09.2010

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

Si
NO

si
NO

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

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita)
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200900052

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
Do1 Yan Hong-Tao et al. "Overexpression of SOX15 inhibits proliferation 31-12-2007

of NT2/D1 cells derived from a testicular embryonal cell carcino-
ma". Molecules and cells. 31.12.2007. Vol. 24. N°. 3. Paginas 323
- 328. ISSN 1016-8478 (Print).

D02 Guo Lizheng et al. "Sox7 is an independent checkpoint for beta- 2008
catenin function in prostate and colon epithelial cells". Molecular
Cancer Research. Sep. 2008. Vol. 6. N°. 9. P4ginas 1421-1430.
ISSN 1541-7786.

D03 Masaru Katoh et al. "WNT/PCP signaling pathway and human can- 01-01-2006
cer". Oncology reports. 01.01.2006. Vol. 14. N°. 6. Pagians 1583-
1588.

D04 WO 2006128025 A2 (CHILDRENS HOSP MEDICAL CENTER) 30-11-2006
30.11.2006.

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 la generacion de un modelo para el estudio de la formacion de tumores epiteliales en los discos
del ala de Drosophila, en base al descubrimiento de que la expresion de la proteina SoxF, en Drosophila bloquea el efecto
sobre-proliferativo inducido por la sobre-expresion de una sefal constitutiva de la via Wnt-Armadillo/beta catenina.

En base a este descubrimiento se reivindica el uso de la proteina SoxF (Sox15) de Drosophila melanogaster en:
1) La preparacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

2) Bloquear la sefial Wnt relacionada con la progresion del cancer

3) La preparacion de un medicamento para bloquear la proliferacion de células cancerigenas.

Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulgan el uso de la proteina SoxF de Drosophila para los usos que se
reivindican, por lo que las reivindicaciones 1-3 serian nuevas, segin se menciona en el art. 6 de la LP .

D01, como documento del estado de la técnica mas cercano al objeto de la invencion, describe el papel que juegan algunos
miembros de la familia de las proteinas SOX en la regulacién de la proliferacion celular. En concreto se muestra el papel que
tiene la sobreexpresion de Sox 15 sobre la inhibicién del crecimiento en células NT2/D1 extraidas de células de carcinoma
testicular humano. La diferencia entre D01 y el objeto de la invencion reflejado en las reivindicaciones 1-3 seria la procedencia
de SoxF. El efecto técnico seria la generacion de un modelo para el estudio de la formaciéon de tumores en Drosophila. Por
tanto, el problema que plantea la presente invencion seria la provisién de un modelo para el estudio de tumores basado en la
familia de proteinas SOX. La reivindicacion 2 ofrece una solucién al problema planteado ya que muestra la utilidad de SoxF de
Drosophila en el bloqueo de la proliferaciéon celular mediado por la via Wnt/beta-catenin. Esa solucién no se deriva de manera
obvia del estado de la técnica, pues aunque D02 muestra la relacion de Sox7 en la proliferacion celular mediada por la via
Wnt y beta-catenina, no da ninguna indicacion de la cdmo funciona ese mecanismo en Drosophila. Asi pues, la reivindicacion
2 tendria actividad inventiva, segun lo mencionado en el art. 8 de la LP.

Sin embargo las reivindicaciones 1, 3 no resuelve el problema fruto de la diferencia entre D01 y el objeto de la solicitud. Tales
reivindicaciones se refieren a la mera expresion de un propésito, que no encuentra base clara en la descripcion, como es el
de, una vez descubierto un mecanismo de accién de una proteina basada en el crecimiento celular, expresar el deseo de
que se pueda utilizar la misma en la preparacion de un medicamento contra el cancer. Es obvio para el experto en la materia
que el estudio de modelos de inhibicion de proliferacion celular, pueda encontrar como propdsito final la posible aplicacion
de la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer. Asi pues, tales reivindicaciones carecerian de actividad
inventiva.
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