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@Resumen:

Uso de fotoliasa para la reduccion o mejora del
campo de cancerizacion subclinico asociado a la
gueratosis actinica.

La presente invencion se refiere al uso de enzimas
del tipo fotoliasa para reducir o mejorar el campo de
cancerizacién cutaneo subclinico que se asocia a la
gueratosis actinica o al cancer de piel no melanoma
(NMSC) y a métodos para el tratamiento terapéutico
del campo de cancerizacion subclinico que se asocia
a la queratosis actinica y/o al cancer de piel no
melanoma (NMSC).
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DESCRIPCION

USO DE FOTOLIASA PARA LA REDUCCION O MEJORA DEL CAMPO DE
CANCERIZACION SUBCLINICO ASOCIADO A LA QUERATOSIS
ACTINICA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al uso de enzimas del tipo fotoliasa para reducir o
mejorar ¢l campo de cancerizacion cutaneo subclinico que se asocia a la queratosis
actinica o al cancer de piel no melanoma (NMSC) y a métodos para el tratamiento
terapéutico del campo de cancerizacidn subclinico que se asocia a la queratosis actinica

y/o al cancer de piel no melanoma (NMSC).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La queratosis actinica se define como una neoplasia maligna de los queratinocitos
epidérmicos desencadenada por la exposicidn a la radiacion ultravioleta y representa
una etapa inicial en el proceso continuo desde la proliferacion de queratinocitos atipicos
hasta el desarrollo de un cancer de piel no melanoma (NMSC) (non melanoma skin
cancer).

Se conoce desde hace tiempo que el desarrollo de la queratosis actinica viene
acompaifiado y frecuentemente precedido de alteraciones subclinicas en la epidermis que
circunda o va a circundar a la lesion de queratosis actinica. Dichas alteraciones
subclinicas conforman lo que ha venido en denominarse como campo de cancerizacion
subclinico. Se ha observado que existe una elevada probabilidad de que se desarrollen
lesiones de queratosis actinica y/o un cancer de las cé¢lulas escamosas en el campo de
cancerizacion (Boudewjin, J.M. et al. 2003. A Genetic Explanation of Slaughter’s
Concept of Field Cancerization: Evidence and Clinical Implications. Cancer Research
63:1727-1730). Se conoce como campo de cancerizacidon cutaneo el area de la piel que
comparte un riesgo genético de desarrollar carcinomas cutdneos debido al dafio
producido por la radiacidn ultravioleta. En ¢l podemos encontrar areas en las que ya
existe lesidn de queratosis actinica o de cancer de piel no melanoma y que muestran
dafio a nivel celular (p.e. atipia celular) o histologico (p.c. paraqueratosis) pero también
arcas morfoldgicamente normales en las que podemos identificar a nivel molecular los

mismos cambios genéticos inducidos por la luz ultravioleta que caracterizan los


MCEPEDAR
Texto escrito a máquina
  DESCRIPCIÓN

MCEPEDAR
Texto escrito a máquina


10

15

20

25

30

ES 2402 523 Al

carcinomas escamosos cutdneos, p.c. mutaciones o cambios en la expresion del gen
TP53 (Padilla, R.S. et al. 2010. Gene Expression Patterns of Normal Human Skin
Actinic Keratosis, and Squamous Cell Carcinoma. Arch. Dermatol. 146(3):288-293). En
la presente invencidén entendemos como campo de cancerizacion subclinico aquella
zona de la piel que presentando los cambios genéticos antes mencionados no presenta
lesion de queratosis actinica ni de cancer de piel no melanoma.

Por ello existe desde hace tiempo interés por encontrar terapias que sean capaces
de reducir el campo de cancerizacidén subclinico y, opcionalmente, también las lesiones
de queratosis actinica y/o cancer de piel no melanoma (NMSC) ya presentes. Uno de los
tratamientos mas comunes es la aplicacidn topica de una crema de Imiquimod al 5%. La
aplicacién de dicha crema provoca una respuesta inflamatoria en el campo de
cancerizacidn mientras que no provoca dicha reaccidn en las células normales indicando
una reaccidn especifica con las células alteradas.

Por otro lado se ha descrito el uso de enzimas de tipo fotoliasa para reparar los
dafios causados al ADN por la radiacion ultravioleta, mas concretamente para eliminar
los dimeros de bases pirimidinicas (CPDs) que se producen al ser expuesta la picl a la
radiacion ultravioleta (Stege, H. 2001. Effect of xenogenic repair enzymes on
photoimmunology and photocarcinogenesis. Journal of Photochemistry 65:105-108).
Segun dicho articulo la aplicacidn tépica de fotoliasa ademds de la eliminacidn de los
dimeros de bases pirimidinicas, permitié reducir la inmunosupresion inducida por
radiacion UVB.

En el mercado también se pueden encontrar cremas protectoras solares
(ERYFOTONA® AK-NMSC de ISDIN, S.A.) que contienen liposomas de fotoliasa y
que se recomiendan para prevenir la aparicién de queratosis actinica y cancer de piel no
melanoma.

No obstante no existia hasta la fecha ninguna evidencia que la aplicacion topica de
fotoliasa permita reducir o mejorar el campo de cancerizacion cutdneo subclinico que se

asocia con la queratosis actinica y/o el cancer de piel no melanoma (NMSC).

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al uso de enzimas del tipo fotoliasa para reducir o

mejorar ¢l campo de cancerizacion cutaneo subclinico que se asocia a la queratosis
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actinica y/o al cancer de piel no melanoma (NMSC) y a métodos para el tratamiento
terapéutico del campo de cancerizacion cutdneo subclinico que se asocia a la queratosis
actinica y/o al cancer de piel no melanoma (NMSC). Los métodos de tratamiento que
reducen el campo de cancerizacion subclinico son de particular utilidad para la
prevencidn de la queratosis actinica y/o del cadncer de piel no melanoma (NMSC) en
pacientes que ya han manifestado dichas patologias con anterioridad, ya que
particularmente en dichos pacientes la presencia de un campo de cancerizacion
subclinico aumenta la probabilidad de desarrollar nuevas lesiones de queratosis actinica

y/o del cancer de piel no melanoma (NMSC).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han descubierto que la aplicacidn tépica de fotoliasa en pacientes
humanos permite no inicamente reducir las lesiones de queratosis actinica y/o cancer de
piel no melanoma, sino también reducir o mejorar el campo de cancerizacion cutaneo
subclinico que se asocia a dichas lesiones. Se entiende por mejora del campo de
cancerizacion el aumento del nivel de expresidn, por parte de las células epidérmicas
que integran el campo de cancerizacion, de determinados mediadores, p.e. p53, y genes,
en particular de uno o mas de los siguientes genes: TP53, PPPIR14A y WDR72 lo cual
se traduce en una disminucién de una o mas de las siguientes alteraciones patologicas a
nivel celular, sub-celular o molecular: hipertrofia de la epidermis, disminucién del
espesor de la epidermis, atipia focal y/o difusa, inflamacién focal,... Se entiende por
reduccion del campo de cancerizacidn, la disminucion del area de la piel que presenta
niveles de expresion alterados por parte de las células epidérmicas que integran el
campo de cancerizacion, de determinados genes, en particular niveles de expresion
alterados de TP53, niveles de expresion disminuidos de PPP1R14A y niveles de
expresion disminuidos de WDR72, en relacion a los niveles de expresion en la piel
sana. La reduccion o mejora del campo de cancerizacion cutdneo subclinico es de
particular relevancia ya que se conoce que la probabilidad de desarrollar queratosis
actinica y/o cancer de piel no melanoma en dicho campo de cancerizacion subclinico es
mas elevada que la probabilidad de que dichas patologias se desarrollen en tejido

epidérmico sano.
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El campo de cancerizacidn cutaneo subclinico es una zona de la epidermis que
sufre alteraciones subclinicas frecuentemente causadas por su exposicion a la radiacion
ultravioleta y que habitualmente circunda o va a circundar a la lesién de queratosis
actinica y/o cancer de piel no melanoma una vez que estas se desarrollen. El diagnostico
clinico de la queratosis actinica suele realizarse mediante la inspeccion visual de las
lesiones, opcionalmente acompafiada de una inspeccion dermatoscdpica de las mismas.
En este sentido en la presente invencidon se entiende que existen signos clinicos de
queratosis actinica cuando la piel presenta alteraciones detectables a simple vista o
mediante el uso de un dermatoscopio y que, cuando las alteraciones no son detectables
mediante los medios antes mencionados, nos encontramos ante un cuadro subclinico. Es
decir que en el campo de cancerizacion cutdneo subclinico, las alteraciones a nivel
celular y/o tisular no son detectables a simple vista ni mediante el uso de un
dermatoscopio aunque si pueden evidenciarse mediante técnicas con alta definicidn,
como microscopia confocal, y/o técnicas que precisan de la extraccion de una muestra
del tejido a analizar. Dicho campo de cancerizacidon cutdnco subclinico se caracteriza
por que las células epidérmicas que lo componen presentan niveles de expresion
alterados de determinados genes, en relacion a los niveles de expresion de dichos genes
en el tejido cutdneo sano (es decir que no presenta alteraciones histopatologicas), en
particular niveles de expresion alterados de uno o més de los siguientes genes: TP53,
PPP1R14A y WDR72. La determinacion de dichos niveles de expresion puede
realizarse por e¢jemplo mediante la técnica de “arrays” de ARN.

El gen PPP1R14A (UniGene Hs.631569) codifica para la subunidad reguladora
(inhibidora) 14A de la proteina fosfatasa 1, (PPP1R14A). El gen WDR72 (UniGene
Hs.122125) codifica para la proteina 72 que contiene repeticiones WD. El gen TP53
codifica para la tumor proteina p53 (UniGene Hs.654481) codifica para el antigeno
tumoral celular p53.

Los inventores han encontrado sorprendentemente que la aplicacion de
composiciones tépicas que comprenden fotoliasa modifica el nivel de expresion, por
parte de las células epidérmicas que integran el campo de cancerizacién, de
determinados genes, en particular de uno o més de los siguientes genes: TP53,
PPP1IR14A y WDR72 lo cual constituye un signo de la mejora del campo de
cancerizacion. En particular la aplicacidon de composiciones topicas que comprenden

fotoliasa aumenta ¢l nivel de expresién de uno o mdas de los siguientes genes:
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PPP1R14A y WDR72. Las fotoliasas (EC 4.1.99.3) son enzimas reparadores del ADN
capaces de escindir los dimeros de pirimidina que se forman cuando el ADN se expone
a la radiacion ultravioleta. Para realizar dicha escision las fotoliasas precisan ser
expuestas a luz visible.

Las fotoliasas estan disponible comercialmente y métodos para su preparacion y
purificacion se encuentran descritos por ejemplo en el libro DNA REPAIR: A
LABORATORY MANUAL OF RESEARCH PROCEDURES editado por E. Friedberg
y P.C. Hanawalt y publicado por Marcel Dekker, Nueva York, Volumen I, parte A y en
la solicitud de patente europea namero 0 423 214 A. El producto Photosomes®
comercializado por AGI Dermatics es un ejemplo de fotoliasas en forma de liposomas
que se encuentra disponible comercialmente.

En un aspecto la presente invencion se dirige al uso de fotoliasa para la
preparacion de una composicion tdpica para la reduccion o mejora del campo de
cancerizacidn cutaneo subclinico en un paciente humano.

En otro aspecto la presente invencion se dirige al uso de fotoliasa para la
preparacion de una composicion topica para reducir el riesgo de desarrollar lesiones de
queratosis actinica y/o cancer de piel no melanoma (NMSC) en pacientes humanos que
ya han manifestado dichas patologias con anterioridad o que ya presentan dichas
lesiones. En el caso de pacientes que ya presentan queratosis actinica y/o cancer de piel
no melanoma (NMSC) se reduce el riesgo de desarrollar nuevas lesiones.

En otro aspecto la presente invencion se dirige a un método para reducir o mejorar
el campo de cancerizacidn cutdneo subclinico que comprende la aplicacidn tdpica en el
campo de cancerizacidon cutdneo de una composicion topica que comprende fotoliasa.

En otro aspecto la presente invencion se dirige a un método para reducir el riesgo
de desarrollar lesiones de queratosis actinica y/o cancer de piel no melanoma (NMSC)
en pacientes humanos que ya han manifestado dichas patologias con anterioridad o que
ya presentan dichas lesiones que comprende la aplicacion en el campo de cancerizacion
de una composicién tdpica que comprende fotoliasa.

En una realizacién de la presente invencion se usa la fotoliasa para la preparacion
de una composicion tépica para la reduccion o mejora del campo de cancerizaciéon
cutdneo subclinico y/o para reducir el riesgo de desarrollar lesiones de queratosis
actinica y/o cancer de piel no melanoma (NMSC) en pacientes que padecen Xeroderma

Pigmentosum.
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En otra realizacion de la presente invencidon la composicion topica comprende
fotoliasa incorporada en liposomas, preferiblemente en liposomas que comprenden
fosfolipidos y méas preferiblemente en liposomas que comprende una mezcla de
fosfolipidos sensibles al pH tales como la fosfatidiletanolamina y fosfolipidos no
sensibles al pH tales como la fosfatidilcolina y opcionalmente otros lipidos no
fosforilados tales como el hemisuccinato de colesterilo.

En otra realizaciéon de la presente invencion las fotoliasas se escogen entre las
fotoliasas, preferiblemente las deazaflavin fotoliasas obtenidas de cianobacterias,
preferiblemente del género Anacystis nidulans. Se entiende por deazaflavin fotoliasas
aquellas fotoliasas que, ademas de utilizar el FADH™ como cofactor, utilizan como
cofactor adicional la 8-hidroxi-7,8-didemetil-5-deazariboflavina (8-HDF).

En una realizacion preferida la fotoliasa se utiliza en forma de liposomas
comercializados por AGI Dermatics bajo la marca comercial Photosomes”.

En otra realizacion de la presente invencion la composicion de tdpica de fotoliasa

comprende ademas filtros UV.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de fotoliasa para la preparaciéon de una composicidn tdpica para la reduccion o

mejora del campo de cancerizacion subclinico asociado a la queratosis actinica o al

cancer de piel no melanoma en un paciente humano.

. Uso de fotoliasa para la preparacion de una composicion tdpica para reducir o

mejorar el riesgo de desarrollar lesiones de queratosis actinica y/o cancer de piel no
melanoma (NMSC) en pacientes humanos que ya han manifestado dichas patologias

con anterioridad o que ya presentan dichas lesiones.

. Uso de acuerdo con la reivindicacioén 1 en el que el paciente padece Xeroderma

Pigmentosum.

. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la

composicion contiene fotoliasa incorporada en liposomas.

. Uso de acuerdo con la reivindicacion 4 en ¢l que los liposomas comprenden

fosfolipidos.

. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la

fotoliasa es una deazaflavin fotoliasa.

. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la

fotoliasa se obtiene a partir de cianobacterias.
Uso de acuerdo con la reivindicacidn 7 en el que las cianobacterias son del género

Anacystis nidulans.

. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que la

composicidn topica comprende ademas filtros UV.
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A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.
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2. Declaracion motivada segin 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 de patente describe y reivindica el uso de la enzima fotoliasa para preparar una composicion tépica
para la reduccion o mejora del campo de cancerizacion subclinico asociado a la queratosis actinica o al cancer de piel no
melanoma, y para reducir o mejorar el riesgo de desarrollar lesiones de estas enfermedades en pacientes humanos. Se
reivindica la fotoliasa incorporada en liposomas que comprenden fosfolipidos, y se trata de una deazaflavin fotoliasa
obtenida de la cianobacteria Anacystis nidulans. La composicion topica, ademas, comprende filtros ultravioleta (UV).

El documento D01 se considera el mas cercano del estado de la técnica. Divulga los usos de la enzima fotoliasa tal y como
estan reivindicados en la solicitud, por lo que este documento afecta la novedad de las reivindicaciones 1 a 9 de la solicitud
segun los articulos 6.1 y 6.3 de la Ley de Patentes (D01 tiene fecha de presentacion anterior a la de la solicitud de patente,
aunque ha sido publicada en fecha posterior).

Se han encontrado varios documentos en el estado de la técnica que divulgan el uso de la fotoliasa para prevenir y tratar
dafos en la piel causados por exposicion a la luz ultravioleta, y, por ello, para tratar lesiones de queratosis actinica y cancer
de piel no melanoma.

A efectos de este informe, se ha interpretado la expresién “reduccion o mejora del campo de cancerizacion subclinico” de la
reivindicacion 1 a la luz de la descripcion, y se ha entendido como tal la definicion dada por el solicitante en la pagina 3 de la
solicitud, lineas 16 a 28. Es decir, una mejora del campo de cancerizacion seria el aumento del nivel de expresién de los
genes TP53, PPP1R14A y WDR72 en las células epidérmicas que integran este campo de cancerizacion, y una reduccion
del campo de cancerizacién seria una disminucion del &rea de piel que presenta niveles alterados de estos tres genes en las
células epidérmicas, concretamente, una alteracién de los niveles de TP53, y una disminucion de los niveles de PPP1R14A
y WDR72.

Atendiendo a esta interpretacion de la reivindicacion 1, los documentos D02 a DO5 citados no indican ninguna relacién entre
la aplicacion topica de fotoliasa y la alteracion de los niveles de expresion de los genes TP53, PPP1R14A y WDR72.
Tampoco permiten al experto en la materia deducir de forma evidente ese efecto de la fotoliasa. Por consiguiente, estos
documentos no afectan la novedad de las reivindicaciones 1 a 9, ni la actividad inventiva de las reivindicaciones 1y 3 de la
solicitud, segun los articulos 6 y 8 de la Ley de Patentes, respectivamente. Sin embargo, estos documentos afectan la
actividad inventiva de las reivindicaciones 2 y 4 a 9 de la solicitud, como se explica a continuacion.
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En el documento D02 se describen una serie de posibles tratamientos para prevenir y tratar el cancer de piel no melanoma y
la queratosis actinica. Entre otros, menciona que la fotoliasa obtenida de Anacystis nidulans y encapsulada en una locion
liposomal disminuye los dafios causados por la luz UV y es, por ello, Gtil para el tratamiento de las enfermedades antes
mencionadas. El documento incluye también el uso de protectores solares con este fin, y la posibilidad de combinar varios
agentes preventivos. Por tanto, la informacién contenida en D02 afecta la actividad inventiva de las reivindicaciones 2, 4, 7, 8
y 9 de la presente solicitud, segun el articulo 8 de la Ley de Patentes. Ademas, ya que es ampliamente conocido en el estado
de la técnica que los liposomas contienen fosfolipidos (como se puede ver en los documentos D03 y D06, comentados mas
adelante), y que es evidente que si se obtiene la fotoliasa de Anacystis nidulans, sera una deazaflavinfotoliasa (ver
documento D05, més adelante), las reivindicaciones 5 y 6 de la solicitud tampoco cumplen el requisito de actividad inventiva
del articulo 8 de la Ley de Patentes. En resumen, ninguna de las reivindicaciones 2 ni 4 a 9 de la solicitud tienen actividad
inventiva a la luz de lo divulgado en el documento D02.

En el documento D03 encontramos la utilidad de la fotoliasa de Anacystis nidulans, encapsulada en liposomas que
comprenden fosfolipidos, para la reparacién de los dafios causados en piel irradiada con luz UV. En consecuencia, el
documento propone la aplicacion topica de la enzima, combinada con protectores solares, para el tratamiento y prevencion
de los carcinomas provocados por esta irradiacion, como son los reivindicados en la solicitud. Por ello, el documento D03
afecta la actividad inventiva de las reivindicaciones 2 y 4 a 9 de la solicitud, segun el articulo 8 de la Ley de Patentes.

También en el documento D04 se describe el tratamiento y prevenciéon de carcinoma de células escamosas y queratosis
actinica con T4 endonucleasa o con fotoliasa (obtenida de Anacystis nidulans y aplicada tépicamente en una formulacion
liposomal), que reparan los dafios causados en el ADN por exposicion a la luz ultravioleta. Por tanto, el documento D04
afecta la actividad inventiva de las reivindicaciones 2 y 4 a 8 de la solicitud, segun el articulo 8 de la Ley de Patentes.

Igualmente, en el documento DO5 se emplea una deazaflavin fotoliasa para reparar los dimeros inducidos en el ADN por la
radiacion UV en un cultivo celular de queratinocitos humanos, y se propone su utilizacién como componente adicional de los
protectores solares para reducir el riesgo de desarrollar tumores de piel. En consecuencia, el documento DO5 afecta la
actividad inventiva de las reivindicaciones 2, 4 a 6 y 9 de la presente solicitud, segun el articulo 8 de la Ley de Patentes.

En el documento D06 se emplea la fotoliasa de Anacystes nidulans, encapsulada en liposomas formados por tres tipos de
fosfolipidos y combinada con filtros solares, como cosmético de efecto reparador para la piel. Puesto que en este documento
no se menciona un uso terapéutico como antitumoral de la enzima, se considera D06 como un documento cercano del estado
de la técnica de la solicitud, pero que no afecta la novedad ni la actividad inventiva de las reivindicaciones 1 a 9 de la
solicitud, segun los articulos 6 y 8 de la Ley de Patentes, respectivamente.
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