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DESCRIPCION

P53 natural como biomarcador para el tratamiento con inhibidores de mTOR en combinaciéon con un agente
citotéxico.

La presente invencion se refiere a biomarcadores para determinar la sensibilidad de enfermedades proliferativas
tales como cancer a agentes terapéuticos, en particular inhibidores de mTOR en combinacién con un agente
citotoxico.

Un nuimero de inhibidores de mTOR tienen potentes propiedades antiproliferativas que los hacen utiles para la
quimioterapia del cancer, particularmente de tumores sélidos, especialmente de tumores sélidos avanzados. Los
inhibidores de mTOR también se han combinado con ciertos agentes citotoxicos para mejorar adicionalmente la
eficacia del tratamiento o para reducir los efectos secundarios, p. ej. como se divulga en WO 02/66019. Sin
embargo, todavia hay una necesidad de un uso mas dirigido de una terapia combinada basada en inhibidores de
mTOR, que requiere la identificacion de pacientes que son propensos a responder al tratamiento con tales agentes
combinados. Segun esto, hay una necesidad de biomarcadores Utiles, p. €j., en pruebas clinicas, que sean capaces
de predecir la capacidad de respuesta de una enfermedad proliferativa benigna o maligna, p. €j. un tumor en un
paciente, al tratamiento con un inhibidor de mTOR asociado con un agente citotdxico.

Sorprendentemente, se ha encontrado que la presencia de un gen supresor de tumores de p53 natural (por otra
parte también conocido como el gen TP53) es un biomarcador Gtil que pronostica la sensibilidad de enfermedades
proliferativas al tratamiento con una combinacién de un inhibidor de mMTOR con un agente citotéxico. En particular,
se ha encontrado que la presencia de un gen de p53 natural en lineas celulares de cancer humano se correlaciona
bien con la destruccion celular/muerte celular programada/apoptosis incrementadas resultantes del tratamiento con
un inhibidor de mTOR en combinacién con un agente citotéxico que dafia o afecta a la integridad del ADN. De ahi
qgue los inhibidores de mTOR combinados con un agente citotoxico sean mas propensos a mostrar un efecto
antiproliferativo/de destruccion celular mas significativo cuando se usan para tratar células cancerosas que retienen
p53 natural. La proteina p53 (codificada por el gen TP53) es un supresor de tumores que representa un papel
principal en la regulacion de la interrupcién del ciclo celular, la senescencia, la diferenciacion y la muerte celular
programada/apoptosis en células de mamifero. En particular, la ruta de p53 induce la interrupcion del ciclo celular
y/o la apoptosis en células de mamifero expuestas a estrés (p. ej. dafio al ADN, estrés oncogénico, hipoxia, falta de
sefiales de supervivencia). Se producen mutaciones en TP53 aproximadamente en la mitad de todos los canceres
humanos, y la capacidad para inducir una respuesta a p53 estd comprometida en muchas células cancerosas
(Vousden y Lu, Nature Reviews, 2002,2:594-604). La secuencia de p53 humana (mMARN [secuencia codificante;
1.182 nucledtidos] y la proteina [393 aminoacidos]) esta disponible bajo los nimeros de registro del GenBank NM
000546 o P04637. La secuencia completa del gen TP53 humano esta disponible con el numero de registro del
GenBank U94788.

Segun esto, la presente invencion se basa en la determinacion de la presencia de un gen de p53 (TP53) natural en
células que tienden a una proliferacion anormal.

La presente invencion proporciona en un aspecto el uso de la presencia de gen de p53 (TP53) natural (en oposicion
a la ausencia, deficiencia o supresién del gen de p53 [TP53] o la presencia de un gen de p53 [TP53] mutado) como
un biomarcador para determinar la sensibilidad de una enfermedad proliferativa al tratamiento con un inhibidor de
mTOR en combinacién con un agente citotoxico.

Por gen de p53 (TP53) natural se entiende no solo los intrones y exones sino también regiones reguladoras
asociadas con, y fisicamente cercanas a, los intrones y exones, particularmente las 5’ al exdbn méas 5'. Incluye, p. €j.,
la secuencia de ADN de longitud completa del gen natural y opcionalmente sustituciones (incluyendo inversiones) de
nucleétidos, inserciones y supresiones de codones, con tal de que exprese la proteina p53 natural o un equivalente
funcional de la misma, p. ej. una proteina p53 funcional que retenga sus propiedades inductoras de la apoptosis. A la
inversa, la ausencia, deficiencia, supresién o mutacion del gel de p53 (TP53) significa cambios genéticos y
epigenéticos, p. ej. amplificacion, metilacion, polimorfismos, mutaciones, supresiones, inversiones o traslocaciones
de nucleétidos y pérdida de heterocigoticidad (LOH, por sus siglas en ingles) que da como resultado pérdida de
expresion del gen de p53 (TP53) o expresion de un gen mutado que, p. €j., da como resultado la expresién de una
proteina p53 mutada que ya no retiene propiedades inductoras de la apoptosis.

En un aspecto adicional la invencién proporciona un método para determinar la sensibilidad de una enfermedad
proliferativa en un sujeto al tratamiento con un inhibidor de mTOR en combinacién con un agente citotoxico, que
comprende determinar el estado de p53 (TP53) (natural frente a mutante o deficiente/ausente) en una muestra
derivada del sujeto.

En otro aspecto la invenciéon proporciona un método para seleccionar sujetos que sufren una enfermedad
proliferativa para el tratamiento con un inhibidor de mTOR en asociacién con un agente citotéxico, que comprende
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determinar la sensibilidad de la enfermedad proliferativa al tratamiento combinado en cada sujeto mediante un
método como el descrito anteriormente, y seleccionar aquellos sujetos que retienen un gen de p53 (TP53) natural
para dicho tratamiento combinado.

El término "inhibidor de mTOR", segln se usa en la presente memoria, incluye, pero no se limita a, rapamicina
(sirolimus) o un derivado de la misma. La rapamicina es un antibiético macrélido conocido producido por
Streptomyces hygroscopicus. Derivados adecuados de rapamicina incluyen, p. €., compuestos de formula A

en la que
R1aa €S CH3 0 alquinilo Cs.,
R2aa €s H 0 -CH2-CH,-OH, 3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-metil-propanoilo o tetrazolilo, y
Xaa €S =0, (H,H) o (H,OH)
con tal de que R2a, sea distinto de H cuando Xaa sea =0 y Riaa Sea CHs.

o un profarmaco de los mismos cuando R2aa Sea -CH2-CH»-OH, p. €j. un éter fisiologicamente hidrolizable de
los mismos.

Compuestos de formula A se divulgan, p. ej., en WO 94/09010, WO 95/16691, WO 96/41807, USP 5.362.718 o WO
99/15530 que se incorporan en la presente memoria mediante referencia. Se pueden preparar como se divulga o por
analogia con procedimientos descritos en estas referencias.

Derivados de rapamicina de férmula | representativos son, p. ej., 32-desoxorapamicina, 16-pent-2*-iniloxi-32-
desoxorrapamicina, 16-pent-2-iniloxi-32(S o R)-dihidro-rapamicina, 16-pent-2-iniloxi-32(S o R)-dihidro-40-O-(2-
hidroxietil)-rapamicina, 40-[3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-metilpropanoato]-rapamicina (también llamada CCI779) o 40-
epi-(tetrazolil)-rapamicina (también llamada ABT578). Un compuesto preferido es, p. €j., 40-O-(2-hidroxietil)-
rapamicina divulgada en el Ejemplo 8 en WO 94/09010, o 32-desoxorrapamicina o 16-pent-2-iniloxi-32(S)-dihidro-
rapamicina como las divulgadas en WO 96/41807. Los derivados de rapamicina también pueden incluir los llamados
rapalogos, p. €j. como los divulgados en WO 98/02441 y W0O01/14387, p. ej. AP23573, AP23464, AP23675 o
AP23841. Ejemplos adicionales de un derivado de rapamicina son los divulgados bajo el nombre TAFA-93 (un
profarmaco de rapamicina), biolimus-7 o biolimus-9.

En cada caso, cuando se citen solicitudes de patente o publicaciones cientificas, la materia relativa a los
compuestos se incorpora por la presente en esta solicitud mediante referencia. Asimismo, estan comprendidas las
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, los correspondientes racematos, diastereoisomeros,
enantiomeros, tautdbmeros asi como las correspondientes modificaciones cristalinas de los compuestos divulgados
anteriormente cuando estén presentes, p. ej. solvatos, hidratos y polimorfos, que se divulgan en la presente
memoria. Los compuestos usados como ingredientes activos en las combinaciones de la invencion se pueden
preparar y administrar como se describe en los documentos citados, respectivamente.

El término "agente citotoxico", segln se usa en la presente memoria, es un agente que es dafiino para la estructura
y la funcion de las células, p. €j. que dafa o afecta a la integridad del ADN, y finalmente puede provocar la muestre
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celular, p. €j. un agente antineoplastico, pongamos por caso un agente activo para los microtibulos o especialmente
un farmaco que dafia el ADN, por ejemplo un antimetabolito antineoplastico, un compuesto de platino, un agente
alquilante o un inhibidor de topoisomerasa | o Il. El término "agente citotéxico" también incluye un tratamiento de
irradiacion que provoca dafio al ADN, p. ej. radiacion ionizante, p. ]. yodo radiactivo. Tal tratamiento de irradiacion
también puede estar combinado con la terapia con un agente citotéxico. El término "agente citotdxico" también
incluye uno, dos o mas agente citotoxicos que se pueden administrar en la forma de una terapia en forma de
"coctel".

El término "inhibidor de topoisomerasa [", segln se usa en la presente memoria, incluye, pero no se limita a
topotecan, irinotecan, gimatecan, 9-nitrocamptotecina y el conjugado de camptotecina macromolecular PNU-166148
(compuesto A1 en W0O99/17804). El irinotecan se puede administrar, p. €j., en la forma en la que se comercializa, p.
ej. bajo la marca comercial CAMPTOSAR™. El topotecan se puede administrar, p. €j., en la forma en la que se
comercializa, p. ej. bajo la marca comercial HYCAMTIN™.,

El término "inhibidor de topoisomerasa II", seguin se usa en la presente memoria, incluye, pero no se limita a, las
antraciclinas tales como doxorubicina (incluyendo una formulacién liposémica, p. ej. CAELYX™), daunorubicina,
epirubicina, idarubicina y nemorubicina, las antraquinonas mitoxantrona y losoxantrona, y las podofilotoxinas
etopodsido y teniposido. El etopodsido se puede administrar, p. €j., en la forma en la que se comercializa, p. €j. bajo la
marca comercial ETOPOPHOS™. El tenipdsido se puede administrar, p. €j., en la forma en la que se comercializa,
p. €j. bajo la marca comercial VM 26-BRISTOL™. La doxorubicina se puede administrar, p. €j., en la forma en la que
se comercializa, p. €j. bajo la marca comercial ADRIBLASTIN™. La epirubicina se puede administrar, p. €j., en la
forma en la que se comercializa, p. €j. bajo la marca comercial FARMORUBICIN™. La idarubicina se puede
administrar, p. ej., en la forma en la que se comercializa, p. ej. bajo la marca comercial ZAVEDOS™. La
mitoxantrona se puede administrar, p. €j., en la forma en la que se comercializa, p. ej. bajo la marca comercial
NOVANTRON™,

El término "agente activo para los microtibulos" se refiere a agentes estabilizantes de los microtibulos y
desestabilizantes de los microtubulos, incluyendo, pero no limitados a, taxanos, p. ej. paclitaxel y docetaxel,
alcaloides de la vinca, p. €j., vinblastina, especialmente sulfato de vinblastina, vincristina, especialmente sulfato de
vincristina, y vinorelbina, discodermolidas y epotilonas y derivados de las mismos, p. €j. epotilona B o un derivado de
la misma. El paclitaxel se puede administrar, p. ej., en la forma en la que se comercializa, p. ej. TAXOL™. EI
docetaxel se puede administrar, p. ej., en la forma en la que se comercializa, p. ej. bajo la marca comercial
TAXOTERE™. El sulfato de vinblastina se puede administrar, p. ej., en la forma en la que se comercializa, p. €j. bajo
la marca comercial VINBLASTIN R.P.™. El sulfato de vincristina se puede administrar, p. €j., en la forma en la que
se comercializa, p. €j. bajo la marca comercial FARMISTIN™. La discodermolida se puede obtener, p. €j., como se
divulga en US 5.010.099.

El término "agente alquilante”, segin se usa en la presente memoria, incluye, pero no se limita a, ciclofosfamida,
ifosfamida, melfalan o nitrosourea (BCNU o Gliadel™). La ciclofosfamida se puede administrar, p. €j., en la forma en
la que se comercializa, p. €]. bajo la marca comercial CYCLOSTIN™. La ifosfamida se puede administrar, p. €j., en
la forma en la que se comercializa, p. ej. bajo la marca comercial HOLOXAN™.,

El término "antimetabolito antineoplastico” incluye, pero no se limita a, 5-fluorouracilo, tegafur, capecitabina,
cladribina, citaribina, fosfato de fludarabina, fluorouridina, gemcitabina, 6-mercaptopurina, hidroxiurea, metotrexato,
edatrexato y sales de tales compuestos, y ademas ZD1694 (RALTITREXED™), LY231514 (ALIMTA™), LY264618
(LOMOTREXOL™) y OGT719. La capecitabina se puede administrar, p. €j., en la forma en la que se comercializa, p.
ej. bajo la marca comercial XELODA™. La gemcitabina se puede administrar, p. €j., en la forma en la que se
comercializa, p. €]. bajo la marca comercial GEMZAR™,

El término "compuesto de platino”, seglin se usa en la presente memoria, incluye, pero no se limita a, carboplatino,
cisplatino y oxaliplatino. El carboplatino se puede administrar, p. €j., en la forma en la que se comercializa, p. ej. bajo
la marca comercial CARBOPLAT™. El oxaliplatino se puede administrar, p. ej., en la forma en la que se
comercializa, p. e]. bajo la marca comercial ELOXATIN™.

La enfermedad proliferativa puede ser una enfermedad proliferativa benigna o maligna, p. €j. hiperplasia prostatica
benigna, o una enfermedad neoplastica, preferiblemente una enfermedad proliferativa maligna, p. ej. un cancer, p.
ej. tumores y/o metastasis (donde quiera que estén situados), p. €j. tumores cerebrales y otros tumores del sistema
nervioso central (p. ej. tumores de las meninges, el cerebro, la médula espinal, los nervios craneales y otras partes
del sistema nervioso central, p. €j. glioblastomas o blastomas medulares); cancer de cabeza y/o cuello; tumores de
mama; tumores del sistema circulatorio (p. ej. tumores de corazon, mediastino y pleura, y otros 6rganos
intratoracicos, tumores vasculares y tejido vascular asociado a tumores); tumores del sistema excretor (p. €j. rifién,
pelvis renal, uréter, vejiga urinaria, otros érganos urinarios y érganos urinarios no especificados); tumores del tracto
gastrointestinal (p. ej. es6fago, estbmago, intestino delgado, colon, colorrectal, unién rectosigmoidea, recto, ano y
canal anal), tumores que implican el higado y los conductos biliares intrahepaticos, vesicula biliar, otras partes del
tracto biliar y partes del tracto biliar no especificadas, pancreas, otros 6rganos y organos digestivos); cabeza y
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cuello; cavidad oral (labio, lengua, encia, suelo de la boca, paladar y otras partes de la boca, glandula parétida, y
otras partes de las glandulas salivares, lengua, orofaringe, nasofaringe, seno piriforme, hipofaringe, y otras zonas del
labio, la cavidad oral y la faringe); tumores del sistema reproductor (p. ej. vulva, vagina, cuello uterino, cuerpo
uterino, Utero, ovario y otras zonas asociadas con los 6rganos genitales femeninos, placenta, pene, préstata,
testiculos y otras zonas asociadas con los 6rganos genitales masculinos); tumores del tracto respiratorio (p. €j.,
cavidad nasal y oido medio, senos accesorios, laringe, traquea, bronquio y pulmén, p. ej. cancer de pulmén
microcitico y cancer de pulmén no microcitico); tumores del sistema esquelético (p. ej. hueso y cartilago articular de
los miembros, cartilago articular 6seo y otras zonas); tumores de piel (p. €j. melanoma de piel maligno, cancer de
piel no melanédmico, carcinoma de piel de células basales, carcinoma de piel de células escamosas, mesotelioma,
sarcoma de Kaposi); y tumores que implican otros tejidos incluyendo nervios periféricos y el sistema nervioso
auténomo, tejido conectivo y blando, retroperitoneo y peritoneo, o0jo y anejos, tiroides, glandula suprarrenal y otras
glandulas endocrinas y estructuras relacionadas, neoplasma maligno secundario e inespecifico de los nédulos
linfaticos, neoplasma maligno secundario de los sistemas respiratorio y digestivo y neoplasma maligno secundario
de otras zonas, tumores del sistema sanguineo vy linfatico (p. ej. enfermedad de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano,
linfoma de Burkitt, linfomas relacionados con el sida, enfermedades inmunoproliferativas malignas, mieloma madltiple
y neoplasmas malignos de células plasmaticas, leucemia linfoide, leucemia mieloide aguda o crdnica, leucemia
linfocitica aguda o crénica, leucemia monocitica, otras leucemias de tipo celular especificado, leucemia de tipo
celular no especificado, otros neoplasmas malignos de tejidos linfoide, hematopoyético y relacionados y neoplasmas
malignos de tejidos linfoide, hematopoyético y relacionados no especificados, por ejemplo linfoma de células
grandes difuso, linfoma de células T o linfoma de células T cutaneo). El cancer mieloide incluye, p. €j., leucemia
mieloide aguda o crénica.

Cuando se mencione en la presente memoria anteriormente y posteriormente un tumor, una enfermedad tumoral, un
carcinoma o un céancer, también estan implicadas alteARNtivamente o ademas metastasis en el érgano o tejido
original y/o en cualquier otra localizacién, cualquiera que sea la localizacion del tumor y/o la metastasis.

El término agente citotoxico también puede ser, en el caso de un cancer linfatico o mieloide, p. €j., busulfano,
citarabina, 6-tioguanina, fludarabina, hidroxiurea, procarbacina, bleomicina o metotrexato. Inhibidores de
topoisomerasa I, p. ej. daunorubicina o idarubicina o, particularmente, compuestos que se dirigen a, disminuyen o
inhiben la actividad de PDGFR o de miembros de la familia c-Abl y sus productos de fusion génica, p. ej. imatinib,
inhibidores de farnesiltransferasa, Ara-C, VP-16, tenipdésido, mitoxantrona, carboplatino o midoestaurina se prefieren
como agente citotoxico en el caso de un cancer linfatico o mieloide.

Segun el método de la presente invencion, sujetos que sufren una de tales enfermedades proliferativas se pueden
identificar sistematicamente para predecir su sensibilidad a un tratamiento combinado de inhibidores de mTOR con
un agente citotoxico. El método se puede realizar vitro, p. ej. sobre una muestra de tejido biol6gico derivada del
sujeto. La muestra puede ser cualquier material biolégico separado del cuerpo del mamifero tal como, p. e€j., un
tejido, lineas celulares, plasma o suero, lisado celular o tisular, preferiblemente un tejido tumoral.

El estado del gen de p53 (TP53) se ensaya en la muestra biolégica por cualquier medio técnico basado, p. €j., en el
andlisis de ADN con respecto a cambios genéticos y epigenéticos, p. €j., exploracion de ADN con respecto a la
amplificaciéon, metilacion, polimorfismos, mutaciones nucleotidicas (p. ej., mutaciones de los codones 175Arg,
245Gly, 248Arg, 249Arg, 273Arg, 282Arg u otros), supresiones, inversiones y/o traslaciones nucleotidicas y pérdida
de heterocigoticidad (LOH), el estado de p53 (TP53) se ensaya en las muestras biolégicas por cualquier medio
técnico basado, p. €j., en la expresion de ARN usando, por ejemplo, las técnicas de trasferencia Northern o RT-PCR
0 basadas en, p. ej., expresién/modificaciones de proteinas usando, por ejemplo, la técnica de transferencia
Western, inmunohistoquimica o ELISA, incluyendo inmunoensayos, inmunoprecipitacion y ensayos de electroforesis.

Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos especificos para la proteina p53 o modificaciones postraduccionales de
p53 tales como fosforilacién (p. ej., fosforilacion de Ser46), ubiquitinacion o acetilacion en un formato de
inmunoensayo estandar para medir los niveles de proteina p53/fosforilacion/ubiquitinacién/acetilacion. También se
utilizan ensayos tipo ELISA (enzimoinmunoanalisis de adsorcion), ensayos de tipo inmunoprecipitacion, ensayos de
transferencia Western convencionales y ensayos de inmunohistoquimica que usan, p. €j., anticuerpos monoclonales
o policlonales para determinar los niveles de proteina p53/modificaciones postraduccionales como un biomarcador.

Anticuerpos policlonales y monoclonales especificos para proteina p53/modificaciones postraduccionales se
producen segun métodos de inmunizacidn conocidos o estan disponibles comercialmente (p. €j., n° de catalogo de
Santa Cruz Biotechnology Inc sc6253).

El estado de p53 también se puede medir mediante electroforesis en gel bidimensional (2-D). La electroforesis en
gel 2-D se conoce en la técnica y tipicamente implica enfoque isoeléctrico (IEF, por sus siglas en inglés) a lo largo
de una primera dimension seguido por SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato soédico) a lo largo de una segunda dimensién. Los electroferogramas resultantes se analizan, por
ejemplo, mediante analisis de inmunotransferencia usando anticuerpos.
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La presente invencidon proporciona asi un método para identificar sistematicamente sujetos que sufren una
enfermedad proliferativa a fin de predecir su capacidad de respuesta a un tratamiento combinado con un inhibidor de
mTOR y un agente citotdxico, que comprende determinar el estado de p53 (TP53) mediante un método como el
definido anteriormente.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método para tratar una enfermedad proliferativa en un
sujeto que lo necesite, que comprende determinar el estado del gen de p53 (TP53) o el nivel de expresion y/o
modificaciones postraduccionales de p53 en una muestra derivada del sujeto, mediante un método como el descrito
anteriormente, y tratar al sujeto con un inhibidor de mTOR en combinacion con un agente citotoxico segin esto.

En una realizacion alteARNtiva, la presente invencién proporciona un método para aumentar la actividad de un
agente citotéxico o para vencer la resistencia a un agente citotoxico en un sujeto que lo necesite, que comprende
determinar el estado del gen/la expresiéon de p53 (TP53) en una muestra derivada de un sujeto, mediante un método
como el descrito anteriormente, y administrar a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de
mTOR, bien concomitantemente o bien secuencialmente con dicho agente citotoxico.

El estado de p53 (TP53) en un tejido particular procedente de un sujeto, p. €j. una muestra de tejido tumoral, se
puede comparar con una muestra de referencia, p. ej. una muestra de tejido normal procedente de un sujeto que no
sufre la enfermedad, o una muestra de tejido normal (es decir, no tumoral) procedente del mismo sujeto. El nivel de
estado natural de p53 (TP53) en el que esta indicado el uso de un inhibidor de mTOR en asociacién con un agente
citotéxico es un pronodstico de un efecto terapéutico beneficioso (es decir, un efecto antiproliferativo y/o de
destruccion celular incrementada) de un tratamiento combinado de un inhibidor de mTOR con un agente citotoxico.

Por otra parte, el método se puede usar para ayudar en la seleccién de una dosis apropiada de un agente citotéxico
y/o un inhibidor de mTOR a fin de optimizar individualmente la terapia para cada paciente. Dependiendo del estado
natural de p53 en un paciente, se pueden usar dosis inferiores de los ingredientes activos de la combinacion; por
ejemplo, las dosificaciones a menudo no solo necesitan ser menores sino que también se pueden aplicar menos
frecuentemente, o se pueden usar a fin de disminuir la incidencia de efectos secundarios, mientras se controla la
proliferacién no deseada. Factores a considerar en este contexto incluyen la afeccion particular que se trate, el
mamifero particular que se esté tratando, la condicion clinica del paciente individual, la zona de aporte de los
compuestos activos, el tipo particular de los compuestos activos, el método de administracion, el esquema de
administracion, la gravedad de la afeccion y otros factores conocidos por los profesionales médicos.

Los términos "tratamiento combinado” o "en combinacion con" o "en asociacion con" o similares que se utilizan en la
presente memoria estan destinados a abarcar la administracién del inhibidor de mTOR y el agente citotoxico
seleccionados a un solo paciente, y pretenden incluir regimenes de tratamiento en los que los agentes no se
administran necesariamente mediante la misma ruta de administracién o al mismo tiempo. Por ejemplo, el inhibidor
de mTOR y el agente citotéxico se pueden administrar a un paciente como entidades separadas bien
simultaneamente, bien concurrentemente o bien secuencialmente sin limites de tiempo especificos, en donde tal
administracion proporciona niveles terapéuticamente eficaces de los dos compuestos en el cuerpo.

La cantidad terapéuticamente eficaz de cada componente activo de la combinacién que se va a administrar estara
gobeARNda por consideraciones como las mencionadas anteriormente, y en la cantidad minima necesaria para
prevenir, mejorar o tratar la enfermedad. Tal cantidad esta preferiblemente por debajo de la cantidad que es toxica
para el huésped o que hace al huésped mas predispuesto a infecciones.

Dosis apropiadas de un inhibidor de mTOR, p. €]. segun se divulga en WO 02/66019, son, p. €j., cantidades de
dosificacién diarias del orden de alrededor de 0,1 a 30 mg, p. €j. de alrededor de 0,05 a 20 mg de ingrediente activo
por via oral, como una sola dosis o en dosis divididas o intermitentemente, p. ej. una vez a la semana. La
rapamicina o un derivado de la misma, p. €j. un compuesto de formula A, se puede administrar mediante cualquier
via convencional, en particular enteralmente, p. ej. oralmente, p. €j. en forma de comprimidos, capsulas, soluciones
de bebida, o parenteralmente, p. ej. en forma de soluciones o suspensiones inyectables, que contienen, por ejemplo,
de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 99,9%, preferiblemente de aproximadamente 1% a
aproximadamente 60%, del ingrediente o los ingredientes activos.

El topotecan se puede administrar a un ser humano en un intervalo de dosificacion que varia de aproximadamente 1
ab mg/mzldia. El irinotecan se puede administrar a un ser humano en un intervalo de dosificacion que varia de
aproximadamente 50 a 350 mg/mzldia.

El paclitaxel se puede administrar a un ser humano en un intervalo de dosificacion que varia de aproximadamente
50 a 300 mg/mzldia. El docetaxel se puede administrar a un ser humano en un intervalo de dosificacion que varia de
aproximadamente 25 a 100 mg/mzldl’a.

La ciclofosfamida se puede administrar a un ser humano en un intervalo de dosificacion que varia de
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aproximadamente 50 a 1.500 mg/mzldia. El melfalan se puede administrar a un ser humano en un intervalo de
dosificacién que varia de aproximadamente 0,5 a 10 mg/mzldl'a.

El 5-fluorouracilo se puede administrar a un ser humano en un intervalo de dosificacion que varia de
aproximadamente 50 a 1.000 mg/mzldl’a, p. ej. 500 mg/mzldl’a. La capecitabina se puede administrar a un ser
humano en un intervalo de dosificacion que varia de aproximadamente 10 a 1.000 mg/mzldl’a. El hidrocloruro de
gemcitabina se puede administrar a un ser humano en un intervalo de dosificacion que varia de aproximadamente
1.000 mg/m?/semana.

El carboplatino se puede administrar a un ser humano en un intervalo de dosificacion que varia de aproximadamente
200 a 400 mg/m2 aproximadamente cada cuatro semanas. El cisplatino se puede administrar a un ser humano en un
intervalo de dosificacion que varia de aproximadamente 25 a 75 mg/m2 aproximadamente cada tres semanas. El
oxaliplatino se puede administrar a un ser humano en un intervalo de dosificacion que varia de aproximadamente 50
a 85 mg/m2 cada dos semanas.

El imatinib se puede administrar a un ser humano en una dosificacion en el intervalo de aproximadamente 2,5 a 850
mg/dia, mas preferiblemente de 5 a 600 mg/dia y lo méas preferiblemente de 20 a 300 mg/dia.

Una combinacién preferida para ser usada en un método segun la invencién es, p. ej., una combinaciéon de
rapamicina, 40-[3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-metilpropanoato]-rapamicina o 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina con un
agente citotoxico tal como gemcitabina o cisplatino. Una combinacion alteARNtiva para ser usada en un método
segun la invencion es una combinacion en cantidades sinérgicas de un inhibidor de mTOR con un agente citotoxico,
p. €j. gemcitabina o cisplatino, p. €]. segun se divulga anteriormente.

Preferiblemente, el gen humano es TP53.

Preferiblemente, los métodos de la invencion se realizan sobre células tumorales que presentan un estado natural
de p53 (TP53).

En una realizacién adicional, se ha encontrado sorprendentemente que la destruccidon celular/muerte celular
programada/apoptosis incrementada resultante del tratamiento con un inhibidor de mTOR en combinacién con un
agente citotoxico en células naturales p53 (TP53) esta asociado con una fuerte atenuacion de la regulacion al alza
inducida por citotoxicidad de la expresion de la proteina p21Walf/Cipl (también conocida como CDKN1A, WAF1,
CIP1, SDI1, CAP20, MDA-6, p21), denominada en la presente posteriormente p21.

p21 es un miembro de la familia cip/kip de "inhibidores" ciclina cinasa, que representa un papel en permitir el transito
del ciclo celular asi como prevenir la apoptosis. En el contexto de la presente invencion, esta bien establecida la
funciéon de p21 para detener el crecimiento celular en respuesta a sefales de estrés, p. ej. dafio al ADN, en
respuesta a p53 activada. En efecto, se postula que la expresién incrementada de proteina p21 permite que tales
células estresadas sobrevivan, p. ej. permitiendo que la célula complete el proceso de reparacién de ADN. De ahi
que la atenuacion de la expresion incrementada de p21 en respuesta al tratamiento con citotoxicos pueda promover
la destruccion celular/muerte celular programada/apoptosis (Weiss, Cancer Cell, 2003,4:425-429). La secuencia de
p21 humana (MARN [secuencia codificante: 495 nucleétidos] y el producto proteinico [164 aminoacidos]) esta
disponible bajo el numero de registro del GenBank NM 000389, NM 078467 o AAH01935. La secuencia completa
del gen de p21 humano esta disponible bajo el nimero de registro del GenBank NM 078467.

Por otra parte, algunos pacientes con cancer tienen expresion incrementada de p21 tumoral total o citosélica que se
ha relacionado con un prondstico pobre y una pobre respuesta a la quimioterapia (Weiss, anteriormente). La
determinacién de la expresion de p21 basal en un paciente con cancer también puede permitir seleccionar a los
pacientes para un tratamiento quimioterapéutico especifico, p. ej. basado en terapia de mTOR en combinacion con
uno 0 mas agentes citotdxicos y opcionalmente radioterapia.

El presente Ejemplo ilustra la invencion.
Ejemplo 1

Células tumorales de adenocarcinoma humano A549 naturales que expresan p53 (TP53) (dCCL-185) (American Type
Culture Collection, Rockville, MD., EE. UU. de A.) se siembran a una densidad de 2 x 10 células/100 pl por pocillo
en placas de 96 pocillos y se incuban durante 24 horas a 37°C y CO, al 5%. Las células se incuban con
concentraciones suboptimas de gemcitabina (p. ej. de 5 a 17,5 nM) bien en combinacién con 40-O-(2-
hidroxietil)rapamicina 20 nM o bien con el DMSO como vehiculo de referencia durante 72 horas adicionales. Se
afiade colorante YO-PRO (yoduro YO-PROR-1 [491/509], n° cat. Y3603, Molecular Probes) a las células y se usa un
lector de placas Cytofluor Il Fluorescence para determinar la muerte celular o la citotoxicidad y, después de la lisis
celular, la proliferacion celular relativa. En este ensayo, el inhibidor de mTOR, p. e]. 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina,
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provoca una potenciacion estadisticamente significativa del efecto de destruccion celular de concentraciones
subodptimas de gemcitabina (p<0,05; ANOVA con prueba de Tukey). Se obtienen resultados similares a los
divulgados anteriormente cuando se usa una linea celular natural que expresa p53 (PT53) distinta al
adenocarcinoma pulmonar humano A549, p. ej. células de carcinoma de mama MCF7 humano (HTB-22; American
Type Culture Collection).

Sin embargo, este procedimiento se repite con el uso de lineas celulares tumorales mutadas/deﬂuentes en p53
(TP53), p. €j. células de carcinoma de préstata humano PC3M (sembradas a una densidad de 0,8 x 10° células/100
pl) o células de carcinoma de mama humano MDA-MB231 (sembradas a una densidad de 2 x 10° células/100 pl;
HTB-26; American Type Culture Collection). No se observa una potenciacion notable o constante de la muerte
celular en lineas celulares mutadas/deficientes en p53 (TP53).

Se siembran células A549 a una densidad de 0,1 x 10° células/10 ml por placas de 10 cm y se incuban durante 24
horas a 37°C y CO; al 5%. Las células se incuban con concentraciones suboptimas de gemcitabina (p. €j., de 5 a
12,5 nM) bien en combinacion con 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina 20 nM o bien con DMSO como vehiculo de
referencia durante 72 horas adicionales. Se resuelven extractos celulares correspondientes a 50 pg de proteina total
mediante electroforesis SDS al 8%-PAGE y se realiza un andlisis de inmunotransferencia usando anticuerpos
policlonales de conejo producidos contra Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP) (n° de catalogo de Cell Signalling
Technology 9542). En este ensayo, la presencia del inhibidor de mTOR, p. ej., 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina,
provoca una escisiéon incrementada de PARP (un marcador de la apoptosis) a concentraciones subéptimas de
gemcitabina (en comparaciéon con gemcitabina o el inhibidor de mTOR solos a las mismas concentraciones). Esto
confirma los resultados anteriores de que, en las células A549 naturales que expresan p53 (TP53), la presencia del
inhibidor de mMTOR da como resultado niveles superiores de muerte celular a concentraciones suboptimas de
gemcitabina.

Ejemplo 2

Células de adenocarcmoma pulmonar humano A549 naturales que expresan p53 (TP53) se siembran a una
densidad de 5 x 10° células/100 ul por pocillo en placas de 96 pocillos y se incuban durante 24 horas a 37°C y CO;
al 5%. Las células se incuban con concentraciones subdptimas de cisplatino (p. ej. de 3 a 10 pg/ml) bien en
combinacién con 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina 20 nM o bien con el DMSO como vehiculo de referencia durante 24
horas adicionales. Se realiza el ensayo YO-PRO® como anteriormente para determinar la muerte celular o la
citotoxicidad y, después de la lisis celular, la proliferacion celular relativa. En este ensayo, el inhibidor de mTOR, p.
ej. 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina, provoca una potenciacion estadisticamente significativa del efecto de destruccion
celular de concentraciones subdptimas de cisplatino (p<0,05; ANOVA con prueba de Tukey). El analisis posterior
usando ANOVA biunivoco indica que la interaccion entre RADOO1 y cisplatino era muy significativa (p<0,001). Se
obtienen resultados similares a los divulgados anteriormente cuando se usa una linea celular natural que expresa
p53 (PT53) distinta al adenocarcinoma pulmonar humano A549, p. ej. células de carcinoma de mama MCF7
humano. En el dltimo caso, la incubacién con los compuestos es durante 30 horas.

Sin embargo, este procedimiento se repite con el uso de lineas celulares tumorales mutadas/deficientes en p53
(TP53) p. ej. PC3M (sembradas a una densidad de 3 x 10° células/100 ul) o DU145 (sembradas a una densidad de
5 x 10° células/100 pl; HTB-81; American Type Culture Collection). La incubacién con los compuestos en este caso
es de 22 horas para DU145 o 30 horas para PC3M. No se observa una potenciacién notable o constante de la
muerte celular en lineas celulares mutadas/deficientes en p53 (TP53).

Se siembran células A549 a una densidad de 0,1 x 10° células/10 ml por placas de 10 cm y se incuban durante 24
horas a 37°C y CO; al 5%. Las células se incuban con concentraciones subdptimas de cisplatino (p. €j., de 0,5 a 4
pg/ml) bien en combinacién con 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina 20 nM o bien con DMSO como vehiculo de referencia
durante 24 horas adicionales. Se resuelven extractos celulares correspondientes a 50 pg de proteina total con
electroforesis SDS al 8%-PAGE vy se realiza un analisis de inmunotransferencia usando anticuerpos policlonales de
conejo producidos contra Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP) y p53. En este ensayo, la presencia del inhibidor
de mTOR, p. €j., 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina, provoca una escision incrementada de PARP (un marcador de la
apoptosis) a concentraciones suboptimas de cisplatino (en comparacion con cisplatino o el inhibidor de mTOR solos
a las mismas concentraciones). Esto confirma los resultados anteriores de que, en las células A549 naturales que
expresan p53 (TP53), la presencia del inhibidor de mTOR da como resultado niveles superiores de muerte celular a
concentraciones subéptimas de cisplatino.

El estado de p53 (TP53) predice la sensibilidad de, p. €j., un tumor en un sujeto a una combinacién de un inhibidor
de mTOR con un agente citotoxico. El estado de p53 se puede determinar usando ADN, ARN o proteina obtenidos
de tejido tumoral segin se divulga a fin de predecir la posible capacidad de respuesta a una combinaciéon de un
inhibidor de mTOR con un agente citotoxico.
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Ejemplo 3

Se siembran células A549 y MCF7 naturales que expresan p53 (TP53) a una densidad de 0,3 x 10° y 0,4 x 10°
células/4 ml por placas de 6 cm, respectivamente, y se incuban durante 24 horas a 37°C y CO; al 5%. Las células se
incuban con concentraciones subo6ptimas de cisplatino (p. ej. de 0,5 a 4 pg/ml) bien en combinaciéon con 40-O-(2-
hidroxietil)rapamicina 20 nM o bien con el DMSO como vehiculo de referencia durante 24 horas y 30 horas
adicionales, respectivamente. Se resuelven extractos celulares correspondientes a 30 pg de proteina total con
electroforesis SDS al 15%-PAGE y se realiza un analisis de inmunotransferencia usando anticuerpos monoclonales
de ratdn producidos contra p21 (Oncogene Research Products, Clone EA10, n° de catalogo OP64). En ambas lineas
celulares, el cisplatino solo induce una expresion incrementada de proteina p21 de un modo dependiente de la
concentracion. Notablemente, la presencia del inhibidor de mTOR, p. ej. 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina, atenta la
regulacion al alza inducida por cisplatino de la expresion de proteina p21. En contraste, la expresion de la proteina
Bax, una proteina proapoptotica regulada por p53, no esta afectada no por el agente solo ni en combinacién, en este
ensayo, la expresion de proteina p21 inducida por citotéxicos es inhibida por la presencia del inhibidor de mTOR.
Esto proporciona una explicacion de la destruccion celular/respuesta apoptética aumentada observada con
combinaciones de cisplatino e inhibidor de mTOR.

Ejemplo 4

Se siembran células A549 naturales que expresan p53 (TP53) a una densidad de 0,1 x 10° células/5 ml por placas
de 6 cm y se incuban durante 24 horas a 37°C y CO; al 5%. Las células se dejan sin transfectar o se transfectan
transitoriamente con siARN 100 nM que se tiene como diana siARN de referencia bien de p53 humana (Numero de
registro: NM000546; secuencia diana: 5’-GCA TCT TAT CCG AGT GGA A-3’) o bien de LacZ (Nimero de registro:
M55068; secuencia diana: 5-GCG GCT GCC GGA ATT TAC CTT-3'), usando Oligofectamine (Invitrogen. n° Cat
12252-011). Después de 30 horas de incubacion, las células se incuban con concentraciones crecientes de
cisplatino (p. ej. de 0,5 a 6 pg/ml) durante 24 horas adicionales. Se resuelven extractos celulares correspondientes a
30 pg (p21) y 50 pg (p53 y PARP) de proteina total con electroforesis SDS al 15% (p21) y al 10% (p53 y PARP)-
PAGE, y se realiza un andlisis de inmunotransferencia usando anticuerpos monoclonales de ratén y policlonales de
conejo producidos contra p21 y p53/PARP, respectivamente. El tratamiento con cisplatino de células no
transfectadas o transfectadas de referencia con siARN de LacZ induce la expresion de proteina p53 y p21 de un
modo dependiente de la concentraciéon, con evidencia de escision de PARP (un marcador de la apoptosis) a
concentraciones de cisplatino superiores (de 2 a 6 pg/ml). Notablemente, la atenuacion de la expresion de proteina
p53 inducida por cisplatino se produce en las células transfectadas con siARN de p53, lo que se correlaciona con
una atenuacion drastica de la expresion de p21, la escision de PARP y una pérdida de viabilidad celular. Los mismos
efectos sobre la expresién de p53, la expresiéon de p21 y la escision de PARP también se observan con otros dos
siARN que tienen como diana p53 humana (secuencias diana: 5-GGA AGA CTC CAG TGG TAA T-3'y 5-GAT ATT
GAA CAA TGG TTC A-3"). Estos datos confirman directamente que la destruccion celular/respuesta apoptotica
aumentadas observadas con combinaciones de cisplatino e inhibidor de mTOR estan provocadas a través de
mecanismos dependientes de p53.

Ejemplo 5

Se siembran células A549 naturales que expresan p53 (TP53) a una densidad de 0,1 x 10° células/5 ml por placas
de 6 cm y se incuban durante 24 horas a 37°C y CO; al 5%. Las células se dejan sin transfectar o se transfectan
transitoriamente con siARN 100 nM que tiene como diana siARN de referencia bien de p21 (Nimero de registro:
NMO000389; secuencia diana: 5-GTG GAC AGC GAG CAG CTG A-3’) o bien de LacZ (como anteriormente), usando
Oligofectamine (Invitrogen, N° Cat 12252-011). Después de 30 horas de incubacion, las células se incuban con
concentraciones crecientes de cisplatino (p. ej. de 1 a 2 ug/ml) durante 24 horas adicionales. Se resuelven extractos
celulares correspondientes a 30 pg (p21) y 50 pg (PARP) de proteina total con electroforesis SDS al 15% y al 10%-
PAGE, respectivamente, y se realiza un analisis de inmunotransferencia usando anticuerpos monoclonales de raton
y policlonales de conejo producidos contra p21 y PARP, respectivamente. El tratamiento con cisplatino de células no
transfectadas o transfectadas de referencia con siARN de LacZ induce la expresion de proteina p21 de un modo
dependiente de la concentracion, con evidencia de escision de PARP (un marcador de la apoptosis). Notablemente,
la atenuacion de la expresion de proteina p21 inducida por cisplatino se produce en las células transfectadas con
siARN de p21, lo que se correlaciona con una atenuacién drastica de la escision de PARP. Estos datos confirman
directamente que la atenuacién de la expresion de proteina p21 inducida por citotoxicos es responsable de la
destruccion celular/respuesta apoptética aumentadas observadas con combinaciones de cisplatino e inhibidor de
mTOR.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de la determinacion de la presencia del gen p53, TP53, natural, en oposicion a la ausencia, la deficiencia o la
supresion del gen de p53, TP53, o la presencia de un gen de p53, TP53, mutado en la muestra biol6gica; como un
biomarcador para determinar la sensibilidad de una enfermedad proliferativa al tratamiento con un inhibidor de
mTOR en combinacién con un agente citotoxico.

2. Uso segln la reivindicacion 1, que comprende el uso del analisis del gen de p53, TP53, y el nivel de
expresion/modificacion postraduccional de p53.

3. Un método para determinar la sensibilidad de una enfermedad proliferativa en un sujeto a un tratamiento
combinado con un inhibidor de mTOR y un agente citotdxico, en el que una enfermedad proliferativa en un sujeto es
sensible, si se determina un gen de p53, TP53, natural en la muestra biolégica.

4. Un método para el uso segin cualquier reivindicacion precedente, en el que la enfermedad proliferativa
comprende un cancer.

5. Un método seglin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4, que comprende determinar el estado genético de p53,
TP53 y/o el nivel de expresion de p53.

6. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en el que la muestra se deriva de un tumor del sujeto.

7. Un método para seleccionar sujetos que sufren una enfermedad proliferativa para un tratamiento combinado con
un inhibidor de mTOR y un agente citotoxico, que comprende determinar la sensibilidad de la enfermedad
proliferativa al tratamiento combinado en cada sujeto mediante un método como el descrito en cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 6, y seleccionar los sujetos que muestran estado de p53, TP53, natural para el tratamiento
combinado.

8. Un método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 0 un uso segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el
inhibidor de mTOR comprende rapamicina o un derivado de rapamicina.

9. Un método para el uso segun la reivindicacion 8, en el que el derivado de rapamicina comprende 40-O-(2-
hidroxietil)rapamicina, 40-[3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-metilpropanoato]-rapamicina o 40-epi-(tetrazolil)-rapamicina.

10. Un método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9 0 un uso segln una cualquiera de las
reivindicaciones 1, 2, 8 0 9, en el que el agente citotoxico se selecciona de un antimetabolito antineoplastico, un
compuesto de platino, un agente alquilante, un inhibidor de topoisomerasa | o Il, un agente activo para los
microtubulos e irradiacion.

11. Un inhibidor de mTOR para el uso en el tratamiento de una enfermedad proliferativa en un sujeto que lo
necesite, en el que un inhibidor de MTOR se ha de administrar en combinacion con un agente citotéxico a un sujeto,
cuya muestra bioldgica se esta determinando que muestra estado de p53, TP53, natural por cualquier medio técnico
basado en el analisis de ADNcon respecto a cambios genéticos y epigenéticos, exploracion de ADN con respecto a
amplificaciéon, metilaciéon, polimorfismos, mutaciones nucleotidicas, supresiones, inversiones y/o traslaciones
nucleotidicas y pérdida de heterocigoticidad, basado en la expresion de ARN o basado en la
expresion/modificaciones de proteinas.

12. El inhibidor de mTOR para el uso en el tratamiento de una enfermedad proliferativa en un sujeto que lo necesite

segun la reivindicacion 11, en el que el inhibidor de mTOR es rapamicina, 40-[3-hidroxi-2-(hidroximetil)-2-
metilpropanoato]-rapamicina o 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina y el agente citotoxico es gemcitabina o cisplatino.
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