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DESCRIPCION
Diagnéstico y tratamientos del carcinoma, basado en el genotipo de ODC1
I. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en lineas generales a los campos de la biologia y de la medicina del cancer. Mas
particularmente, se refiere a procedimientos para el diagnéstico, prevencion y tratamiento de carcinomas y factores
de riesgo de los mismos.

Il. Descripcion de la técnica relacionada

Un impedimento importante a la aplicacién de la investigacion de la quimioprevencion del cancer a la practica clinica
ha sido la eficacia y toxicidades de agentes marginales que superaban el beneficio (Psaty y Potter, 2006; Lippman,
2006). Por ejemplo, la marcada eficacia demostrada de la combinacion inhibidora de poliamina de D,L-a-
difluorometilornitina (DFMO, eflornitina) oral diaria a largo plazo y sulindaco entre pacientes con adenoma colorrectal
(ACR) se demostro recientemente (Meyskens y col., 2008), sin embargo, el tratamiento se asocié a ototoxicidad
subclinica modesta (McLaren y col.,, 2008) y a un mayor ndmero de acontecimientos cardiovasculares entre
pacientes con alto riesgo cardiovascular inicial (Zell y col., 2009). El identificar caracteristicas genéticas que
identifican la idoneidad de un paciente para una pauta de tratamiento preventiva o curativa seria un beneficio
importante.

Por ejemplo, sigue existiendo la necesidad de procedimientos eficaces y menos téxicos para tratar y prevenir
canceres colorrectales y otros carcinomas. Segun el Instituto Nacional del Cancer, hubo aproximadamente 147.000
nuevos casos y 50.000 muertes de cancer colorrectal en los Estados Unidos en 2009. Los actuales protocolos de
tratamiento, especialmente aquellos para canceres y pélipos de colon, incluyen resecciéon tumoral, quimioterapia y
radioterapia. Un polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) en el intron-1 del gen ODC? humano afecta la
transcripcion de ODC1 (Guo y col., 2000), y se ha investigado como marcador genético para riesgo de adenoma
colorrectal (ACR) (Martinez y col., 2003; Barry y col., 2006; Hubner y col., 2008). La frecuencia del alelo A menor
informada es aproximadamente del 25 % y, a pesar de las diferencias entre la raza/etnicidad, la distribucion del
genotipo de ODC1 esta en equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada raza (O'Brien y col., 2004; Zell y col., 2009).
Individuos homocigéticos para el alelo A menor de ODC1 han reducido el riesgo de reaparicion de adenoma en
comparacién con aquellos con el alelo G mayor (Martinez y col., 2003; Hubner y col., 2008). Ademas, el alelo A de
ODCT1 (genotipo AA o GA, pero no genotipo GG) y el uso informado de aspirina se han asociado a la reducida
aparicion de polipos de colon (Martinez y col., 2003; Barry y col., 2006; Hubner y col., 2008), y a un riesgo reducido
del 50 % estadisticamente significativo de adenomas avanzados (Barry y col., 2006). Si el genotipo de ODC1 afecta
diferencialmente la reaparicion de adenoma, las respuestas de poliamina de tejido, perfiles de toxicidad y como
pueden usarse para determinar la idoneidad de tratamientos preventivos y curativos seria una ventaja importante.
Gerner y Meyskens (Clin. Cancer Res., 2009, 15(3) 758-761) desvelan una combinacion de DFMO y un AINE para
prevenir cancer de colon.

Resumen de la invencion

Asi, la presente solicitud describe usos dirigidos al tratamiento, prevencion y/o diagnédstico relacionados con
identificar el genotipo del paciente en la posicion +316 de al menos un alelo del gen promotor ODC1.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona una composicién que comprende a-difluorometilornitina
(DFMO) y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) que no contiene aspirina para su uso en el tratamiento
preventivo o curativo de carcinoma colorrectal o factores de riesgo del mismo en un paciente, en el que el genotipo
del paciente en la posicién +316 de al menos un alelo del gen promotor ODC1 es G; y en el que el tratamiento de
factores de riesgo de carcinoma colorrectal en el paciente previene la formacién de nuevos focos de cripta
aberrantes, nuevos pélipos adenomatosos o nuevos adenomas con displasia en el paciente; opcionalmente en el
que el paciente es un ser humano.

En un segundo aspecto, la presente invenciéon proporciona una composicion que comprende a-difluorometilornitina
(DFMO) para su uso en el tratamiento preventivo o curativo de carcinoma colorrectal, o factores de riesgo del mismo
como se definen con respecto al primer aspecto, en un paciente como se define como se define con respecto al
primer aspecto; en el que al paciente también se administra una composicién que comprende un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (AINE) que no contiene aspirina, siendo al paciente administrada la composicion que
comprende el AINE que no contiene aspirina antes, al mismo tiempo o después de la administracién de la
composicion que comprende DFMO.

En un tercer aspecto, la presente invencidn proporciona una composicion que comprende un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (AINE) que no contiene aspirina para su uso en el tratamiento preventivo o curativo de
carcinoma colorrectal, o factores de riesgo del mismo como con respecto al primer aspecto, en un paciente como se
define con respecto al primer aspecto; en el que al paciente también se administra una composicién que comprende
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o-difluorometilornitina (DFMO), siendo al paciente administrada la composicién que comprende DFMO antes, al
mismo tiempo o después de la administracion de la composicién que comprende el AINE que no contiene aspirina.

En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el AINE que no contiene aspirina
aumenta la expresion de espermidina/espermina N'-acetiltransferasa dentro del paciente.

En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el genotipo del paciente en la
posicion +316 de al menos un alelo del gen promotor ODC1 puede haber sido determinado recibiendo un informe
que contiene dicho genotipo o tomando un antecedente del paciente que revela los resultados. En algunas
realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, el genotipo del paciente se determina en la
base nucleotidica en la posicion +316 de un alelo del gen promotor ODC1 del paciente. En algunas realizaciones del
primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, el genotipo del paciente se determina en la posicién +316 de
ambos alelos del gen promotor ODC1. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la
invencion, el genotipo del paciente en la posicion +316 de ambos alelos del gen promotor ODC1 es GG. En algunas
realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el genotipo del paciente en la posicién +316
de ambos alelos del gen promotor ODCT es GA.

En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, los usos definidos comprenden
ademas aumentar la dosificacién de DFMO o AINE que no contiene aspirina si el paciente ya estaba tratandose con
la terapia farmacéutica, pero a una menor dosificacion, antes de obtener los resultados de la prueba. En algunas
realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, los usos definidos comprenden ademas
aumentar la dosificacion de DFMO y AINE que no contiene aspirina si el paciente ya estaba tratdndose con la
terapia farmacéutica, pero a una menor dosificacién, antes de obtener los resultados de la prueba.

En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el AINE que no contiene aspirina
es un inhibidor selectivo de la COX-2. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la
invencién, el AINE que no contiene aspirina es sulindaco o celecoxib. En algunas realizaciones del primer, segundo
y/o tercer aspectos de la invencién, el AINE que no contiene aspirina es sulindaco.

En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el uso definido previene la
formacion de nuevos focos de cripta aberrantes en el paciente. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o
tercer aspectos de la invencion, el uso definido previene la formacién de nuevos pélipos adenomatosos en el
paciente. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el uso definido previene
la formacién de nuevos adenomas con displasia en el paciente.

En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, la DFMO y el sulindaco se
administran sistémicamente. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, la
DFMO vy el sulindaco se administran por vias distintas. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer
aspectos de la invencién, la DFMO o el AINE que no contiene aspirina se administra por via oral, intra-arterialmente
o intravenosamente. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, la DFMO se
administra por via oral. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, la cantidad
eficaz de DFMO es 500 mg/dia. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, la
DFMO se administra intravenosamente. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la
invencién, la cantidad eficaz de DFMO es de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 5,0 g/mz/dl’a. En algunas
realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, la DFMO y el AINE que no contiene aspirina
se formula para administracién por via oral. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la
invencion, la DFMO y el AINE que no contiene aspirina se formula como una cépsula dura o blanda o un
comprimido. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, la DFMO y el AINE
que no contiene aspirina se administran cada 12 horas. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer
aspectos de la invencién, la DFMO y el AINE que no contiene aspirina se administran cada 24 horas. En algunas
realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, la cantidad eficaz de sulindaco es de
aproximadamente 10 a aproximadamente 1500 mg/dia. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer
aspectos de la invencion, la cantidad eficaz de sulindaco es de aproximadamente 10 a aproximadamente 400
mg/dia. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, la cantidad eficaz de
sulindaco es 150 mg/dia. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, la DFMO
se administra antes del sulindaco. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién,
la DFMO se administra después del sulindaco. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de
la invencién, la DFMO se administra antes y después del sulindaco. En algunas realizaciones del primer, segundo
y/o tercer aspectos de la invencién, la DFMO se administra simultaneamente con el sulindaco. En algunas
realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, la DFMO se administra al menos una segunda
vez. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el sulindaco se administra al
menos una segunda vez.

En variaciones de cualquiera de las realizaciones anteriores del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion,
el paciente tiene un tumor soélido, y dicho tumor sélido esta reseccionado y opcionalmente se administran DFMO y
sulindaco antes de, o después, de dicha reseccion.
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En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, el cancer colorrectal esta en
estadio |. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el cancer colorrectal esta
en estadio Il. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el cancer colorrectal
esta en estadio lll. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el cancer
colorrectal esté en estadio IV.

En variaciones de cualquiera de las realizaciones anteriores del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién,
el uso definido previene la formacién de nuevas neoplasias colorrectales avanzadas dentro del paciente. En algunas
realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el uso definido previene la ototoxicidad o el
riesgo de la misma dentro del paciente. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la
invencion, el uso definido previene la formacion de nuevas neoplasias colorrectales avanzadas del lado derecho. En
algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, el uso definido previene la formacién
de nuevas neoplasias colorrectales avanzadas del lado izquierdo.

En variaciones de cualquiera de las realizaciones anteriores del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion,
el paciente ha sido identificado como que tiene uno o mas poélipos adenomatosos en el colon, recto o apéndice. En
algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencidn, el paciente ha sido identificado como
que tiene una o mas neoplasias colorrectales avanzadas. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer
aspectos de la invencion, el paciente ha sido identificado como que tiene una o méas neoplasias colorrectales
avanzadas del lado izquierdo. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el
paciente ha sido identificado como que tiene una o mas neoplasias colorrectales avanzadas del lado derecho. En
algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el paciente ha sido diagnosticado con
poliposis adenomatosa familiar. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, el
paciente ha sido diagnosticado con sindrome de Lynch. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer
aspectos de la invencién, el paciente ha sido diagnosticado con cancer colorrectal familiar tipo X. En algunas
realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencion, el paciente cumple los Criterios de Amsterdam
o los Criterios de Amsterdam Il. En algunas realizaciones del primer, segundo y/o tercer aspectos de la invencién, el
paciente tiene un antecedente de reseccién de uno o mas adenomas colorrectales.

En variaciones de cualquiera de las realizaciones anteriores, el paciente es humano.

El uso de la palabra “un” o “una”, cuando se usa conjuntamente con el término “que comprende” en las
reivindicaciones y/o la memoria descriptiva, puede significar “uno”, pero también esta de acuerdo con el significado

de “uno o0 mas”, “al menos uno” y “uno o mas de uno”.

En toda la presente solicitud, el término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor incluye la variacion
inherente de error para el dispositivo, siendo el procedimiento empleado para determinar el valor, o la variacion que
existe entre los sujetos en estudio.

Los términos “comprenden”, “tienen” e ‘“incluyen” son verbos de unién de extremos abiertos. Cualquier forma o
tiempo de uno o mas de estos verbos, tales como “comprende”, “que comprende”, “tiene”, “que tiene”, “incluye” y
“que incluye”, también son de extremos abiertos. Por ejemplo, cualquier procedimiento que “comprenda”, “tenga” o
“‘incluya” una o mas etapas no se limita a poseer solo aquellas una o mas etapas y también cubre otras etapas sin
enumerar.

El término “eficaz”, como ese término se usa en la memoria descriptiva y/o reivindicaciones, significa adecuado para
realizar un resultado deseado, esperado o previsto.

Como se usa en el presente documento, el término “Clsy” se refiere a una dosis inhibidora que es el 50 % de la
maxima respuesta obtenida.

Como se usa en el presente documento, el término “paciente” o “sujeto” se refiere a un organismo mamifero vivo, tal
como un ser humano, mono, vaca, oveja, cabra, perro, gato, ratén, rata, cobaya, o especie transgénica de los
mismos. En ciertas realizaciones, el paciente o sujeto es un primate. Ejemplos no limitantes de sujetos humanos son
adultos, jovenes, lactantes y fetos.

“Farmacéuticamente aceptable” significa aquella que es util en preparar una composicion farmacéutica que es
generalmente segura, no téxica y ni biol6gicamente ni de otro modo no deseable e incluye aquella que es aceptable
para uso veterinario, ademas de uso farmacéutico humano.

“Prevencién” o “prevenir” incluye: (1) inhibir la aparicion de una enfermedad en un sujeto o paciente que puede estar
en riesgo y/o predispuesto a la enfermedad, pero que todavia no experimenta o muestra ninguna o toda la patologia
o sintomatologia de la enfermedad, y/o (2) ralentizar la aparicién de la patologia o sintomatologia de una
enfermedad en un sujeto o paciente que puede estar en riesgo y/o predispuesto a la enfermedad, pero que todavia
no experimenta o muestra ninguna o toda de la patologia o sintomatologia de la enfermedad.
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“Cantidad eficaz”, “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad farmacéuticamente eficaz” significa aquella
cantidad que, cuando se administra a un sujeto o paciente para tratar una enfermedad, es suficiente para efectuar tal
tratamiento para la enfermedad.

“Tratamiento” o “tratar” incluye (1) inhibir una enfermedad en un sujeto o paciente que experimenta o que muestra la
patologia o sintomatologia de la enfermedad (por ejemplo, detener adicionalmente el desarrollo de la patologia y/o
sintomatologia), (2) mejorar una enfermedad en un sujeto o paciente que esta experimentando o mostrando la
patologia o sintomatologia de la enfermedad (por ejemplo, invertir la patologia y/o sintomatologia), y/o (3) efectuar
cualquier disminucién medible en una enfermedad en un sujeto o0 paciente que esta experimentando o mostrando la
patologia o sintomatologia de la enfermedad.

Las definiciones anteriores suplantan cualquier definicion conflictiva en cualquiera de las referencias citadas en el
presente documento. Sin embargo, el hecho de que se definan ciertos términos no debe considerarse indicativo de
que cualquier término que no se defina sea indefinido. Mas bien, se cree que todos los térmicos usados describen la
invencion en términos tales que un experto habitual pueda apreciar el alcance y practica de la presente invencién.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente divulgacién seran evidentes de la siguiente descripcién
detallada. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcién detallada y los ejemplos especificos, aunque indican
realizaciones especificas de la invencién, se facilitan a modo de ilustracién solo, ya que diversos cambios y
modificaciones seran evidentes para aquellos expertos en la materia a partir de esta descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y estan incluidos para demostrar
adicionalmente ciertos aspectos de la presente divulgacion. La invencién puede entenderse mejor por referencia a
uno de estos dibujos en combinacién con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en el
presente documento.

FIG. 1 - Efectos diferenciales de la regulacion de poliamina por MAD1 y c-MYC. Esquema que representa
los efectos diferenciales propuestos de la regulacion de poliamina por MAD1 y c-MYC sobre el alelo A menor
de ODC1 +316. También se muestran efectos del inhibidor de ODC DFMO (difluorometilornitina).

FIG. 2 - Calculos estimados de la tasa de supervivencia especifica del cancer colorrectal. Esta figura
muestra calculos estimados de la tasa de supervivencia especifica del cancer colorrectal de Kaplan-Meier para
casos con cancer colorrectal de estadio lll, estratificado por genotipo de ODC7 +316. Se incluyen casos de la
Universidad de California Irvine - Estudio de genes-medioambiente de cancer colorrectal familiar diagnosticado
durante el periodo 1994-1996 con seguimiento hasta marzo de 2008: GG de ODCT1 (64 casos, 15 muertes
especificas de cancer colorrectal), GA/AA de ODC1 (62 casos, 25 muertes especificas de cancer colorrectal).
FIG. 3A y B - Localizacion y analisis del SNP del promotor ODC1. La FIG. A muestra A, localizacién del
SNP del promotor ODC1. El SNP en investigacién en este estudio esta 316 nucle6tidos 3' del sitio de inicio de
la transcripcion de ODCT1 (*). Este SNP reside entre dos cajas E consenso como se muestra por las secuencias
subrayadas, y afecta un sitio de restriccion Pstl (recuadro) (SEC ID N2: 5). La FIG. 3B muestra un analisis del
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién del SNP de ODC1. EI ADN se obtuvo de dos tipos
de células y se secuenci6 la regién que rodea el sitio de SNP de ODC1. Se encontré6 que células HT29
derivadas del colon eran GA heterocigéticas, mientras que se encontré que células HCT116 eran GG
homocigéticas, en el sitio de SNP de ODC1. Se obtuvo un producto de PCR de 350 pb de esta region de cada
tipo de célula y se sometié a digestién con Pstl. Los indicios de un alelo A se indicaron por productos de
restriccion <350 pb.

FIG. 4A y B - Expresion de la caja E y analisis de inmunoprecipitacion. Localizaciéon del promotor del
SNP de ODC1. La FIG. 4A muestra la expresiéon de proteinas de la caja E en células derivadas de colon. La
expresion de proteinas que va a evaluarse para la unién al SNP de ODC17 +316 se evalué por andlisis de
transferencia Western. Los extractos de tanto células HT29 como HCT116 se evaluaron para c-MYC, MAD1y
MAD4; se usé B-actina como control de carga. La FIG. 4B muestra documentaciéon para el factor de
transcripcion especifico de alelo que se une por analisis de inmunoprecipitacion de cromatina, que se realizé
como se describe en la seccion de ejemplos mas adelante. Células HT29 fueron una fuente de alelos A de
ODC1, ya que estas células son GA heterocigoéticas en este sitio. Se usaron células HCT116 como fuente de
alelos G de ODC1.

FIG. 5A y B - Efectos de la expresion de c-MYC y MAD1 sobre la actividad de ODC1. La FIG. 5A muestra
el efecto de la expresion de c-MYC sobre la actividad del promotor especifico de alelos de ODC7 en células
HT29 derivadas de colon. La actividad del promotor se midié después de la transfeccion con plasmidos
indicadores del promotor ODC1 co-transfectados con el plasmido pcDNA 3.0 o el vector de expresiéon CMV-
MYC. Las construcciones de promotor se diferencian por la presencia del primer elemento de la caja E,
localizado en -485 a -480 pb (“caja E 1 nt” para la secuencia natural o “caja E 1 mut” para una secuencia
mutante). Las construcciones también se diferencian por el SNP de ODC7 +316 (“+316 G” 0 “+316 A”). *, P <
0,013 para cada una de las cuatro comparaciones con respecto a la actividad del promotor con co-transfeccion
con pcDNA 3.0. La FIG. 5B muestra el efecto de la expresion de MAD1 sobre la actividad del promotor
especifico de alelos de ODC1 en células HT29 derivadas de tumor de colon. La actividad del promotor se midié
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después de la transfeccion con plasmidos indicadores del promotor ODC1 co-transfectados con el plasmido
pcDNA 3.1 o con un plasmido pcDNAc-MAD1. Las construcciones de promotor usadas se describieron en la
leyenda para el panel A de esta figura. *, P = 0,027, significancia estadistica relativa para la actividad del
promotor con co-transfeccién con pcDNA 3.1.

FIG. 6 - Reduccion en polipos adenomatosos. Esta figura muestra el porcentaje de reaparicién de pélipos
adenomatosos de pacientes tratados con DFMO y sulindaco en comparacién con placebo. Hubo una reduccion
del 70 % en adenoma total, una reduccion del 92 % en adenoma avanzado y una reduccion del 95 % en
adenoma multiple.

FIG. 7 - Analisis del beneficio/riesgo farmacogenomico basado en el genotipo de ODC17 +316. Esta figura
compara la reduccion en el % de reaparicion de adenomas al final de 3 afnos frente a placebo con el % de
ototoxicidad para los grupos de tratamiento y de placebo en funcién del genotipo de ODC1 +316 del paciente.
La ototoxicidad se determin6 usando prueba audiométrica.

FIG. 8A-C - Analisis del beneficio/riesgo farmacogenomico basado en el genotipo de ODC1 +316. Esta
figura compara el beneficio, reduccién en el % de reaparicién de adenomas al final de 3 afnos, con el riesgo, %
de ototoxicidad, para los grupos de tratamiento y placebo en funcion del genotipo de ODC1 +316 del paciente.
La ototoxicidad se determin6 usando prueba audiométrica.

FIG. 9 - Numero promedio de tumores por tamafio en colon de ratones Min/+. Esta figura muestra el
numero promedio de tumores por tamafo en el colon de los tres grupos de tratamiento en comparacién con
controles sin tratar. Ratones, comprados de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Me.), fueron cruces de
machos C57BL/6J- Apc”™* y hembras C57/BL6. Se identificaron ratones Min heterocigéticos (Apc"™ IApc*):
(heterocigéticos para una mutacion terminadora en el codén 850 de Apc) genotipando en el destete por un
ensayo de PCR especifico de alelos usando ADN de la punta de la cola. Los compafneros de camada
homaocigoéticos (Apc™ /Apc') sirvieron de controles. Un tratamiento consistié en suplementar el agua de bebida
con 2 % de DFMO (Merrell Dow Research Inst.) en el 8° dia de estudio. En el otro tratamiento, 167 ppm de
sulindaco (Harlen Teklad) se afadieron a la dieta para ratones AIN-93G en el 212 dia del estudio. El tercer
tratamiento fue una combinaciéon de DFMO y sulindaco. Después de 114 dias, los ratones se sacrificaron
mediante asfixia con CO.. Se extirparon segmentos del intestino delgado y colon de ratones y se diseccionaron
longitudinalmente, se montaron y se fijaron en 70 % de etanol, y se colocaron a 4 °C para la puntuacion del
tumor. También se tomaron tejidos representativos para evaluacion de histopatologia.

FIG. 10 - Numero promedio de tumores por tamafo en el intestino delgado de ratones Min/+. Esta figura
muestra el nimero promedio de tumores por tamafo en el intestino delgado de los tres grupos de tratamiento
en comparaciéon con controles sin tratar. Para detalles experimentales véase la descripcion de la FIG. 9
anterior.

FIG. 11 - Numero de adenomas de alto grado en funciéon de la terapia en ratones Min/+. Esta figura
muestra como el niumero de adenomas de alto grado varia dependiendo del tipo de terapia. Para detalles
experimentales véase la descripcion de la FIG. 9 anterior.

Descripcion de realizaciones ilustrativas

La presente solicitud describe procedimientos y usos que comprenden predecir la idoneidad, eficacia, toxicidad y/o
dosificacién de terapias de combinacioén anti-carcinoma que comprenden o-difluorometilornitina (DFMO) y un
farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) que no contiene aspirina que actia de agonista de la expresion de
espermidina/espermina N'-acetiltransferasa, basado al menos en parte en el genotipo del promotor ODC1 del
paciente. La invencién se limita a la prevenciéon o tratamiento de carcinoma colorrectal o factores de riesgo del
mismo en pacientes que tienen el genotipo especificado en la reivindicacion 1.

La presente invencion implica la administracién de los compuestos terapéuticos anteriormente mencionados a
individuos que presentan sintomas pre-cancerosos para prevenir la aparicién de carcinoma colorrectal y/o para
prevenir la aparicion de factores de riesgo del mismo, tal como formaciéon de nuevos focos de cripta aberrantes,
formacion de nuevos pdlipos adenomatosos o nuevos adenomas con displasia. Las células de esta categoria
incluyen polipos y otras lesiones precancerosas, tumores premalignos, fenotipo preneoplasico u otro aberrante que
indica la probable progresion a un estado canceroso, basado al menos en parte en el genotipo del promotor ODC1
del paciente.

l. Metabolismo de poliaminas

El exceso de formacién de poliaminas participa desde hace tiempo en la carcinogénesis epitelial, particularmente
carcinogénesis colorrectal. Las poliaminas son pequefias moléculas ubicuas que participan en diversos procesos,
que incluyen transcripcion, estabilizacién de ARN, apertura de canales de iones y otros (Wallace, 2000). La ornitina
descarboxilasa (ODC), la primera enzima en la sintesis de poliaminas, es esencial para el desarrollo normal y
reparacion de tejido en mamiferos, pero se regula por disminucion en la mayoria de los tejidos adultos (Gerner y
Meyskens, 2004). Multiples anomalias en el control del metabolismo y transporte de poliaminas producen elevados
niveles de poliamina que pueden promover la tumorigénesis en varios tejidos (Thomas y Thomas, 2003).

El metabolismo de poliaminas esta regulado por incremento en tejidos epiteliales intestinales de seres humanos con
poliposis adenomatosa familiar (PAF) (Giardiello y col., 1997), un sindrome asociado a alto riesgo de cancer de
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colon y otros canceres.

La PAF puede producirse por mutaciones en el gen supresor de tumores poliposis adenomatosa coli (APC) y se ha
mostrado que la senalizacion de APC regula la expresion de ODC en tanto células humanas (Fultz y Gerner, 2002)
como en un modelo de raton de PAF (Erdman y col., 1999).

La expresién de APC natural conduce a reducir la expresion de ODC, mientras que APC mutante conduce a
aumentar la expresion de ODC. El mecanismo de regulacion de ODC dependiente de APC implica factores de
transcripcion de la caja E, que incluye el activador transcripcional c-MYC y el represor transcripcional MAD1 (Fultz y
Gerner, 2002; Martinez y col., 2003). Se mostr6 por otros que c-MYC regulaba la transcripcion de ODC
(Bellofernandez y col., 1993). Varios genes que participan en el metabolismo de poliaminas son genes esenciales
para el crecimiento 6ptimo en la mayoria de los organismos, y se regulan por disminucion en células y tejidos no
proliferantes y/o adultos (Gerner y Meyskens, 2004). Las poliaminas influyen en fenotipos celulares especificos, en
parte, afectando patrones de expresion génica, como se revisa en cualquier parte (Childs y col., 2003).

Como se describe mas adelante, una estrategia que implica la inhibicién de la actividad de ODC (es decir, la enzima
limitante de la velocidad de la sintesis de poliaminas) y/o reduccién de los niveles de poliamina celular ha
demostrado una sorprendente eficacia en prevenir la reaparicion de poélipos colorrectales en seres humanos.
Resultados epidemioldgicos y experimentales de la presente investigacién demuestran regulacion condicional de la
homeostasis de poliaminas por polimorfismo genético en ODC, y sugieren un modelo en el que el SNP de ODC
+316 puede ser protector para la reaparicion de adenoma de colon y perjudicial para la supervivencia después del
diagnéstico de cancer de colon. Esta informacion puede usarse para determinar el prondstico de cancer de colon.
Identificando pacientes en riesgo elevado de progresion/reaparicion de cancer puede establecerse la
implementacion temprana de estrategias de gestion de la prevencion terciaria. Adicionalmente, esta investigacion
puede usarse para identificar pacientes con cancer colorrectal locorregional de alto riesgo, pero de otro modo
Optimamente tratados, que se beneficiarian de las terapias de prevencion terciaria del cancer.

Dependiendo de la dieta de un paciente, el problema de las poliaminas en exceso puede agravarse por el hecho de
que las poliaminas, por ejemplo, la putrescina estan presentes en muchos alimentos comunes, tales como zumo de
de naranja, que contiene aproximadamente 400 ppm de putrescina. A este respecto, una dieta alta en poliaminas es
contraindicativa, y para algunas de las realizaciones proporcionadas en el presente documento debe evitarse una
dieta tal. Véase la solicitud de patente provisional de EE.UU. por Kavitha P. Raj, Jason A. Zell, Christine E. McLaren,
Eugene W. Gerner, Frank L. Meyskens y Jeffrey Jacob, titulada “Cancer Prevention and Treatment Methods Based
on Dietary Polyamine Content”, presentada el 14 de mayo de 2010.

Il. Poliposis adenomatosa familiar

La poliposis adenomatosa familiar (PAF), un sindrome de poliposis heredado, es el resultado de mutacioén de la linea
germinal del gen supresor de tumores poliposis adenomatosa coli (APC) (Su y col.,, 1992). Esta afeccion
autosdmica-dominante con expresion variable esta asociada al desarrollo de cientos de adenomas colénicos, que
progresan uniformemente a adenocarcinoma a los cuarenta afios de edad, dos décadas antes que la edad media de
diagnostico para cancer de colon esporadico (Bussey, 1990). En estudios previos de individuos pre-sintomaticos con
PAF se han detectado elevados niveles de las poliaminas espermidina y espermina, y su precursor de diamina
putrescina en biopsias colorrectales de aparicion normal cuando se compard con controles de miembros de la familia
normales (Giardiello y col., 1997). La actividad de la ornitina descarboxilasa (ODC), la primera enzima y limitante de
la velocidad en la sintesis de poliaminas de mamifero, también es elevada en biopsias de la mucosa colénica
aparentemente normales de pacientes con PAF (Giardiello y col., 1997; Luk y Baylin, 1984). Estos hallazgos son de
interés ya que las poliaminas son necesarias para la proliferacién celular 6ptima (Pegg, 1986). Ademas, la supresion
de la actividad de ODC, usando el inhibidor irreversible activado por la enzima DFMO, inhibe la carcinogénesis del
colon en roedores tratados con carcinégeno (Kingsnorth y col., 1983; Tempero y col., 1989).

Como se trata en mayor detalle méas adelante, el raton Min (neoplasia intestinal mdltiple), que comparte un genotipo
APC/apc mutado con PAF, sirve de modelo animal experimental Gtil para pacientes con PAF humana (Lipkin, 1997).
El raton Min puede desarrollar mas de 100 adenomas/adenocarcinomas gastrointestinales a lo largo del tubo
gastrointestinal durante 120 dias de vida conduciendo a hemorragia Gl, obstruccion y muerte. Se mostré que una
terapia de combinacién de DFMO y sulindaco era eficaz en reducir adenomas en estos ratones (patente de EE.UU.
n® 6.258.845; Gerner y Meyskens, 2004). Los resultados para tratar ratones Min con tanto DFMO sola, sulindaco
solo, como una combinaciéon de DFMO y sulindaco, sobre la formacién tumoral en tanto el colon como el intestino
delgado se muestran en las FIG. 9-11.

Ill. Polimorfismo de ornitina descarboxilasa-1

La actividad de ornitina descarboxilasa (ODC), la primera enzima en la sintesis de poliaminas, se requiere para el
crecimiento normal y es elevada en muchos canceres, que incluyen cancer colorrectal. En el presente documento se
examinaron las asociaciones del polimorfismo de ODC +316 de un solo nucleétido (SNP) con la supervivencia
especifica del cancer colorrectal (CCR) entre casos de CCR y se investigd su significancia funcional en células de
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cancer de colon.

Un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en el intrén-1 del gen ODC71 humano afecta la transcripcion de ODC1
(Guo y col., 2000), y se ha investigado como marcador genético para riesgo de adenoma colorrectal (ACR) (Martinez
y col.,, 2003; Barry y col., 2006; Hubner y col.,, 2008). La frecuencia informada del alelo A menor es
aproximadamente del 25 % y, a pesar de diferencias entre la raza/etnicidad, la distribucion del genotipo de ODC1
esta en equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada raza (O'Brien y col., 2004; Zell y col., 2009). Individuos
homocigéticos para el alelo A menor de ODCT1 tienen riesgo reducido de reaparicion de adenoma en comparacion
con aquellos con el alelo G mayor (Martinez y col., 2003; Hubner y col., 2008). Ademas, el alelo A de ODC1
(genotipo AA o GA, pero no genotipo GG) y el uso informado de aspirina se han asociado a reducida reaparicion de
polipos de colon (Martinez y col., 2003; Barry y col., 2006; Hubner y col., 2008), y a un riesgo reducido del 50 %
estadisticamente significativo de adenomas avanzados (Barry y col., 2006).

Se investigd la unién especifica a alelos de ODC de factores de transcripcién de la caja E y se evalué la significancia
funcional del SNP de ODC +3186, localizado entre dos cajas E (caja E 2 y 3 como se representa en la FIG. 2A). Cada
genotipo de la linea celular influye en un sitio de restriccion consenso Pstl en esta regién. La FIG. 2B muestra que
un producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) hecho de células HT29 de colon humano fue
parcialmente sensible a corte con Pstl, sugiriendo que estas células contuvieron al menos un alelo A de ODC. Un
producto de PCR hecho de células HCT116 de colon humano usando los mismos cebadores fue insensible a la
accién de Pstl, que implica que estas células contuvieron solo alelos G de ODC. Este resultado se confirmé por
secuenciacion directa de ADN.

La expresién de proteinas de union a la caja E especificas, que incluyen el activador transcripcional c-MYC y varios
represores transcripcionales en células HT29 y HCT116 (por ejemplo, MAD1 y MAD4), se establecid por
transferencia Western (FIG. 3A). Se realiz6 el analisis de inmunoprecipitacion de cromatina (CHIP) de la region que
rodea +316 del promotor ODC usando anticuerpos dirigidos contra estas proteinas. Como se muestra en la FIG. 3B,
los productos de PCR especificos del promotor ODC se sintetizaron a partir ADN de HT29 obtenido después de la
inmunoprecipitacién de cromatina con anticuerpos dirigidos contra ¢c-MYC, MAD1 o MADA4. Los productos de PCR
sintetizados a partir de ADN de HCT116 después de inmunoprecipitacion con cromatina similar se redujeron
sustancialmente en comparacion con aquellos sintetizados a partir de ADN de HT29. La cuantificacién de estos
resultados indicéd que la union de ¢c-MYC, MAD1 y MAD4 a la region de SNP de ODC fue 4-14 veces mayor en
células HT29, que contuvieron un alelo A de ODC, en comparacién con células HCT116, que solo contuvieron alelos
G de ODC.

Se evalué la actividad del promotor especifico de alelos de ODC. La hipétesis de que SNP de ODC +316 influyé en
la expresion de ODC de un modo dependiente de la expresién de activadores y represores de la caja E se probo del
siguiente modo. La co-transfeccion transitoria de células HT29 derivadas de cancer de colon se llevd a cabo con
construcciones de promotor especificas de alelos de ODC en combinacion con vectores que expresan tanto el
activador transcripcional ¢c-MYC como el represor MAD1 (FIG. 4A y B). Las barras de error estandar mostradas
reflejan la variabilidad de mediciones por triplicado dentro de un Unico experimento representativo, que se ha
replicado. Los indicadores del promotor especificos de alelos usados en estos experimentos incluyeron las tres cajas
E mostradas en la FIG. 2A. Como se muestra en la FIG. 4A, la expresién de ¢c-MYC tuvo el mayor efecto estimulante
sobre los promotores que contienen las tres cajas E consenso y el alelo A de ODC (caja E 1 nt +316 A, P = 0,0014).
La delecion de la caja E en la direccién 5' redujo la actividad del promotor, pero la expresién de ¢c-MYC continué
estimulando esta actividad (caja E 1 mut +316 A, P = 0,0013). La sustitucién de G por A en la posicion del SNP +316
redujo la capacidad de c-MYC para estimular la actividad del promotor incluso con una caja E consenso flanqueante
de 5' intacta. La mutacion de la caja E consenso flanqueante de 5' en combinacién con el alelo G de ODC redujo
adicionalmente la actividad del promotor.

Cuando MAD1, en vez de c-MYC, se co-transfect6 con los indicadores del promotor especificos de alelos de ODC
(FIG. 4B), el represor solo fue capaz de reducir la actividad del promotor ODC que contenia las tres cajas E y el alelo
A +316 natural (P = 0,027). La delecién de la capa E en la direccion 5' (caja E 1 mut +316A) redujo
significativamente el efecto de MAD1 sobre la actividad del promotor ODC. La sustitucién de G por A en la posicién
+316 dio promotores que contenian tanto dos como tres cajas E insensibles a la supresién de MAD1.

IV. Difluorometilornitina (DFMO)

La DFMO, también conocida como eflornitina, tiene la siguiente designacion quimica: 2-(difluorometil)-dl-ornitina. Es
un inhibidor de ornitina descarboxilasa (ODC) irreversible activado por enzima, la enzima limitante de la velocidad de
la ruta biosintética de poliaminas. Como resultado de esta inhibicién de la sintesis de poliaminas, el compuesto es
eficaz en prevenir la formacién de cancer en muchos sistemas de érganos, inhibiendo el crecimiento del cancer, y
reduciendo el tamafio del tumor. También tiene accién sinérgica con otros agentes antineoplasicos.

Se ha mostrado que la DFMO reduce la tumorigénesis intestinal dependiente de APC en ratones (Erdman y col.,
1999). La DFMO oral administrada diariamente a seres humanos inhibe la actividad enzimatica de ODC y contenidos
de poliamina en varios tejidos epiteliales (Love y col., 1993; Gerner y col., 1994; Meyskens y col., 1994; Meyskens y
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col., 1998; Simoneau y col., 2001; Simoneau y col., 2008). Recientemente, los inventores informaron de que la
DFMO en combinacion con el farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) sulindaco, se ha informado que reduce
sustancialmente la tasa de reaparicion de adenoma entre individuos con adenomas col6nicos cuando se compara
con placebos en un ensayo clinico aleatorizado (Meyskens y col., 2008).

La DFMO se sintetizd originalmente por el Centro de Investigacion Merrell, Estrasburgo; autorizaciones de la FDA
actuales incluyen

¢ Tripanosomosis africana. Dosificacion IV sistémica de alta dosis — no comercializada (Sanofi/fOMS)
e forma de dosificacion tépica para hirsutismo (crecimiento excesivo del pelo inducido por andrégenos)

Actualmente no se han autorizado formulaciones orales.

La DFMO y su uso en el tratamiento de hipertrofia benigna de préstata se describen en dos patentes, las patentes
de EE.UU. n® 4.413.141 y 4.330.559. La patente de EE.UU. n® 4.413.141 describe la DFMO como un poderoso
inhibidor de ODC, tanto in vitro como in vivo. La administracion de DFMO produce una disminucion en las
concentraciones de putrescina y espermidina en células en las que estas poliaminas normalmente se producen
activamente. Adicionalmente, se ha mostrado que la DFMO puede ralentizar la proliferacién de células neoplasicas
cuando se prueban en modelos tumorales convencionales. La patente de EE.UU. n° 4.330.559 describe el uso de
DFMO y derivados de DFMO para el tratamiento de hipertrofia benigna de proéstata. La hipertrofia benigna de
préstata, al igual que muchos estados de enfermedad caracterizados por la rapida proliferacién celular, va
acompafnada de elevacion anormal de las concentraciones de poliamina. El tratamiento descrito dentro de esta
referencia puede administrarse a un paciente tanto por via oral, como parenteralmente.

La DFMO puede administrarse posiblemente contlnuamente con efectos antitumorales significativos. Este farmaco
es relativamente no téxico a dosis bajas de 0,4 g/m %/dia a seres humanos mientras que produce la inhibicién de la
sintesis de putrescina en tumores. Estudios en un modelo de tumor de rata demuestran que la infusién de DFMO
puede producir una disminucion del 90 % en los niveles de putrescina tumoral sin suprimir los nimeros de plaquetas
periféricas.

Efectos secundarios observados con DFMO incluyen efectos sobre la audicién a altas dosis de 4 g/m2/d|a que se
solucionan cuando se suspende. Estos efectos sobre la audicién no se observan a dosis menores de 0,4 g/m/dia
cuando se administran durante hasta un afio (Meyskens y col., 1994). Ademas, se observan algunos casos de
mareos/vértigo que se solucionan cuando el farmaco se detlene Se ha |nformado de trombocitopenia
predomlnantemente en estudios usando altas dosis “terapéuticas” de DFMO (>1,0 g/m*/dia) y principalmente en
pacientes con cancer que habian recibido previamente quimioterapia o pacientes con médula 6sea comprometida.
Aunque la toxicidad asociada a terapia con DFMO no es, en general, tan grave como otros tipos de quimioterapia,
en ensayos clinicos limitados se ha encontrado que promovia una trombocitopenia relacionada con la dosis.
Ademas, estudios en ratas han mostrado que la infusiébn continua de DFMO durante 12 dias reduce
significativamente los niumeros de plaguetas en comparacion con controles. Otras investigaciones han hecho
observaciones similares en las que la trombocitopenia es la principal toxicidad de la terapia de DFMO i.v. continua.
Estos hallazgos sugieren que la DFMO puede inhibir significativamente la actividad de ODC de precursores de la
médula 6sea de megacariocitos. La DFMO puede inhibir los procesos de reparacion proliferativa, tales como
cicatrizacion epitelial.

Un ensayo clinico de fase Il evalud la reaparicién de pdlipos adenomatosos después del tratamiento durante 36
meses con difluorometilornitina (DFMO) mas sulindaco o placebos de correspondencia. La sordera parcial temporal
es una toxicidad conocida del tratamiento con DFMO, asi se desarroll6 un enfoque completo para analizar
audiogramas de conduccion del aire en serie. El procedimiento de ecuaciones de estimacion generalizadas estimé la
diferencia media entre los brazos de tratamiento con respecto al cambio en los umbrales de tono puro de conduccién
del aire mientras que representa la correlacién dentro del sujeto debido a mediciones repetidas a frecuencias.
Basandose en 290 sujetos, hubo una diferencia promedio de 0,50 dB entre sujetos tratados con DFMO mas
sulindaco en comparacién con aquellos tratados con placebo (intervalo de confianza del 95 %, -0,64 a 1,63 dB; P =
0,39), ajustado para valores del nivel inicial, edad y frecuencias. En el intervalo de habla normal de 500 a 3.000 Hz
se detecté una diferencia estimada de 0,99 dB (-0,17 a 2,14 dB; P = 0,09). La intensidad de la dosis no afiadié
informacién a los modelos. Hubo 14 de 151 (9,3 %) en el grupo de DFMO més sulindaco y 4 de 139 (2,9 %) en el
grupo de placebo que experimentaron al menos 15 dB de reduccion de la audicién desde el nivel inicial en 2 0 mas
frecuencias consecutivas a través del intervalo entero probado (P = 0,02). El seguimiento de la conduccion del aire
hecho al menos 6 meses después del final del tratamiento mostré una diferencia media ajustada en los umbrales de
audicion de 1,08 dB (-0,81 a 2,96 dB; P = 0,26) entre brazos de tratamiento. No hubo diferencia significativa en la
proporcion de sujetos en el grupo de DFMO mas sulindaco que experimentaron sordera parcial clinicamente
significativa en comparacion con el grupo de placebo. El riesgo atribuible estimado de ototoxicidad de exposicion al
farmaco es del 8,4 % (intervalo de confianza del 95 %, -2,0 % al 18,8 %; P = 0,12). Hay una diferencia < 2 dB en el
umbral medio para pacientes tratados con DFMO mas sulindaco en comparacién con aquellos tratados con placebo.
Los resultados de este estudio se tratan en mayor detalle en McLaren y col., 2008. En el presente documento se
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proporcionan procedimientos de reduccion y/o prevencién de la ototoxicidad en pacientes tratados con agentes tales
como DFMO y sulindaco.

V. AINE

Los AINE son agentes antiinflamatorios que no son esteroides. Ademas de las acciones antiinflamatorias, tienen
acciones analgésicas, antipiréticas e inhibidoras de plaquetas. Se usan principalmente en el tratamiento de
afecciones artriticas cronicas y ciertos trastornos de tejidos blandos asociados a dolor e inflamacién. Actian
bloqueando la sintesis de prostaglandinas que inhiben ciclooxigenasa, convirtiendo el acido araquidénico en
endoperoéxidos ciclicos, precursores de prostaglandinas. La inhibicion de la sintesis de prostaglandinas explica sus
acciones analgésicas, antipiréticas e inhibidoras de plaquetas; otros mecanismos pueden contribuir a sus efectos
antiinflamatorios. Ciertos AINE también pueden inhibir las enzimas lipoxigenasas o fosfolipasa C o pueden modular
la funcion de linfocitos T (AMA Drug Evaluations Annual, 1814-5, 1994).

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), que incluyen aspirina, ibuprofeno, piroxicam (Reddy vy col.,
1990; Singh y col., 1994), indometacina (Narisawa, 1981) y sulindaco (Piazza y col., 1997; Rao y col., 1995), inhiben
eficazmente la carcinogénesis de colon en el modelo de rata tratada con AOM. Los AINE también inhiben el
desarrollo de tumores que alojan un Ki-ras activado (Singh y Reddy, 1995). Parece que los AINE inhiben la
carcinogénesis mediante la induccion de apoptosis en células tumorales (Bedi y col., 1995; Lupulescu, 1996; Piazza
y col., 1995; Piazza y col., 1997b). Varios estudios sugieren que las propiedades quimiopreventivas de los AINE, que
incluyen la induccién de apoptosis, es una funcién de su capacidad para inhibir la sintesis de prostaglandinas
(revisado en DuBois y col., 1996; Lupulescu, 1996; Vane y Botting, 1997). Sin embargo, estudios indican que los
AINE pueden actuar mediante tanto mecanismos dependientes como independientes de prostaglandinas (Alberts y
col., 1995; Piazza y col., 1997a; Thompson y col., 1995; Hanif, 1996). La sulindaco sulfona, un metabolito del AINE
sulindaco, carece de actividad inhibidora de la COX, aunque induce apoptosis en células tumorales (Piazza y col.,
1995; Piazza y col., 1997b) e inhibe el desarrollo tumoral en varios modelos de roedor de carcinogénesis (Thompson
y col., 1995; Piazza y col., 1995, 1997a).

Se han examinado varios AINE para sus efectos en ensayos clinicos humanos. Se ha completado un ensayo de
fase lla (un mes) de ibuprofeno e incluso a la dosis de 300 mg/dia se observd una disminucién significativa en los
niveles de prostaglandina E2(PGEz) en mucosa plana. Una dosis de 300 mg de ibuprofeno es muy baja (intervalo de
dosis terapéutica de 1200-3000 mg/dia o0 mas), y es poco probable que se observe toxicidad, incluso durante a largo
plazo. Sin embargo, en modelos de quimioprevencion animal, el ibuprofeno es menos eficaz que otros AINE.

A. Sulindaco y sus principales metabolitos, sulindaco sulfona y sulindaco sulfuro

El sulindaco es un derivado de indeno antiinflamatorio no esteroideo con la siguiente designacion quimica: acido (Z)-
5-fluoro-2-metil-1-((4(metilsulfinil)fenil)metilen)-1H-indeno-3-acético (Physician’s Desk Reference, 1999). El resto
sulfonilo se convierte in vivo por reduccion reversible en un metabolito de sulfuro y por oxidacion irreversible en un
metabolito de sulfona (exisulind). Véase la patente de EE.UU. 6.258.845. El sulindaco, que también inhibe la
activacion de Ki-ras, se metaboliza a dos moléculas diferentes que se diferencian en su capacidad para inhibir la
COX, incluso ambas pueden ejercer efectos quimiopreventivos mediante la induccién de apoptosis. La sulindaco
sulfona carece de actividad inhibidora de la COX, y lo mas probablemente facilita la induccion de apoptosis de un
modo independiente de la sintesis de prostaglandinas. Pruebas disponibles indican que el derivado de sulfuro es al
menos uno de los compuestos bioldgicamente activos. Basandose en esto, el sulindaco puede considerarse un
profarmaco.

El sulindaco (Clinoril®) esta disponible, por ejemplo, como comprimidos de 150 mg y 200 mg. La dosificacion mas
comun para adultos es 150 a 200 mg dos veces a dia, con una dosis diaria maxima de 400 mg. Después de la
administraciéon por via oral, aproximadamente el 90 % del farmaco se absorbe. Los niveles en plasma pico se
consiguen en aproximadamente 2 horas en pacientes en ayunas y 3 a 4 horas cuando se administran con comida.
La semivida media del sulindaco es 7,8 horas: la semivida media del metabolito de sulfuro es 16,4 horas. Las
patentes de EE.UU. n® 3.647.858 y 3.654.349 cubren preparaciones de sulindaco.

El sulindaco se indica para el alivio agudo y a largo plazo de signos y sintomas de osteoartritis, artritis reumatoide,
espondilitis anquilosante, gota aguda y hombro doloroso agudo. Los efectos analgésicos y antiinflamatorios ejercidos
por el sulindaco (400 mg por dia) son comparables a aquellos alcanzados por la aspirina (4 g por dia), ibuprofeno
(1200 mg por dia), indometacina (125 mg por dia) y fenilbutazona (400 a 600 mg por dia). Efectos secundarios del
sulindaco incluyen efectos gastrointestinales leves en casi el 20 % de los pacientes, siendo el dolor abdominal y las
nauseas las molestias mas frecuentes. Se observan efectos secundarios del CNS en hasta el 10 % de los pacientes,
siendo la somnolencia, cefalea y nerviosismo aquellos mas frecuentemente informados. Se produce erupcion
cutanea y prurito en el 5 % de los pacientes. El tratamiento crénico con sulindaco puede conducir a grave toxicidad
gastrointestinal tal como hemorragia, ulceracién y perforacion.

Se ha estudiado bien el posible uso de sulindaco para la quimioprevencién de canceres, y en particular pélipos
colorrectales. Dos patentes de EE.UU. n? 5.814.625 y 5.843.929 recientes detallan posibles usos quimiopreventivos
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del sulindaco en seres humanos. Las dosis de sulindaco reivindicadas en la patente de EE.UU. n? 5.814.625 oscilan
de 10 mg a 1500 mg por dia, con dosis preferidas de 50 mg a 500 mg por dia. Sin embargo, a mayores dosis, el
mayor problema con el uso de sulindaco como Unico agente en la quimioprevenciéon es sus toxicidades muy
conocidas y riesgo moderadamente alto de intolerancia. Parece que los ancianos son especialmente vulnerables, ya
que la incidencia de efectos secundarios es mayor en aquellos por encima de la edad de 60. Se observa que es mas
probable que este grupo de edad desarrolle cancer colorrectal y, por tanto, es mas probable que se beneficie de la
quimioprevencion.

El sulindaco y su metabolito de sulfona exisulind se han probado y continlan probandose clinicamente para la
prevencion y el tratamiento de varios tipos de cancer. ClinicalTrials.gov, una base de datos del Instituto Nacional
Estadounidense de Salud, proporciona la siguiente vision general a partir del 10 de mayo de 2010.

Estado Ensayo clinico
Reclutando | Un estudio aleatorizado de sulindaco en lesiones premalignas orales
Afecciones: Leucoplaquia, Oral; neoplasias benignas
Intervenciones: Farmaco: sulindaco; Farmaco: placebo
Patrocinadores: Centro Oncolégico Memorial Sloan-Kettering;
Cirugia de cabeza y cuello, AIMS, Cochin, India;
Colegio Médico Weill de la Universidad de Cornell;
Centro Regional del Cancer (RCC), Trivandrum, India;
Centro del Cancer Mazumdar Shaw (MSCC)
Fase: No registrada
Reclutando | Sulindaco en la prevencién de melanoma en participantes sanos que estan en riesgo elevado de
melanoma
Afeccion: Afeccion precancerosa
Intervenciones: Farmaco: sulindaco; Otro: placebo
Patrocinadores: Universidad de Arizona;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il
Activo, no Eflornitina y sulindaco en la prevencion de cancer colorrectal en pacientes con pélipos de colon
reclutando Afecciones: Cancer colorrectal; afeccion precancerosa/no maligna
Intervencion: Farmaco: eflornitina més sulindaco
Patrocinadores: Universidad de California, Irvine;
Centro Integral del Cancer de la familia Chao; Instituto Nacional
del Cancer (NCI)
Fase: Fase lll
Completado | Sulindaco en la prevencion de cancer de mama en mujeres en alto riesgo de cancer de mama
Afeccion: Céancer de mama
Intervenciones: Farmaco: sulindaco;
Otro: andlisis de biomarcadores de laboratorio
Patrocinadores: Universidad de Arizona;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase |
Completado | Cépsulas de sulindaco en comparacién con comprimidos de sulindaco en voluntarios sanos
Afeccion: Tumor sélido en adultos no especificado, protocolo especifico
Intervenciones: Farmaco: sulindaco; Otro: estudio farmacologico
Patrocinadores: Clinica Mayo; Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase:
Activo, no Eflornitina mas sulindaco en la prevencion de cancer colorrectal en pacientes con pélipos
reclutando | colorrectales benignos

Afeccion: Cancer colorrectal
Intervencion: Farmaco: eflornitina méas sulindaco
Patrocinadores: Universidad de California, Irvine;

Centro Integral del Cancer de la familia Chao; Instituto Nacional
del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il
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Activo, no | Bevacizumab/tarceva y tarceva/sulindaco en carcinoma de células escamosas de la cabeza vy el
reclutando | cuello
Afeccion: Carcinoma de células escamosas de la cabeza y el cuello
(CCECCQ)
Intervenciones: Farmaco: bevacizumab; Farmaco: erlotinib;
Farmaco: sulindaco
Patrocinadores: Hospital General de Massachusetts; Instituto del Cancer Dana-
Farber; Universidad de Emory;
Universidad de Carolina del Norte, Chapel Hill;
Genentech; OSI Pharmaceuticals
Fase: Fase Il
Activo, no | Sulindaco en la prevencion de cancer de pulmén en fumadores actuales o exfumadores con
reclutando | displasia bronquial
Afecciones: Cancer de pulmon; afeccion precancerosa;
Trastorno por el uso de tabaco
Intervenciones: Farmaco: sulindaco; Otro: placebo
Patrocinadores: Clinica Mayo;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il
Completado | Sulindaco y tamoxifeno en el tratamiento de pacientes con tumor desmoide
Afeccion: Tumor desmoide
Intervenciones: Farmaco: sulindaco; Farmaco: citrato de tamoxifeno
Patrocinadores: Grupo de Oncologia Pediatrica;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il
Reclutando | Sulindaco y epirubicina en el tratamiento de pacientes con melanoma maligno metastasico
Afeccion: Melanoma (piel)
Intervenciones: Farmaco: clorhidrato de epirubicina; Farmaco: sulindaco;
Otro: técnica inmunoldgica
Patrocinador: Todo el Grupo Cooperativo Irlandés de Investigacion Oncolégica
Fase: Fase Il
Completado | Atorvastatina, inulina enriquecida en oligofructosa o sulindaco en la prevencién de cancer en
pacientes en riesgo elevado de desarrollar neoplasia colorrectal
Afecciones: Cancer colorrectal; afeccion precancerosa
Intervenciones: Suplemento dietético: inulina enriquecida en oligofructosa;
Farmaco: atorvastatina calcica; Farmaco: sulindaco; Otro:
placebo
Patrocinadores: Clinica Mayo;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il
Suspendido | Sulindaco y compuestos vegetales en la prevencion de cancer de colon
Afeccion: Céncer colorrectal
Intervenciones: Suplemento dietético: curcumina;
Suplemento dietético: rutina; Farmaco: quercetina; Farmaco:
sulindaco
Patrocinador: Universidad de Rockefeller
Fase:
Activo, no | Comparacién de sulindaco, aspirina y ursodiol en la prevencion de cancer colorrectal
reclutando Afeccion: Céncer colorrectal
Intervenciones: Farmaco: acido acetilsalicilico; Farmaco: sulindaco; Farmaco:
ursodiol
Patrocinadores: Centro Oncologico M.D. Anderson;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il
Completado | Sulindaco y docetaxel en el tratamiento de mujeres con cancer de mama metastasico o recurrente

Cancer de mama

Farmaco: docetaxel; Farmaco: sulindaco
Centro Oncolodgico Fox Chase;

Instituto Nacional del Cancer (NCI)

Fase Il

Afeccion:
Intervenciones:
Patrocinadores:

Fase:
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Reclutando | Influencia de sulindaco y prebiéticos sobre el desarrollo de adenomas de la bolsa en pacientes con
poliposis adenomatosa familiar
Afeccion: Poliposis adenomatosa Coli
Intervenciones: Farmaco: sulindaco (farmaco);
Farmaco: VSL#3 (probiético);
Farmaco: inulina (probidtico)
Patrocinadores: Universidad de Radboud; Sociedad Oncolégica Holandesa
Fase: Fase Il
Terminado | Los efectos de curcuminoides sobre focos de cripta aberrantes en el colon humano
Afeccion: Focos de cripta aberrantes
Intervenciones: Farmaco: sulindaco; Farmaco: curcumina
Patrocinador: Universidad de Medicina y Odontologia de Nueva Jersey
Fase:
Reclutando | Uso de curcumina para el tratamiento de adenomas intestinales en poliposis adenomatosa familiar
(PAF)
Afecciones: Pélipos del tracto inferior en pacientes con PAF;
Pélipos del tracto superior en pacientes con PAF
Intervenciones: Farmaco: calcumina (curcumina);
Otro: cuestionario de factores de riesgo;
Otro: muestras de sangre;
Otro: biopsias (sigmoidoscopia);
Otro: biopsias (endoscopia superior)
Patrocinador: Universidad de Puerto Rico
Fase:
Activo, no | Para prolongar la duracién sin tratamiento de la supresion de andrégenos intermitente
reclutando Afeccion: Cancer de prostata
Intervenciones: Farmaco: flutamida; Farmaco: acetato de leuprolida; Farmaco:
exisulind
Patrocinadores: Universidad de Washington;
OSI| Pharmaceuticals
Fase: Fase Il
Completado | Seguridad, eficacia y farmacocinética entre capecitabina y exisulind en pacientes con cancer de
mama metastasico
Afecciones: Neoplasias de mama; metastasis, neoplasia
Intervenciones: Farmaco: capecitabina; Farmaco: exisulind
Patrocinadores: Centro Oncologico M.D. Anderson;
Cell Pathways
Fases: Fase | / Fase ll
Completado | Exisulind neoadyuvante en el tratamiento de pacientes que se someten a prostatectomia radical
para cancer de préstata de estadio Il o estadio llI
Afeccion: Cancer de prostata
Intervenciones: Farmaco: exisulind;
Procedimiento: cirugia convencional;
Procedimiento: terapia neoadyuvante
Patrocinadores: Clinica Mayo;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il
Completado | Quimioterapia de combinacién en el tratamiento de pacientes con cancer de pulmén de células no
pequefias avanzado
Afeccién: Cancer de pulmén
Intervenciones: Farmaco: carboplatino; Farmaco: exisulind;
Farmaco: clorhidrato de gemcitabina
Patrocinadores: Grupo Oncolégico Cooperativo del Este;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il
Completado | Estudio de fase Il de taxotere en combinacién con exisulind en pacientes con cancer de pulmén de

células no pequefias (CPCNP)

Afeccion: CPCNP
Intervencion: Farmaco: exisulind
Patrocinador: OSI Pharmaceuticals

Fases: Fase | / Fase Il

13




10

15

20

25

ES 2507 145 T3

Completado | Un estudio de fase Ill de la eficacia de taxotere/Aptosyn frente a taxotere/placebo en pacientes con
cancer de pulmén de células no pequefas

Afeccion: Cancer de pulmén de células no pequefias
Intervencion: Farmaco: exisulind
Patrocinador: OSI| Pharmaceuticals
Fase: Fase lll
Completado | Exisulind frente a placebo después de la extraccion quirtrgica de la prostata
Afeccion: Neoplasias prostaticas
Intervencion: Farmaco: exisulind
Patrocinadores: Clinica Mayo; OSI Pharmaceuticals
Fase: Fase Il

Completado | Docetaxel, estramustina y exisulind en el tratamiento de pacientes con cancer de préstata
metastésico que no han respondido a terapia hormonal
Afeccion: Cancer de préstata
Intervenciones: Farmaco: docetaxel;
Farmaco: fosfato sédico de estramustina;
Farmaco: exisulind

Patrocinadores: Cancer y Leucemia Grupo B;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il

Completado | Quimioterapia de combinacién y exisulind en el tratamiento de pacientes con cancer de pulmén de
células pequefias de estadio extendido

Afeccion: Céncer de pulmén
Intervenciones: Farmaco: carboplatino; Farmaco: etopésido;
Farmaco: exisulind
Patrocinadores: Cancer y Leucemia Grupo B;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il
Activo, no Exisulind en la prevencion de pélipos en pacientes con poliposis adenomatosa familiar
reclutando Afecciones: Cancer colorrectal; cancer del intestino delgado
Intervencion: Farmaco: exisulind
Patrocinador: Universidad de Utah
Fases: Fase Il / Fase lll
Completado | Exisulind antes de prostatectomia radical
Afeccion: Neoplasias prostaticas
Intervencion: Farmaco: terapia con exisulind
Patrocinadores: Clinica Mayo;
Instituto Nacional del Cancer (NCI)
Fase: Fase Il

B. Piroxicam

Un agente antiinflamatorio no esteroideo que esta muy establecido en el tratamiento de artritis reumatoide y
osteoartritis con la siguiente designacion quimica: 1,1-diéxido de 4-hidroxi-2-metil-N-2-piridil-2H-1,2-benzotiazin-3-
carboxamida. Su utilidad también se ha demostrado en el tratamiento de trastornos musculoesqueléticos,
dismenorrea y dolor posoperatorio. Su larga semivida permite que se administre una vez al dia. Se ha mostrado que
el farmaco es eficaz si se administra rectalmente. Las molestias gastrointestinales son los efectos secundarios mas
frecuentemente informados.

Se ha mostrado que el piroxicam es un agente de quimioprevencién eficaz en modelos animales (Pollard y Luckert,
1989; Reddy y col., 1987), aunque demostrd efectos secundarios en un reciente ensayo llb. Un gran meta-analisis
de los efectos secundarios de los AINE también indica que el piroxicam tiene mas efectos secundarios que otros
AINE (Lanza y col., 1995). Se ha mostrado que el sulindaco produce la regresion de adenomas en pacientes con
poliposis adenomatosa familiar (PAF) (Muscat y col., 1994), aunque al menos un estudio en adenomas esporadicos
no ha mostrado tal efecto (Ladenheim y col., 1995).

Se ha mostrado que la combinacién de DFMO y piroxicam tiene un efecto quimiopreventivo sinérgico en el modelo
de rata tratada con AOM de carcinogénesis de colon (Reddy y col., 1990), aunque la DFMO ejercié un mayor efecto
supresor que el piroxicam sobre la mutaciéon Ki-ras y tumorigénesis cuando cada agente se administré por separado
(Reddy y col., 1990). En un estudio, la administracion de DFMO o piroxicam a ratas tratadas con AOM redujo el
numero de tumores que alojaban mutaciones Ki-ras del 90 % al 36 % y 25 %, respectivamente (Singh y col., 1994).
Ambos agentes también redujeron la cantidad de p21 ras bioquimicamente activo en tumores existentes.

14




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2507 145 T3

C. Combinaciones de AINE

También se usan combinaciones de diversos AINE para diversos fines. Usando menores dosis de dos o mas AINE
es posible reducir los efectos secundarios o toxicidades asociadas a mayores dosis de AINE individuales. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, el sulindaco puede usarse junto con celecoxib. En algunas realizaciones, uno o
ambos de los AINE son inhibidores selectivos de la COX-2. Ejemplos de AINE que se usan de nuevo tanto solos
como en combinacién incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno,
ketoprofeno, flurbiprofeno, oxaprozina, indometacina, sulindaco, etodolaco, diclofenaco, piroxicam, meloxicam,
tenoxicam, droxicam, lomoxicam, isoxicam, acido mefenamico, acido meclofenamico, acido flufenamico, acido
tolfenamico, celecoxib, rofecoxib, valdecoxib, parecoxib, lumiracoxib o etoricoxib.

VI. Terapia de combinacion de eflornitina/sulindaco

Estudios preclinicos de farmacos de quimioprevencién administrados en combinacién a bajas dosis muestran una
eficacia sorprendente en la prevencién de adenomas con pocas toxicidades adicionales, sugiriendo una estrategia
para mejorar las relaciones de riesgo con respecto a beneficio para prevenir adenomas recurrentes.

Como se observa anteriormente, el raton Min (neoplasia intestinal multiple), que comparte un genotipo APC/apc
mutado con PAF, sirve de modelo animal experimental Gtil para pacientes con PAF humano (Lipkin, 1997). El raton
Min puede desarrollar mas de 100 adenomas/adenocarcinomas gastrointestinales a lo largo del tubo gastrointestinal
durante 120 dias de vida conduciendo a hemorragia Gl, obstrucciéon y muerte. Se mostrd6 que una terapia de
combinacion de DFMO vy sulindaco era eficaz en reducir adenomas en estos ratones (patente de EE.UU. n°
6.258.845; Gerner y Meyskens, 2004). Los resultados para tratar ratones Min con tanto DFMO sola, sulindaco solo,
como una combinacion de DFMO y sulindaco sobre la formacién de tumores en tanto el colon como el intestino
delgado se muestran en las FIG. 9 y 10. La FIG. 9 muestra el nUmero promedio de tumores por tamafo en el colon
de los tres grupos de tratamiento en comparacion con controles sin tratar. La FIG. 10 muestra el nimero promedio
de tumores por tamafo en el intestino delgado de los tres grupos de tratamiento en comparacion con controles sin
tratar. La FIG. 11 muestra cdmo el nimero de adenomas de alto grado varia dependiendo de terapia, sola o
combinacion.

VII. Eficacia de la terapia inhibidora de poliamina basada en el perfil del paciente

Se demostrd la eficacia de una combinacion inhibidora de poliamina de D,L-a-difluorometilornitina (DFMO,
eflornitina) oral diaria a largo plazo y sulindaco entre pacientes con CRA (Meyskens y col., 2008); sin embargo, el
tratamiento se asoci® a modesta ototoxicidad subclinica (McLaren y col.,, 2008) y un mayor numero de
acontecimientos cardiovasculares entre pacientes con alto riesgo cardiovascular inicial (Zell y col., 2009). Los
inventores han investigado determinado ahora que el genotipo de ODC1 afecta diferencialmente la reaparicion de
adenoma, respuestas de poliamina de tejido o perfiles de toxicidad después del tratamiento con eflornitina y
sulindaco en comparacion con placebo.

Trescientos setenta y cinco pacientes con antecedentes de adenomas reseccionados (> 0 =3 mm) se asignaron
aleatoriamente para recibir difluorometilornitina (DFMQO) oral 500 mg y sulindaco 150 mg una vez al dia o placebos
de correspondencia durante 36 meses, estratificados por el uso de baja dosis de aspirina (81 mg) en el nivel inicial y
sitio clinico. La colonoscopia de seguimiento se hizo 3 afos después de la aleatorizacion o fuera del estudio. La
reaparicion de adenoma colorrectal se compar6 entre los grupos con regresion logistica binomial. Comparando el
resultado en pacientes que recibieron placebos con aquellos que recibieron intervencién activa, (a) la reaparicién de
uno o mas adenomas fue del 41,1 % y 12,3 % (relacién de riesgo, 0,30; intervalo de confianza del 95 %, 0,18-0,49; P
< 0,001); (b) el 8,5 % tuvo uno o mas adenomas avanzados, en comparacion con el 0,7 % de pacientes (relaciéon de
riesgo, 0,085; intervalo de confianza del 95 %, 0,011-0,65; P < 0,001); y (c) 17 (13,2 %) pacientes tuvieron
adenomas multiples (>1) en la colonoscopia final, en comparacion con 1 (0,7 %; relacion de riesgo, 0,055; 0,0074-
0,41; P < 0,001). Se produjeron acontecimientos adversos graves (grado > 0 =3) en el 8,2 % de los pacientes en el
grupo de placebo, en comparacién con el 11 % en el grupo de intervencién activa (P = 0,35). No hubo diferencia
significativa en la proporcién de pacientes que informaron cambios en la audiciéon desde el nivel inicial. Los pdlipos
adenomatosos recurrentes pueden reducirse notablemente por una combinacién de bajas dosis orales de DFMO y
sulindaco y con pocos efectos secundarios. Los detalles de este estudio se tratan en mayor detalle mas adelante y
en Meyskens y col., 2008.

El estudio fue parado por el Comité de Vigilancia de Datos y Seguridad (CVDS) después de que 267 pacientes
completaran las colonoscopias del fin del estudio (debido a que el estudio cumplidé sus criterios de valoracién de
eficacia). EI CVDS monitorizd todos los criterios de valoracion de seguridad y eficacia. Como se trata en mayor
detalle en la seccion de ejemplos, este estudio implica el andlisis de datos de pacientes del ensayo de prevencién de
adenoma de colon de fase lll multicéntrico. Véase también (Meyskens y col., 2008).
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A. Distribucion del genotipo de ODC1

Se usaron un total de 440 casos de cancer colorrectal (CCR) identificados del estudio de genes-medioambiente de
CCR de UC Irvine en el andlisis de solo casos. La mediana de la duracién del seguimiento fue 11 afos. Hubo 270
(61 %) casos de cancer de colon, 162 (37 %) casos de cancer rectal y 8 (2 %) casos de CCR de localizacién no
especificada. Los datos clinicopatologicos para casos de cancer de colon y rectal se muestran en la Tabla 1. La
distribucion del genotipo de ODC +316 entre todos los casos de CCR fue del 53 % de GG, 41 % de GAy 7 % de AA.
La distribucion del genotipo de ODC +316 fue similar entre casos de CCR con y sin un antecedente familiar. No hubo
diferencias significativas en la distribucién del genotipo de ODC por edad (P = 0,38), sexo (P = 0,56), antecedente
familiar (P = 0,94), sitio dentro del colon-recto (P = 0,55), histologia (P = 0,46) o grado de tumor (P = 0,73). La
distribucion del genotipo de ODC no se diferencié significativamente por estadio en el diagnostico: estadio | (49 % de
GG, 42 % de GA, 8 % de AA), estadio Il (56 % de GG, 38 % de GA, 6 % de AA), estadio lll (51 % de GG, 43 % de
GA, 6 % de AA), estadio IV (59 % de GG, 37 % de GA, 4 % de AA) (P = 0,87). La distribucién del genotipo de ODC
por etnicidad revel6 diferencias significativas: caucasicos (382 casos: 53 % de GG, 41 % de GA, 6 % de AA,
frecuencia del alelo A menor = 26 %), afroamericanos (7 casos: 71 % de GG, 29 % de GA, 0 % de AA, frecuencia
del alelo A menor = 15 %), hispanos (21 casos: 57 % de GG, 43 % de GA, 0 % de AA, frecuencia del alelo A menor
=21 %) y asiaticos (27 casos: 33 % de GG, 41 % de GA, 26 % de AA, frecuencia del alelo A menor = 46 %) (P =
0,009). Sin embargo, dentro de cada raza la distribucién del genotipo de ODC estuvo en equilibrio de Hardy-
Weinberg (caucasicos P = 0,36, afroamericanos P = 0,66, hispanos P = 0,21, asiaticos P = 0,35).

B. Reaparicion de adenoma

La distribucion del genotipo de ODC1 fue: 126 GG (55 %), 87 GA (38 %) y 15 AA (7 %). Las caracteristicas clinicas
iniciales revelaron diferencias, como se muestra en la Tabla 1. En modelos de regresion con las variables
independientes edad, sexo, raza, uso de aspirina, tratamiento, genotipo de ODC1 y tratamiento, el tratamiento fue el
Unico factor asociado a diferencias en la reaparicién de adenoma, respuesta de poliamina de tejido y ototoxicidad.
Se detectd una interaccién estadisticamente significativa para el genotipo de ODC1 y el tratamiento en el modelo
completo para reaparicién de adenoma (P = 0,021), de forma que el patron de reaparicion de adenoma entre
pacientes con placebo fue: GG-50 %, GA-35 %, AA-29 % frente a pacientes con eflornitina/sulindaco: GG-11 %, GA-
14 %, AA-57 %.

Se detectd una interaccidn estadisticamente significativa entre genotipo de ODC1 y tratamiento en este modelo (P =
0,038). El genotipo de ODC1 no estuvo significativamente asociado a una respuesta de putrescina de tejido o
respuesta de la relacién de espermidina:espermina en los modelos de regresiéon completa (datos no mostrados). El
riesgo relativo (RR) de reaparicion de adenoma relacionado con el tratamiento después del ajuste en el modelo de
regresion completo fue 0,39 (IC del 95 %, 0,24-0,66). No hubo asociaciones significativas entre el grupo de
tratamiento y de genotipo de ODC1 con respecto a acontecimientos adversos cardiovasculares o gastrointestinales
(Tablas 3y 4).

Aqui se observé que el efecto inhibidor del adenoma de eflornitina y sulindaco fue mayor entre aquel con el genotipo
de ODC1 homocigético G mayor, a diferencia de informes previos que muestran una disminucién del riesgo de
adenoma recurrente entre pacientes con CCR que recibieron aspirina que llevaban al menos un alelo A (Martinez y
col., 2003; Barry y col., 2006; Hubner y col., 2008). La distribucién del genotipo de ODCT fue similar a la informada
ensayos previos basados en aspirina (Martinez y col., 2003; Barry y col., 2006; Hubner y col., 2008) y el alelo A se
asocié a un menor riesgo de adenoma recurrente no significativo en el grupo de placebo de acuerdo con informes
previos (Martinez y col., 2003; Hubner y col., 2008). Estos resultados demuestran que los portadores del alelo A de
ODC1 se diferencia en la respuesta a exposicion prolongada a eflornitina y sulindaco en comparacion con pacientes
con genotipo GG, experimentando los portadores del alelo A menos beneficio en términos de reaparicion de
adenoma, y posibilidades de elevado riesgo de desarrollar ototoxicidad, especialmente entre los homocigotos AA.

C. Analisis de supervivencia

De los 440 casos de CCR, 138 (31 %) habia fallecido en el momento de analisis. Sesenta y cuatro (46 %) muertes
se produjeron en casos que llevan el genotipo GG, en comparacion con 74 (54 %) muertes en casos con los
genotipos AA/AG. La causa de la muerte estuvo disponible para 102 de los 138 casos fallecidos de CCR. Ochenta y
cinco (83 %) casos de CCR murieron como resultado de CCR. Se observé una mejora estadisticamente significativa
en la supervivencia especifica de CCR entre todos los casos de CCR homocigéticos para el alelo G de ODC
(supervivencia a los 10 afos = 84 %) en comparacion con casos con al menos un alelo A (GA/AA de ODC)
(supervivencia a los 10 afos = 76 %; P = 0,031). El analisis de supervivencia especifica de CCR por estadio reveld
que no se observaron diferencias de supervivencia significativamente diferentes para CCR de estadio | (P = 0,055),
Il (P=0,61)0 IV (P =0,65) de AJCC. Sin embargo, entre casos con CCR de estadio lll, el genotipo GG de ODC se
asoci6 a supervivencia especifica de CCR a los 10 afios mejorada: 75 % en comparaciéon con 60 % para casos del
genotipo GA/AA de ODC; P = 0,024 (FIG. 1). Entre casos de cancer de colon se observo un beneficio de la
supervivencia especifica de CCR estadisticamente significativa para aquellos con genotipo GG de ODC en
comparaciéon con casos GA/AA de ODC (tasa de supervivencia a los 10 afios = 87 % frente al 79 %; P = 0,029); esto
no se observo para casos de cancer rectal (supervivencia a los 10 afios = 78 % para casos de GG de ODC frente al
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72 % para casos de GA/AA de ODC; P = 0,42).

Entre todos los casos de CCR, los célculos estimados de supervivencia especifica de CCR basados en el genotipo
de ODC después del ajuste para edad (afios), sexo, etnicidad, antecedente familiar de CCR, estadio de TNM en el
diagnostico, sitio tumoral dentro del colon, subtipo histolégico, tratamiento con cirugia, radioterapia y quimioterapia
fueron como sigue: razon de riesgo (HR) de GG de ODC = 1,00 (referente), HR de GA de ODC = 1,73 y HR del
genotipo AA de ODC = 1,73 (tendencia de P = 0,0283). Entre casos de colon solo, el andlisis de supervivencia
especifica de CCR revelé que el SNP de ODC +316 era una variable independiente de la supervivencia especifica
de CCR, después del ajuste para las variables clinicas anteriores. En comparaciéon con casos de cancer de colon de
GG de ODC, el riesgo de muerte especifico de CCR (HR) fue 2,31 (1,15-4,64) para el genotipo GA de ODC y 3,73
(0,93-14,99) para el genotipo AA de ODC (tendencia de P = 0,006) (Tabla 2). El analisis de supervivencia global de
estos casos de cancer de colon estuvo de acuerdo con el andlisis de supervivencia especifica de CCR (Tabla 2).
Entre casos de cancer rectal, el andlisis de supervivencia especifica de CCR revel6 que el SNP de ODC +316 no era
una variable independiente de la supervivencia especifica de CCR después del ajuste para las variables clinicas
anteriormente mencionadas. En comparacion con casos de cancer rectal de GG de ODC (HR=1,00, referencia), el
riesgo de muerte especifico de CCR (HR) fue 1,72 (0,83-3,57) para heterocigotos GA de ODC y 1,93 (0,56-6,67)
para homocigotos AA de ODC (tendencia de P = 0,12).

Como se observa anteriormente, la distribucion del genotipo de ODC +316 se diferenci6 entre la etnicidad. El riesgo
de mortalidad observado, ademas de por casualidad, probablemente refleja diferencias basadas en el genotipo de
ODC; sin embargo, el riesgo puede limitarse a un grupo étnico particular. Asi, se realizaron andlisis multifactoriales
entre casos de cancer de colon en caucasicos, para evaluar el riesgo de mortalidad especifico de genotipo dentro de
este grupo étnico individual. Entre los 234 casos de cancer de colon en caucasicos hubo 37 muertes relacionadas
con CCR. El analisis de supervivencia especifica de CCR multifactorial revel6 que el SNP de ODC +316 era una
variable independiente de supervivencia especifica de CCR entre casos de cancer de colon en caucasicos después
del ajuste para las variables clinicas relevantes anteriormente mencionadas. En comparacién con casos con
genotipo GG de ODC (HR=1,00, referencia), el riesgo de muerte especifico de CCR (HR) fue 2,67 (1,22-5,82) para
el genotipo GA de ODC y 6,28 (1,46-26,95) para el genotipo AA de ODC (tendencia de P = 0,0018).

Las diferencias de supervivencia especificas del genotipo entre casos de CCR se limitaron a casos de cancer de
colon: en comparacion con casos del genotipo GG de ODC (HR=1,00, referencia), la razén de riesgo de SE-CCR
ajustada (HR) fue 2,31 (1,15-4,64) para casos de GA de ODC y 3,73 (0,93-14,99) para casos de AA de ODC
(tendencia de P = 0,006). En células de cancer de colon, el SNP de ODC +316, flanqueado por dos cajas E, predice
la actividad del promotor ODC. El activador de la caja E ¢c-MYC y los represores MAD1 y MAD4 se unen
preferencialmente a alelos A menores, en comparacion con G mayores, en células cultivadas.

Basandose en este analisis basado en la poblacion de casos de cancer colorrectal con duracion del seguimiento de
once afos, se observd que el SNP de ODC +316 se asocié a supervivencia especifica del cancer colorrectal entre
casos de cancer de colon. Se observé un elevado riesgo estadisticamente significativo de mortalidad especifica de
CCR con cada alelo A de ODC adicional entre casos de cancer de colon, es decir, de GG a GA a AA de ODC
(tendencia de P = 0,006), después del ajuste para edad, sexo, etnicidad, estadio del tumor, antecedente familiar de
CCR, sitio tumoral, histologia, tratamiento con cirugia, radioterapia y quimioterapia.

D. Regulacion especifica de alelos de factores de transcripcion

Los datos experimentales presentados aqui proporcionan percepciones sobre los posibles mecanismos biologicos
que subyacen a las observaciones clinicas de los presentes inventores. En células epiteliales de cancer de colon, los
presentes inventores han mostrado que el SNP de ODC +316 es funcionalmente significativo, como se demuestra
por la elevada unién de los factores de transcripcién de la caja E a elementos promotores que contienen alelos A, en
comparacién con G. Tanto el activador c-MYC como el represor MAD1 muestran mayores efectos sobre la actividad
del promotor en elementos indicadores que contienen alelos A frente a G. Estos resultados sugieren regulacion
especifica de alelos de ODC por factores de transcripcion de la caja E. La actividad enzimatica de la proteina ODC
no se afecta evidentemente por el genotipo del SNP de ODC +316, que los presentes inventores creen que influye
en la transcripcion de ODC.

En células de colon se ha mostrado que la expresion condicional de APC natural, un gen expresado en mucosa
colénica normal, suprime la expresion de c-MYC y aumenta la de MADT (Fultiz y Gerner, 2002). Ademas, se ha
informado que APC natural puede regular la actividad del promotor ODC de un modo dependiente del SNP +316
(Martinez y col., 2003). APC natural se expresa en la mucosa colonica aparentemente normal de individuos no
afligidos por PAF, mientras que la mayoria de los adenomas de colon esporadicos muestran pruebas de APC
mutado o delecionado (lwamoto y col., 2000). MYC se expresa a bajos niveles en mucosa intestinal normal, pero es
elevado en adenomas intestinales de ratones APC""". La inactivacién condicional de la expresion de MYC epitelial
intestinal suprime la tumorigénesis intestinal en ratones ApCM™* (Ignatenko y col., 2006). Como se ha descrito
anteriormente, el trabajo previo por el grupo de los presentes inventores (Martinez y col., 2003) y otros (Hubner y
col., 2008) demostré una funcién protectora para el alelo A de ODC, especialmente en usuarios de aspirina, contra la
reaparicion de pdlipos de colon en ensayos de prevencion clinica. Sin embargo, en el estudio basado en la poblacion
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aqui presentado, el alelo A de ODC se asocio a poca supervivencia. Esta evidente contradiccion puede explicarse
por los resultados mostrados aqui, que indican que tanto los activadores como los represores de la caja E se unen al
alelo A de ODC selectivamente. Los inventores especulan que la transicion de epitelio normal, que expresa
represores de la caja E, a epitelio neoplasico puede retardarse en individuos con alelos A de ODC. Este efecto
puede resultar de la supresion de la sintesis de poliaminas. Sin embargo, si el epitelio transformado empieza a
expresar activadores de la caja E (tales como ¢c-MYC), entonces puede ser mas probable que la progresion del
cancer se produzca en individuos con el genotipo A de ODC. Los resultados de los presentes inventores para el
riesgo de mortalidad especifica del cancer de colon estan de acuerdo con aquellos de otros que muestran que el
riesgo de cancer de prostata puede asociarse al alelo A de ODC entre individuos especificos como resultado de
interacciones de genes con el medioambiente (O'Brien y col., 2004; Visvanathan y col., 2004). Tal progresién del
cancer de colon podria ser debida a una potenciada sintesis de poliaminas, como ya se ha demostrado para cancer
de prostata (Simoneau y col., 2008).

Este hallazgo de que un factor, tal como el SNP de ODC, puede tener tanto efectos promotores como inhibidores
sobre la carcinogénesis no es unico. Por ejemplo, el factor de crecimiento-beta transformante (TGF-p) tiene diversas
funciones en la carcinogénesis y progresion del cancer (Derynck y col., 2001; Pardali y Moustakas, 2007; Roberts y
Wakefield, 2003). El TGF-B en células no transformadas inhibe la proliferacién celular e induce apoptosis. Incluso se
expresa en exceso en todos los tumores humanos y esta asociado a progresion tardia del cancer, especificamente
invasion y metastasis tumoral. Un estudio individual que informa de la actividad de ODC en tumores colorrectales
humanos demostrd que los altos niveles de expresion de ODC se asociaban significativamente a supervivencia
mejorada (Matsubara y col.,, 1995). Esto sugiere que, aunque la expresién en exceso de ODC promueve la
formacion de adenomas colorrectales humanos, es posible que en lesiones establecidas la expresiéon en exceso de
ODC produzca proliferacion potenciada y esté asociada a respuesta mejorada a tratamientos antiproliferativos. Sin
embargo, ese estudio no incluyé estratificacién por genotipo de ODC, por lo que no se sabe si estos efectos son
independientes del genotipo de ODC.

Las asociaciones observadas del SNP de ODC +316 con mortalidad especifica de CCR se limitaron a casos de
cancer de colon. Entre los casos de cancer de colon se observaron efectos particularmente fuertes para caucasicos.
Similar a otros informe, la frecuencia alélica del SNP de ODC +316 se diferencia considerablemente por etnicidad
(O'Brien y col., 2004). Cuando los inventores limitaron el andlisis de supervivencia a caucasicos solo (es decir, el
Unico grupo étnico con potencia adecuada para tales andlisis), las asociaciones del SNP de ODC +316 fueron
significativas, y de mayor magnitud que los célculos estimados observados para la cohorte entera.

El estudio epidemiolégico comparte limitaciones de otros analisis basados con la poblacién, que incluye falta de
datos sobre condiciones comorbidas, estado general y pautas quimioterapéuticas particulares utilizadas.
Adicionalmente, las muestras de biopsia de tejido obtenidas de participantes del Estudio de genes-medioambiente
de cancer colorrectal familiar de UC Irvine son especimenes incorporados en parafina y, por tanto, no pueden usarse
para la precisa evaluacion de la cuantificacién de poliamina de tejido por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). También existe la posibilidad del sesgo de seleccion, favoreciendo un grupo relativamente sano de
supervivientes de CCR, ya que hubo una mediana de retraso de16 meses desde el momento del diagnéstico de
CCR hasta el enrolamiento en el estudio. Otros factores que afectan el metabolismo de poliaminas de los que no se
dio cuenta en el presente estudio pueden explicar las observaciones de los presentes inventores. Por ejemplo, la
aspirina activa la acetilacion y exportacion de poliamina y trabaja con el alelo A de ODC para reducir los contenidos
de poliamina en célula y tejido (Gerner y col., 2004; Martinez y col., 2003; Babbar y col., 2006).

En resumen, los inventores han observado consecuencias clinicas del SNP de ODC +316 sobre la mortalidad
especifica de CCR entre casos de cancer de colon. Adicionalmente, los inventores han establecido adicionalmente
la significancia funcional del SNP de ODC +316 en la transcripcion dependiente de c-MYC y MAD1 de este gen en
células de cancer de colon humanas Juntos, estos hallazgos experimentales y epidemiolégicos sugieren funciones
para el SNP de ODC +316 en la progresion del cancer de colon que son distintas de su funciéon previamente
informada en la progresion a adenomas de colon. Estos hallazgos pueden usarse para evaluar el riesgo de
progresion del cancer de colon y pueden usarse para dirigir el tratamiento farmacogenético especifico del paciente,
monitorizacion de la supervision e informar de enfoques novedosos dirigidos para la prevencién de cancer de colon
secundario y terciario.

E. Resumen

Se detecté una interaccion estadisticamente significativa para el genotipo de ODCT7 y tratamiento en el modelo
completo para reaparicién de adenoma (P = 0,021), de forma que el patron de reaparicion de adenoma entre
pacientes con placebo fue: GG-50 %, GA-35 %, AA-29 % frente a pacientes con eflornitina/sulindaco: GG-11 %, GA-
14 %, AA-57 %. Aqui se observd que el efecto inhibidor de adenoma de eflornitina y sulindaco fue mayor entre
aquellos con el genotipo de ODC17 homocigético G mayor, a diferencia de informes previos que muestran una
disminucion del riesgo de adenoma recurrente entre pacientes con CCR que reciben aspirina que llevan al menos un
alelo A (Martinez y col., 2003; Barry y col., 2006; Hubner y col., 2008) Estos resultados demuestran que los
portadores del alelo A de ODC1 se diferencian en la respuesta a exposicion prolongada con eflornitina y sulindaco
en comparacion con pacientes con genotipo GG, experimentando los portadores del alelo A menos beneficio en
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términos de reaparicién de adenoma y posibilidad de elevado riesgo de desarrollar ototoxicidad, especialmente entre
los homocigotos AA.

VIIl. Analisis de polimorfismos

El genotipo en la posicion +316 del gen promotor ODC1 del paciente puede determinarse usando los procedimientos
proporcionados mas adelante, que incluyen los procedimientos especificos descritos en la seccién de ejemplos.
Estos procedimientos pueden modificarse y optimizarse adicionalmente usando los principios y técnicas de biologia
molecular como se aplican por un experto en la materia. Tales principios y técnicas se ensefian, por ejemplo, en
Small y col., (2002). Procedimientos generales empleados para la identificacion de polimorfismos de un solo
nucle6tido (SNP) se proporcionan mas adelante. La referencia de Kwok y Chen (2003) y Kwok (2001) proporcionan
visiones generales de algunos de estos procedimientos.

Los SNP referentes a ODC1 pueden caracterizarse por el uso de cualquiera de estos procedimientos o modificacion
adecuada de los mismos. Tales procedimientos incluyen la secuenciacion directa o indirecta del sitio, el uso de
enzimas de restriccién en las que los alelos del sitio respectivo crean o destruyen un sitio de restriccion, el uso de
sondas de hibridacion especificas de alelo, el uso de anticuerpos que son especificos para las proteinas codificadas
por los diferentes alelos del polimorfismo, o cualquier otra interpretacién bioquimica.

A. Secuenciacion de ADN

Un procedimiento cominmente usado de caracterizacion de un polimorfismo es la secuenciacion directa de ADN del
sitio genético que flanquea e incluye el polimorfismo. Tal andlisis puede llevarse a cabo usando tanto el
“procedimiento de terminacién de la cadena mediado por didesoxi”, también conocido como el “procedimiento de
Sanger” (Sanger y col.,, 1975) como el “procedimiento de degradacién quimica”, también conocido como el
“procedimiento de Maxam-Gilbert” (Maxam y col., 1977). Puede utilizarse secuenciacién en combinaciéon con las
tecnologias de amplificacién especificas de secuencia gendmica, tales como la reaccion en cadena de la
polimerasa, para facilitar la recuperacién de los genes deseados (Mullis y col., 1986; solicitud de patente europea
50.424; solicitud de patente europea 84.796, solicitud de patente europea 258.017, solicitud de patente europea
237.362; solicitud de patente europea 201.184; patentes de EE.UU. 4.683.202; 4.582.788; y 4.683.194).

B. Resistencia a exonucleasas

Otros procedimientos que pueden emplearse para determinar la identidad de un nucleétido presente en un sitio
polimérfico utilizan un derivado de nuclebtidos resistente a exonucleasas especializado (patente de EE.UU.
4.656.127). Un cebador complementario a una secuencia alélica inmediatamente 3' con respecto al sitio polimérfico
se hibrida con el ADN en investigacion. Si el sitio polimérfico sobre el ADN contiene un nucleétido que es
complementario al derivado de nucleétido resistente al exonucleoétido particular presente, entonces ese derivado se
incorporara por una polimerasa sobre el extremo del cebador hibridado. Tal incorporacion hace que el cebador sea
resistente a la escision por exonucleasas y asi permite su deteccién. Como la identidad del derivado resistente a
exonucleétidos es conocida, puede determinarse el nucleétido especifico presente en el sitio polimérfico del ADN.

C. Procedimientos de microsecuenciacion

Se han descrito varios otros procedimientos de incorporacién de nucleétido guiados por cebadores para ensayar
sitios polimoérficos en ADN (Kombher y col., 1989; Sokolov, 1990; Syvanen 1990; Kuppuswamy y col., 1991; Prezant y
col., 1992; Ugozzoll y col., 1992; Nyren y col., 1993). Estos procedimientos se basan en la incorporacion de
desoxinucledtidos marcados para discriminar entre bases en un sitio polimorfico. Como la sefal es proporcional al
numero de desoxinucleétidos incorporados, los polimorfismos que se producen en ejecuciones del mismo nucleétido
producen una sefal que es proporcional a la longitud de la ejecucién (Syvanen y col.,1990).

D. Extension en solucion

La patente francesa 2.650.840 y la solicitud PCT W(091/02087 tratan de un procedimiento basado en solucion para
determinar la identidad del nucleétido de un sitio polimérfico. Segin estos procedimientos se usa un cebador
complementario a las secuencias alélicas inmediatamente 3' con respecto a un sitio polimérfico. La identidad del
nucleotido de ese sitio se determina usando derivados de didesoxinucleétido marcados que se incorporan al final del
cebador si son complementarios al nucleétido del sitio polimérfico.

E. Analisis de bits genéticos o extension en fase solida
La solicitud PCT W092/15712 describe un procedimiento que usa mezclas de terminadores marcados y un cebador
que es complementario a la secuencia 3' con respecto a un sitio polimérfico. El terminador marcado que se incorpora

es complementario al nucledtido presente en el sitio polimoérfico de la molécula diana que se evalia y asi se
identifica. Aqui, el cebador o la molécula diana se inmovilizan a una fase soélida.
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F. Ensayo de ligacion de oligonucleétidos (ELO)

Este es otro procedimiento en fase sélida que usa metodologia diferente (Landegren y col., 1988). Se usan dos
oligonucleétidos, que pueden hibridarse con secuencias contiguas de una hebra sencilla de un ADN diana. Uno de
estos oligonucleétidos se biotinila mientras que el otro se marca detectablemente. Si la secuencia complementaria
precisa se encuentra en una molécula diana, los oligonucleétidos se hibridaran de forma que sus extremos sean
contiguos, y creen un sustrato de ligacién. La ligacion permite la recuperacion del oligonucleétido marcado usando
avidina. También se han descrito otros ensayos de deteccion de acidos nucleicos, basados en este procedimiento,
combinado con PCR (Nickerson y col., 1990). Aqui se usa PCR para lograr la amplificacion exponencial del ADN
diana, que luego se detecta usando el ELO.

G. Analisis de bits genéticos mediado por ligasa/polimerasa

La patente de EE.UU. 5.952.174 describe un procedimiento que también implica dos cebadores que pueden
hibridarse con secuencias contiguas de una molécula diana. El producto hibridado se forma sobre un soporte sélido
al que se inmoviliza la diana. Aqui, la hibridacién se produce de forma que los cebadores se separen entre si por un
espacio de un unico nucleétido. La incubacion de este producto hibridado en presencia de una polimerasa, una
ligasa y una mezcla de trifosfatos de nucledsido que contiene al menos un trifosfato de desoxinucledsidos permite la
ligacion de cualquier par de oligonucledtidos hibridados contiguos. La adicién de una ligasa produce dos
acontecimientos requeridos para generar una sefal, la extensién y la ligacion. Esto proporciona una mayor
especificidad y menor “ruido” que los procedimientos que usan tanto extensién como ligacion sola y, a diferencia de
los ensayos basados en polimerasa, este procedimiento potencia la especificidad de la etapa de polimerasa
combinandola con una segunda hibridacién y una etapa de ligacion para una sefial que va a unirse a la fase sélida.

H. Reacciones de escision invasiva

Pueden usarse reacciones de escision invasiva para evaluar el ADN celular para un polimorfismo particular. Una
tecnologia llamada INVADER® emplea tales reacciones (por ejemplo, de Arruda y col., 2002; Stevens y col., 2003).
Generalmente, hay tres moléculas de acidos nucleicos: 1) un oligonucleétido en la direccion 5' del sitio diana (“oligo
en la direccion 5"), 2) un oligonucleétido de sonda que cubre el sitio diana (“sonda”), y 3) un ADN monocatenario
con el sitio diana (“diana”). El oligo en la direccién 5' y la sonda no se solapan, pero contienen secuencias contiguas.
La sonda contiene un donante fluoréforo, tal como fluoresceina, y un colorante aceptor, tal como Dabcilo. El
nucleétido en el extremo 3' del oligo en la direccion 5' se solapa (“invade”) con el primer par de bases de un duplex
de sonda-diana. Entonces, la sonda se escinde por una nucleasa en 5' especifica de la estructura causando la
separacion del par fluoréforo/extintor, que aumenta la cantidad de fluorescencia que puede detectarse. Véase Lu y
col., 2004.

En algunos casos, el ensayo se realiza sobre una superficie sélida o en un formato de matriz.
l. Otros procedimientos para detectar SNP

Varios otros procedimientos especificos para la deteccion e identificacién de polimorfismos se presentan mas
adelante y pueden usarse como tales o con modificaciones adecuadas conjuntamente con la identificacion de
polimorfismos del gen ODC1 en la presente invencion. Varios otros procedimientos también se describen en el sitio
web de SNP del NCBI en la malla mundial en ncbi.nim.nih.gov/SNP.

En una realizacion particular, haplotipos extendidos pueden determinarse en cualquier sitio dado en una poblacion,
que permite identificar exactamente qué SNP seran redundantes y cuales seran esenciales en estudios de
asociacion. Lo ultimo se denomina 'SNP de marca de haplotipo (htSNPs)', marcadores que capturan los haplotipos
de un gen o una regiéon de desequilibrio del enlace. Véase Johnson y col. (2001) y Ke y Cardon (2003), para
procedimientos a modo de ejemplo.

El ensayo de VDA utiliza amplificacion por PCR de segmentos genémicos por procedimientos de PCR larga usando
reactivos TaKaRa LA Taq y otras condiciones de reaccion convencionales. La amplificacién larga puede amplificar
tamafos de ADN de aproximadamente 2.000-12.000 pb. La hibridacién de productos con la matriz detectora de
variantes (VDA) puede realizarse por un centro de cribado de alto rendimiento Affymetrix y analizarse con software
computerizado.

Un procedimiento llamado ensayo en chip usa amplificacion por PCR de segmentos genémicos por protocolos de
PCR convencional o larga. Los productos de hibridacion se analizan por VDA, Halushka y col. (1999). Los SNP se
clasifican generalmente como “Ciertos” o “Probables” basandose en el analisis informatico de patrones de
hibridacion. Por comparacién con procedimientos de deteccién alternativos tales como secuenciacion de
nucleétidos, SNP “ciertos” se han confirmado el 100 % de las veces; y SNP “probables” se han confirmado el 73 %
de las veces por este procedimiento.
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Otros procedimientos simplemente implican la amplificacion por PCR tras la digestion con la enzima de restriccion
relevante. Todavia otros implican la secuenciacién de productos de PCR purificados de regiones gendmicas
conocidas.

En otro procedimiento mas, exones individuales o fragmentos que se solapan de exones grandes se amplifican por
PCR. Los cebadores se disefian a partir de secuencias publicadas o de bases de datos y la amplificacion por PCR
de ADN genodmico se realiza usando las siguientes condiciones: 200 ng de molde de ADN, 0,5 uM de cada cebador,
80 uM de cada uno de dCTP, dATP, dTTP y dGTP, 5 % de formamida, MgCl.> 1,5 mM, 0,5 U de Taq polimerasa y 0,1
de volumen del tampén Tagq. Se realiza ciclado térmico y los productos de PCR resultantes se analizan por analisis
de PCR-polimorfismo de conformacion de cadena simple (PCR-SSCP), bajo varias condiciones, por ejemplo, 5 6 10
% de gel de poliacrilamida con 15 % de urea, con o sin 5 % de glicerol. La electroforesis se realiza durante la noche.
Los productos de PCR que muestran desplazamientos de la movilidad se reamplifican y se secuencian para
identificar la variacion de nucleétidos.

En un procedimiento llamado CGAP-GAIl (DEMIGLACE), datos de secuencias y de alineamientos (de un archivo
PHRAP.ace), puntuaciones de calidad para las llamadas de la base de secuencias (de los archivos de calidad
PHRED), informacién de distancias (de los programas PHYLIP dnadist y programas vecinos) y datos de llamadas de
la base (de PHRED '-d' switch) se cargan en memoria. Las secuencias se alinean y se examinan para cada trozo
vertical ('rebanada’) del ensamblaje resultante por discrepancia. Cualquier rebanada tal se considera un SNP
candidato (DEMIGLACE). Se usan varios filtros por DEMIGLACE para eliminar rebanadas que no es probable que
representen polimorfismos verdaderos. Estos incluyen filtros que: (i) excluyen secuencias en cualquier rebanada
dada de la consideracion de SNP en la que las puntuaciones de calidad de la secuencia adyacente baja del 40 % o
mas; (ii) excluye llamadas en las que la amplitud del pico esta por debajo del quince por ciento de todas las llamadas
de la base para ese tipo de nucleétido; (iii) descalifica regiones de una secuencia que tienen un alto nimero de
discrepancias con el consenso de participar en los calculos de SNP; (iv) quita de consideracion cualquier llamada de
la base con una llamada alternativa en la que el pico constituya el 25 % o mas del area del pico llamado; (v) excluye
variaciones que se producen en solo una direccion de lectura. Las puntuaciones de calidad de PHRED se
convirtieron en valores de probabilidad de error para cada nucleétido en la rebanada. Se usan procedimientos
bayesianos convencionales para calcular la probabilidad posterior de que haya pruebas de heterogeneidad de
nucleétidos en una localizacion dada.

En un procedimiento llamado CU-RDF (RESEQ), la amplificacion por PCR se realiza a partir de ADN aislado de
sangre usando cebadores especificos para cada SNP, y después de los protocolos de limpieza tipicos para eliminar
cebadores sin usar y nucleoétidos libres, secuenciacion directa usando los mismos cebadores o cebadores anidados.

En un procedimiento llamado DEBNICK (PROCEDIMIENTO-B) se realiza un andlisis comparativo de secuencias de
EST agrupadas y se confirma por secuenciacion de ADN basada en fluorescencia. En un procedimiento relacionado,
llamado DEBNICK (PROCEDIMIENTO-C), se realiza el andlisis comparativo de secuencias de EST agrupadas con
calidad phred > 20 en el sitio de emparejamiento erréneo, la calidad de phred promedio >= 20 durante 5 bases 5'-
FLANK y 3' con respecto al SNP, ningin emparejamiento erréneo en 5 bases 5'y 3' con respecto al SNP, al menos
dos manifestaciones de cada alelo, y se confirma examinando trazas.

En un procedimiento identificado por ERO (RESEQ) se disefian nuevos conjuntos de cebadores para STS
electronicamente publicadas y se usan para amplificar ADN de 10 cepas de ratdn diferentes. Entonces, el producto
de amplificacién de cada cepa se purifica en gel y se secuencia usando un didesoxi convencional, técnica de
secuenciacion en ciclo con terminadores marcados con **P. Entonces, todas las reacciones terminadas en ddATP se
cargan en carriles adyacentes de un gel de secuenciacion, seguido de todas las reacciones de ddGTP, etc. Los SNP
se identifican observando visualmente las radiografias.

En otro procedimiento identificado como ERO (RESEQ-HT) se disefian nuevos conjuntos de cebadores para
secuencias de ADN murino electrénicamente publicadas y se usan para amplificar ADN de 10 cepas de ratén
diferentes. El producto de amplificacion de cada cepa se prepara para la secuenciacién tratando con exonucleasa | y
fosfatasa alcalina de gamba. La secuenciacion se realiza usando un kit ABI Prism Big Dye Terminator Ready
Reaction Kit (Perkin-Elmer) y las muestras de secuencia se ejecutan en el analizador de ADN 3700 (96 Capillary
Sequencer).

FGU-CBT (SCA2-SNP) identifica un procedimiento en el que la regiéon que contiene el SNP se amplific6 por PCR
usando los cebadores SCA2-FP3 y SCA2-RP3. Se amplifican aproximadamente 100 ng de ADN gendémico en un
volumen de reacciéon de 50 ml que contiene una concentracién final de Tris 5 mM, KCI 25 mM, MgCl» 0,75 mM, 0,05
% de gelatina, 20 pmoles de cada cebador y 0,5 U de Taqg ADN polimerasa. Las muestras se desnaturalizan, se
hibridan y se extienden y el producto de PCR se purifica de un corte de banda del gel de agarosa usando, por
ejemplo, el kit de extraccién en gel QlAquick (Qiagen) y se secuencia usando quimica de colorante-terminador en un
secuenciador de ADN automatico ABI Prism 377 con los cebadores de PCR.

En un procedimiento identificado como JBBLACK (SEQ/RESTRICT) se realizan dos reacciones de PCR
independientes con ADN gendmico. Los productos de la primera reaccion se analizan por secuenciacion, que indica
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un sitio de restriccion Fspl Unico. La mutacién se confirma en el producto de la segunda reaccién de PCR digiriendo
con Fspl.

En un procedimiento descrito como KWOK(1), los SNP se identifican comparando datos de secuencias gendmicas
de alta calidad de cuatro individuos aleatoriamente elegidos por secuenciacion directa de ADN de productos de PCR
con quimica de colorante-terminador (véase Kwok y col., 1996). En un procedimiento relacionado identificado como
KWOK(2), los SNP se identifican comparando datos de secuencias gendmicas de alta calidad de clones de insertos
largos que se solapan tales como cromosomas artificiales bacterianos (BAC) o cromosomas artificiales basados en
P1 (PAC). Entonces se desarrolla una STS que contienen este SNP y la existencia del SNP en diversas poblaciones
se confirma por secuenciacién de ADN reunido (véase Taillon-Miller y col., 1998). En otro procedimiento similar
llamado KWOK(3), los SNP se identifican comparando datos de secuencias gendmicas de alta calidad de clones de
insertos largos que se solapan BAC o PAC. Los SNP encontrados por este enfoque representan variaciones de
secuencias de ADN entre los dos cromosomas donantes, pero todavia no se han determinado las frecuencias
alélicas en la poblacion general. En el procedimiento KWOK(5), los SNP se identifican comparando datos de
secuencias gendémicas de alta calidad de una muestra de ADN homocigoética y una o mas muestras de ADN
reunidas por secuenciacién directa de ADN de productos de PCR con quimica de colorante-terminador. Las STS
usadas se desarrollan a partir de datos de secuencias encontrados en bases de datos publicamente disponibles.
Especificamente, estas STS se amplifican por PCR contra un mola hidatidiforme completa (CHM) que se ha
mostrado que es homocigética en todos los sitios y un conjunto de muestras de ADN de 80 padres de CEPH (véase
Kwok y col., 1994).

En otro procedimiento tal, KWOK (OverlapSnpDetectionWithPolyBayes), los SNP se descubren por andlisis
computerizado automatizado de regiones que se solapan de secuencias de clones genémicas humanas de inserto
grande. Para la adquisicién de datos se obtienen secuencias de clones directamente de centros de secuenciacién a
gran escala. Esto es necesario debido a que las secuencias de calidad de la base no estan presentes/disponibles
mediante GenBank. El procesamiento de datos sin procesar implica el andlisis de secuencias de clones e
informacién de calidad de bases acompanantes para coherencia. A las secuencias finalizadas (‘base perfecta’, tasa
de error inferior a 1 en 10.000 pb) sin secuencias de calidad de bases asociadas se les asigna un valor de calidad de
base uniforme de 40 (tasa de error de 1 en 10.000 pb). Las secuencias borrador sin valores de calidad de base se
rechazan. Las secuencias procesadas se entran en una base de datos local. También se almacena una versién de
cada secuencia con repeticiones humanas conocidas enmascaradas. El enmascaramiento de repeticiones se realiza
con el programa “MASKERAID”. Deteccién de solapamientos: Se detectan solapamientos putativos con el programa
“WUBLAST”. Se siguieron varias etapas de filtracion con el fin de eliminar falsos resultados de detecciéon de
solapamientos, es decir, similitudes entre un par de secuencias de clones que se producen debido a la duplicacién
de secuencias a diferencia del solapamiento verdadero. La longitud total del solapamiento, porcentaje de similitud
global, numero de diferencias de secuencias entre nucleétidos con alto valor de calidad de bases “errores de
emparejamiento de alta calidad”. También se comparan resultados con los resultados del mapeo de fragmentos de
restriccion de clones gendmicos en el Centro de Secuenciacién del Genoma de la Universidad de Washington,
informes de los terminadores sobre solapamientos y los resultados del esfuerzo de construccién de céntigos de
secuencia en NCBI. Deteccion de SNP: Se analizan pares de solapamiento de la secuencia del clon para sitios de
SNP candidatos con el software de deteccion de SNP 'POLYBAYES'. Las diferencias de secuencia entre el par de
secuencias se puntldan para la probabilidad de representar variacién de secuencias verdaderas a diferencia de error
de secuenciacion. Este procedimiento requiere la presencia de valores de calidad de bases para ambas secuencias.
Se extraen candidatos de alta puntuacién. La blsqueda se limita a variaciones de pares de bases individuales tipo
sustitucion. La puntuacién de confianza del SNP candidato se calcula por el software POLYBAYES.

En el procedimiento identificado por KWOK (ensayo TagMan), el ensayo TagMan se usa para determinar genotipos
para 90 individuos aleatorios. En el procedimiento identificado por KYUGEN(Q1), muestras de ADN de poblaciones
indicadas se reunen y se analizan por PLACE-SSCP. Las alturas de los picos de cada alelo en el andlisis conjunto
se corrigen por aquellos en un heterocigoto, y se usan posteriormente para el calculo de frecuencias alélicas. Las
frecuencias alélicas superiores al 10 % se cuantifican de forma fidedigna por este procedimiento. Frecuencia alélica
= 0 (cero) significa que el alelo se encontré entre individuos, pero el pico correspondiente no se observa en el
examen del conjunto. Frecuencia alélica = 0-0,1 indica que se detectan alelos menores en el conjunto, pero los picos
son demasiado bajos como para cuantificarlos de forma fidedigna.

En otro procedimiento mas identificado como KYUGEN (Procedimiento 1), los productos de PCR se marcan
posteriormente con colorantes fluorescentes y se analizan por un sistema de electroforesis capilar automatico bajo
condiciones de SSCP (PLACE-SSCP). Se analizan cuatro o mas ADN individuales con o sin dos ADN reunidos
(conjunto japonés y conjunto de padres CEPH) en una serie de experimentos. Los alelos se identifican por
inspeccion visual. Los ADN individuales con diferentes genotipos se secuencian y se identifican SNP. Las
frecuencias alélicas se estiman a partir de las alturas de los picos en las muestras reunidas después de la correccién
del sesgo de sefales usando alturas de los picos en heterocigotos. Para la PCR los cebadores se marcan para tener
5'-ATT o 5'-GTT en sus extremos para el posterior marcado en ambas cadenas. Las muestras de ADN (10 ng/ul) se
amplifican en mezclas de reaccion que contienen el tampoén (Tris-HCI 10 mM, pH 8,3 6 9,3, KCI 50 mM, MgCl» 2,0
mM), 0,25 uM de cada cebador, 200 uM de cada dNTP y 0,025 unidades/ul de Tag ADN polimerasa previamente
mezclada con anticuerpo anti-Tag. Las dos cadenas de productos de PCR se marcan diferencialmente con
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nucleotidos modificados con R110 y R6G por una reaccion de intercambio de fragmento de Klenow de ADN
polimerasa |. La reaccién se detiene anadiendo EDTA, y los nucle6tidos sin incorporan se desfosforilan afiadiendo
fosfatasa alcalina intestinal bovina. Para SSCP: Una alicuota de productos de PCR fluorescentemente marcados y
marcadores internos marcados con TAMRA se afade a formamida desionizada y se desnaturaliza. La electroforesis
se realiza en un capilar usando un ABI Prism 310 Genetic Analyser. Se usan los softwares Genescan (P-E
Biosystems) para la recogida de datos y el procesamiento de datos. EI ADN de los individuos (dos a once) que
incluyen aquellos que mostraron diferentes genotipos sobre SSCP se somete a secuenciaciéon directa usando
quimica de terminador Big-Dye, en secuenciadores ABI Prism 310. Los archivos de multiples trazas de secuencias
obtenidos de ABI Prism 310 se procesan y se alinean por Phred/Phrap y se visualizan usando el visor Consed. Los
SNP se identifican por el software PolyPhred e inspeccion visual.

En otro procedimiento mas identificado como KYUGEN (Procedimiento 2), individuos con diferentes genotipos son
buscados por HPLC desnaturalizante (DHPLC) o PLACE-SSCP (Inazuka y col., 1997) y sus secuencias se
determinan para identificar SNP. Se realiza PCR con cebadores marcados con 5-ATT o 5-GTT en sus extremos
para el posterior marcado de ambas cadenas. El analisis de DHPLC se lleva a cabo usando el sistema de analisis de
fragmentos de ADN WAVE (Transgenomic). Los productos de PCR se inyectan en la columna DNASep, y se
separan en las condiciones determinadas usando el programa WAVEMaker (Transgenomic). Las dos cadenas de
los productos de PCR que estan diferencialmente marcadas con nucleétidos modificados con R110 y R6G por una
reaccion de intercambio del fragmento de Klenow de ADN polimerasa |. La reaccion se detiene afiadiendo EDTA, y
los nucledtidos no incorporados se desfosforilan anadiendo fosfatasa alcalina intestinal bovina. Se realiza SSCP
seguido de electroforesis en un capilar usando un ABI Prism 310 Genetic Analyser. Software Genescan (P-E
Biosystems). EI ADN de individuos que incluyen aquellos que mostraron diferentes genotipos sobre DHPLC o SSCP
se someten a secuenciacién directa usando quimica de terminador Big-Dye, en secuenciador ABI Prism 310. Los
archivos de mlltiples trazas de secuencias obtenidos de ABI Prism 310 se procesan y se alinean por Phred/Phrap y
se visualizan usando el visor Consed. Los SNP se identifican por el software PolyPhred e inspeccién visual. Los
datos del cromatograma de trazas de secuencias de EST en Unigene se procesan con PHRED. Para identificar SNP
probables se informan emparejamientos erréneos de una sola base de multiples alineamientos de secuencias
producidos por los programas PHRAP, BRO y POA para cada agrupacion Unigene. BRO corrigié posibles
orientaciones de EST errbneamente informadas, mientras que POA identificé y analizé estructuras de alineamiento
no lineales indicativas de mezclas/quimeras de genes que podrian producir SNP falsos. Se usa interferencia
bayesiana para sopesar la evidencia de polimorfismo verdadero frente a error de secuenciacion, alineamiento
erréneo o ambigliedad, agrupacion errénea o secuencias de EST quiméricas, que evallan datos tales como altura
del cromatograma en bruto, nitidez, solapamiento y separacién; tasas de errores de secuenciacion; sensibilidad del
contexto; origen de bibliotecas de ADNc, etc.

IX. Formulaciones farmacéuticas y vias de administracion

Los compuestos terapéuticos de la presente divulgacion pueden administrarse mediante varios procedimientos, por
ejemplo, por via oral o mediante inyeccién (por ejemplo, subcutanea, intravenosa, intraperitoneal, etc.). Dependiendo
de la via de administracion, los compuestos activos pueden recubrirse en un material para proteger el compuesto de
la accion de acidos y otras condiciones naturales que puedan inactivar el compuesto. También pueden administrarse
por perfusién/infusién continua de una enfermedad o sitio de herida.

La administracién del compuesto terapéutico por administracién distinta de parenteral puede ser necesaria para
recubrir el compuesto con, o co-administrar el compuesto con, un material para prevenir su inactivacion. Por
ejemplo, el compuesto terapéutico puede administrarse a un paciente en un vehiculo apropiado, por ejemplo,
liposomas, o un diluyente. Diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen solucién salina y disoluciones de
tampon acuosas. Los liposomas incluyen emulsiones CGF de agua en aceite en agua, ademas de liposomas
convencionales (Strejan y col., 1984).

El compuesto terapéutico también puede administrarse parenteralmente, intraperitonealmente, intraespinalmente o
intracerebralmente. Pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos,
y en aceites. Bajo condiciones habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden contener un
conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones acuosas estériles (solubles
en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacién extemporanea de disoluciones inyectables estériles o
dispersién. En todos los casos, la composicién debe ser estéril y debe ser fluida hasta el punto de que exista facil
inyectabilidad. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la
acciéon contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o
medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (tal como glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites vegetales. La fluidez apropiada puede
mantenerse, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafo de
particula requerido en el caso de dispersion y por el uso de tensioactivos. La prevencién de la accion de
microorganismos puede lograrse por diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal y similares. En muchos casos sera preferible incluir agentes
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isoténicos, por ejemplo, azlcares, cloruro sédico o polialcoholes tales como manitol y sorbitol, en la composicién. La
absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede provocarse incluyendo en la composicion un agente
que retarda la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio o gelatina.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando el compuesto terapéutico en la cantidad
requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de los componentes enumerados anteriormente,
segun se requiera, seguido de esterilizacién por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando
el compuesto terapéutico en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico y los otros componentes
requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de
disoluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de preparacion son secado a vacio vy liofilizacion
dando un polvo del principio activo (es decir, el compuesto terapéutico) mas cualquier componente deseado
adicional de una solucién previamente esterilizada por filtracién de la misma.

El compuesto terapéutico puede administrarse por via oral, por ejemplo, con un diluyente inerte o un vehiculo
comestible asimilable. El compuesto terapéutico y otros componentes también pueden encerrarse en una capsula de
gelatina de vaina dura o blanda, comprimirse en comprimidos o incorporarse directamente en la dieta del sujeto.
Para administracion terapéutica oral, el compuesto terapéutico puede incorporarse con excipientes y usarse en
forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y
similares. El porcentaje del compuesto terapéutico en las composiciones y preparaciones puede, por supuesto,
variarse. La cantidad del compuesto terapéutico en tales composiciones terapéuticamente Utiles es de forma que se
obtenga una dosificacion adecuada.

Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma unitaria de dosificacién para facilidad de
administraciéon y uniformidad de la dosificacion. Forma unitaria de dosificacion como se usa en el presente
documento se refiere a unidades fisicamente discretas aptas como dosificaciones unitarias para los sujetos que van
a tratarse; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada del compuesto terapéutico calculada para producir
el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las
formas unitarias de dosificacién de la invencién esta dictada por y es directamente dependiente de (a) las
caracteristicas Unicas del compuesto terapéutico y el efecto terapéutico particular que va a lograrse, y (b) las
limitaciones inherentes en la materia de combinar un compuesto terapéutico tal para el tratamiento de una afeccion
seleccionada en un paciente.

El compuesto terapéutico también puede administrarse tépicamente a la piel, ojo o mucosa. Alternativamente, si se
desea administracion local a los pulmones, el compuesto terapéutico puede administrarse por inhalacién en un polvo
seco o formulacion en aerosol.

Los compuestos activos se administran a una dosificacion terapéuticamente eficaz suficiente para tratar una
afeccion asociada a una afeccién en un paciente. Por ejemplo, la eficacia de un compuesto puede evaluarse en un
sistema de modelo animal que puede ser predictivo de eficacia en el tratamiento de la enfermedad en seres
humanos, tal como los sistemas modelo mostrados en los ejemplos y dibujos.

La cantidad de dosificaciéon actual de un compuesto de la presente divulgacién o composicién que comprende un
compuesto de la presente divulgacion administrada a un sujeto puede determinarse por factores fisicos y fisioldgicos
tales como edad, sexo, peso corporal, gravedad de la afeccién, el tipo de enfermedad que esta tratandose,
intervenciones terapéuticas previas o concurrentes, idiopatia del sujeto y de la via de administracién. Estos factores
pueden determinarse por un experto. El médico responsable de la administracion normalmente determinara la
concentracién del (de los) principio(s) activo(s) en una composicion y dosis(s) apropiada(s) para el sujeto individual.
La dosificacion puede ajustarse por el médico individual en caso de cualquier complicacion.

Una cantidad eficaz normalmente variara de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 1000 mg/kg, de
aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 750 mg/kg, de aproximadamente 100 mg/kg a aproximadamente
500 mg/kg, de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg, de aproximadamente 10,0 mg/kg a
aproximadamente 150 mg/kg en una o mas administraciones de dosis al dia, durante uno o varios dias
(dependiendo por supuesto del modo de administracién y los factores tratados anteriormente). Otros intervalos de
dosis adecuados incluyen 1 mg a 10000 mg por dia, 100 mg a 10000 mg por dia, 500 mg a 10000 mg por dia y 500
mg a 1000 mg por dia. En algunas realizaciones particulares, la cantidad es inferior a 10.000 mg por dia con un
intervalo de 750 mg a 9000 mg por dia.

La cantidad eficaz puede ser inferior a 1 mg/kg/dia, inferior a 500 mg/kg/dia, inferior a 250 mg/kg/dia, inferior a 100
mg/kg/dia, inferior a 50 mg/kg/dia, inferior a 25 mg/kg/dia o inferior a 10 mg/kg/dia. Alternativamente puede estar en
el intervalo de 1 mg/kg/dia a 200 mg/kg/dia. Por ejemplo, con respecto al tratamiento de pacientes diabéticos, la
dosificacién unitaria puede ser una cantidad que reduce la glucosa en sangre al menos el 40 % con respecto a un
sujeto sin tratar. En otra realizacion, la dosificacion unitaria es una cantidad que reduce la glucosa en sangre a un
nivel que es + 10 % del nivel de glucosa en sangre de un sujeto no diabético.
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En otros ejemplos no limitantes, una dosis también puede comprender de aproximadamente 1 microgramo/kg/peso
corporal, aproximadamente 5 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 10 microgramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 50 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 100 microgramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 200 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 350 microgramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 500 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 5 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 10 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente
50 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 100 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 200
miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente 350 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 500
miligramo/kg/peso corporal, a aproximadamente 1000 mg/kg/peso corporal 0 mas por administracién, y cualquier
intervalo derivable en su interior. En ejemplos no limitantes de un intervalo derivable de los nUmeros enumerados en
el presente documento puede administrarse un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg/peso corporal a
aproximadamente 100 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 5 microgramo/kg/peso corporal a aproximadamente
500 miligramo/kg/peso corporal, etc., basado en los nimeros descritos anteriormente.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente divulgacién puede comprender, por ejemplo,
al menos aproximadamente el 0,1 % de un compuesto de la presente divulgacion. En otras realizaciones, el
compuesto de la presente divulgacién puede comprender entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 75
% del peso de la unidad, o entre aproximadamente el 25 % y aproximadamente el 60 %, por ejemplo, y cualquier
intervalo derivable en su interior.

Se contemplan dosis individuales o miultiples dosis de los agentes. Intervalos de tiempo deseados para la
administracion de multiples dosis pueden determinarse por un experto habitual en la materia empleando no mas que
experimentacion rutinaria. Como ejemplo, los sujetos pueden administrarse con dos dosis diarias a intervalos de
aproximadamente 12 horas. En algunas realizaciones, el agente se administra una vez al dia.

El (Los) agente(s) puede(n) administrarse en un programa rutinario. Como se usa en el presente documento, un
programa rutinario se refiere a un periodo de tiempo designado predeterminado. El programa rutinario puede
englobar periodos de tiempo que son idénticos o que se diferencian en longitud, en tanto que el programa esté
predeterminado. Por ejemplo, el programa rutinario puede implicar administracién dos veces al dia, cada dia, cada
dos dias, cada tres dias, cada cuatro dias, cada cinco dias, cada seis dias, semanalmente, mensualmente o
cualquier nimero fijo de dias o semanas entremedias. Alternativamente, el programa rutinario predeterminado
puede implicar administracion dos veces al dia durante la primera semana, seguido de diariamente durante varios
meses, etc. En otras realizaciones, la invencion proporciona que el (los) agente(s) pueda(n) tomarse por via oral y
que el momento preciso del cual es 0 no dependiente del consumo de alimentos. Asi, por ejemplo, el agente puede
tomarse cada mafnana y/o cada tarde, independientemente de cuando el sujeto haya comido o comera.

X. Terapia de combinacion

Puede lograrse terapia de combinacion eficaz con una Unica composicion o formulacion farmacolégica que incluye
ambos agentes, o0 con dos composiciones o formulaciones distintas, administradas al mismo tiempo, en la que una
composicion incluye un compuesto de la presente invencién y la otra incluye el (los) segundo(s) agente(s).
Alternativamente, la terapia puede preceder o seguir al otro tratamiento del agente por intervalos que oscilan de
minutos a meses.

Pueden emplearse diversas combinaciones, tales como cuando “A” representa el primer agente (es decir, DFMO) y
“B” representa un agente secundario (es decir, un AINE que no contiene aspirina, por ejemplo, sulindaco), ejemplos
no limitantes de los cuales se describen a continuacion:

A/B/A B/A/B B/B/A  A/A/B  A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A A/B/A/A AJA/B/A

XIl. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencion. Debe apreciarse por
aquellos expertos en la materia que las técnicas desveladas en los ejemplos que siguen representan técnicas
descubiertas por el inventor para funcionar bien en la practica de la invencién, y asi puede considerarse que
constituyen modos preferidos para su practica. Sin embargo, aquellos expertos en la materia deben apreciar, en
vista de la presente divulgaciéon, que pueden hacerse muchos cambios en las realizaciones especificas que se
desvelan y todavia obtener un resultado parecido o similar.

Ejemplo 1 - Estudios epidemioldgicos: Asociaciones de SNP de ODC +316 con supervivencia especifica de
CCR

Disefo experimental: El estudio incluyd 440 casos nuevos de CCR del Estudio de genes-medioambiente de CCR
familiar (diagnosticado en 1994-1996 con seguimiento hasta marzo de 2008) de UC Irvine basado en la poblacion. El
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desenlace primario fue la supervivencia especifica de CCR (SE-CCR) dependiente del genotipo de ODC (GG frente
a AA/GA). En lineas de células de cancer de colon humano, la unién especifica a alelos de ODC de factores de
transcripcion de la caja E se determindé mediante transferencia Western y ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina (CHIP). La actividad del promotor especifico de alelos de ODC se determiné usando construcciones de
promotor en combinacion con vectores que expresan tanto el activador transcripcional ¢c-MYC como el represor
MAD1.

Resultados: Las diferencias de supervivencia especifica de genotipo entre casos de CCR se limitaron a casos de
cancer de colon: en comparacion con casos de genotipo GG de ODC (HR=1,00, referencia), la razon de riesgo (HR)
de SE-CCR ajustada fue 2,31 (1,15-4,64) para casos de GA de ODC y 3,73 (0,93-14,99) para casos de AA de ODC
(tendencia de P = 0,006). En células de cancer de colon, el SNP de ODC +316, flanqueado por dos cajas E, predice
la actividad del promotor ODC. El activador de la caja E -MYC y los represores MAD1 y MAD4 se unen
preferencialmente a los alelos A menores, en comparacién con G mayores, en células cultivadas.

Poblacion del estudio. Los presentes inventores estudiaron casos nuevos de CCR invasivo enrolados en el Estudio
de genes-medioambiente de cancer colorrectal familiar de la Universidad de California, Irvine (Peel y col., 2000; Zell
y col., 2007) durante 1994-1996 con seguimiento hasta marzo de 2008. El estudio de origen se disefié para
determinar la incidencia de CCNPH en una gran cohorte basada en la poblaciéon de casos de cancer colorrectal. Los
participantes se identificaron mediante los registros de cancer basados en la poblacioén del Programa de Supervision
del Cancer de la Organizacion Imperial de Orange County/San Diego para el Control del Cancer usando el archivo
de datos de abril de 2008. En el estudio de origen (Peel y col., 2000) se confirmaron todos los sujetos con CCR
diagnosticados a todas las edades en Orange County, CA, de 1994 a 1996. También se confirmaron todos los
sujetos diagnosticados en San Diego e Imperial Counties, CA, a edades <65 y entre 1994 y 1995. Entonces, se puso
en contacto con los casos en caso de que fueran elegibles para el estudio (vivos en el momento confirmado y que
tuvieran una direccion de contacto) y si sus médicos no denegaron el permiso para el contacto. En el momento de la
entrada en el estudio, los casos firmaron un formulario de consentimiento que permitia extracciones de sangre y
publicacién de informacién médica. Este estudio fue autorizado por el Comité de ética médica de UC Irvine (n® 93-
257). Los datos clinicos y demograficos que incluyen el estado vital y el seguimiento se obtuvieron mediante enlace
con las bases de datos de registros de cancer regionales como se ha descrito previamente (Peel y col., 2000; Zell y
col., 2007; Zell y col., 2008). La determinacién de la clasificacion tumor, nodo, metastasis (TNM) se derivd de
codigos de AJCC existentes cuando estuvieron disponibles y la conversién del grado de los cddigos de enfermedad,
como se ha informado previamente (Le y col., 2008). El antecedente familiar de cancer en un pariente de primer
grado se comprobd por autoevaluacién durante una entrevista telefénica realizada en el enrolamiento (Zell y col.,
2008; Ziogas y Anton-Culver, 2003). Se identificaron veintidés casos con cancer de colon no poliposico hereditario
(CCNPH), como se define por los criterios de Amsterdam, y se excluyeron del andlisis. El tiempo medio del
diagnéstico de CCR hasta la entrada en el estudio (es decir, fecha de la entrevista de antecedentes familiares) fue
16 meses (IC del 95 % 12-23 meses).

Extraccion de ADN y genotipado de SNP de ODC +316. Se extrajo ADN de muestras de 2,0 ml de codgulos de
gldébulos rojos usando los kits QIAGEN QlAamp DNA Midi o Mini (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El genotipado del SNP de ODC +316 se realizd usando cebadores de oligonucleétidos disefiados para amplificar un
fragmento de 172 pb que contiene la base polimérfica en +316 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se sintetizaron
sondas TagMan especificas de alelo con diferentes marcas en 5' (6-carboxiflouresceina o VIC) y el mismo colorante
extintor en 3' (6-carboxitetrametilrodamina) (23). Cada reaccién de PCR (5 pl totales) contuvo 10 ng de ADN de
participante, 30 pmoles de cada cebador, 12,5 pmoles de cada sonda TagMan y 1x TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), como se ha informado previamente (Martinez y col., 2003; Guo y col.,
2000).

Analisis estadistico - estudio basado en la poblacion. El tamafio de la muestra se determiné basandose en una
relacion 1:1 estimada del genotipo GG de ODC con respecto al genotipo GA/AA de ODC (Martinez y col., 2003;
Barry y col. 2006; Hubner y col., 2008; Guo y col., 2000). El analisis previo de los datos de 1154 casos de cancer de
colon y rectal en el Estudio de genes-medioambiente de CCR familiar de UC Irvine revel6 que la supervivencia
especifica de CCR a los 10 afios se aproximé al 66 % (Zell y col., 2008). Los inventores propusieron una diferencia
del 15 % o mayor en la supervivencia especifica de CCR basandose en el genotipo de ODC solo para los calculos
del tamafo de la muestra de los presentes inventores. Asi, se necesitaron 315 sujetos totales para detectar la
diferencia propuesta en la supervivencia especifica de CCR a los 10 afios entre dos grupos al 5 % de nivel de
significancia con el 80 % de potencia: 55 % en el grupo 1 frente al 70 % en el grupo 2. Se genotiparon
satisfactoriamente 440 de 481 muestras de ADN. 41 casos (8,5 %) produjeron un genotipo de ODC +316
indeterminado debido a la baja concentracion de ADN y/o mala calidad del ADN; sin embargo, no se observaron
diferencias clinicopatolégicas entre los casos satisfactoriamente genotipados e insatisfactoriamente genotipados.
Asi, el estudio fue suficientemente potente para tratar el criterio principal de valoracion.

Se hicieron comparaciones de variables demograficas, clinicas y patolégicas entre casos de colon y rectales usando
la prueba estadistica de chi al cuadrado de Pearson o exacta de Fisher para variables nominales y la prueba de la t
de Student para variables continuas. La supervivencia especifica del cancer colorrectal se defini6 como mortalidad
del propio CCR, y se produjo censura de datos en los siguientes casos: vivos al final de seguimiento, pérdida del
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seguimiento, o muerte de cualquier causa distinta de CCR. La supervivencia global (OS) se definié6 con mortalidad
de cualquier causa. Se construyeron curvas de supervivencia para casos de cancer de colon y rectal usando el
procedimiento de Kaplan-Meier y se analizaron con la prueba del orden logaritmico para analisis unifactoriales. Se
realizé modelado de riesgos proporcionales de Cox para todos los casos de CCR, casos de cancer de colon y casos
de cancer rectal usando el tiempo desde el diagndstico hasta perfilar el riesgo ajustado de la muerte global y
especifica de CCR basandose en el genotipo de ODC. Los efectos del genotipo de ODC (GG, GA o AA) sobre la
supervivencia se analizaron en los modelos de Cox con ajuste para las siguiente covariables: edad, sexo, etnicidad,
antecedente familiar de CCR, estadio de TNM en el diagnéstico, sitio tumoral dentro del colon, subtipo histoldgico,
tratamiento con cirugia, radioterapia y quimioterapia. Cada variable en el modelo se codific6 usando variables
ficticias. Todos los andlisis se realizaron usando el software estadistico SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, NC). La
significancia estadistica se asumio para un valor de P bilateral <0,05.

Ejemplo 2 - Estudios experimentales: Regulacion de SNP de ODC +316 en células de cancer de colon

Cultivo celular. Se mantuvieron lineas de células de cancer colon humano HT29 y HCT116 en medio McCoy's 5A
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Todos los medios usados se complementaron con 10 % de SBF mas 1 % de solucién de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera
humidificada de 5 % de COs.

Ensayo de genotipado. Muestras de ADN de células HT29 y HCT116 se sometieron a un procedimiento de PCR-
RFLP para detectar el sitio Pstl polimérfico. Las secuencias se amplificaron por PCR usando los siguientes
cebadores: 5-TCTGCGCTTCCCCATGGGGCT-3' (SEC ID N 1) y 5-TTTCCCAACCCTTCG-3' (SEC ID N¢ 2).
Cada reaccion contuvo - 1 pul de ADN, 4 pmoles de cada cebador, 12,5 pl 2x tampén PreMixes de PCR “G”
(EPICENTRE Biotechnologies, Madison, WI) y 0,5 unidades de Tag ADN polimerasa, en un volumen final de 25 pl.
El tamano esperado del producto de PCR fue 351 pb. Después de la amplificacion, 10-20 pul del producto de PCR se
digirieron con 10 unidades de Pstl en 30 pl durante 2 horas a 37 °C. EI ADN de células HT29 (GA), que contiene el
sitio Pstl, dio dos fragmentos de 156 y 195 pb.

Andlisis de transferencia Western. Se recogieron células, se lisaron y las proteinas se separaron sobre un gel al
12,5 % de SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron por electroforesis sobre una membrana Hybond-C. La
membrana se bloqued con Blotto A (5 % de leche en polvo de calidad para bloqueo en soluciéon de TTBS) y se
sond6 usando diluciones 1:300 de anticuerpos primarios (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) en Blotto A.
Se incubaron anticuerpos primarios a 4 °C durante la noche, seguido de incubacién con un anticuerpo secundario
marcado con HRP apropiado (dilucién 1:1000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realiz6 deteccion
quimioluminiscente usando reactivo de deteccién ECL Western (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y se
expuso sobre pelicula Biomax XAR (Kodak).

Inmunoprecipitacion de cromatina (CHIP). Se realizaron ensayos CHIP usando un kit comercial, como se
recomienda por el fabricante (Upstate Biotech, Lake Placid, NY, EE.UU.). Brevemente, las células se trataron con 1
% de formaldehido para reticular ADN y proteinas, y los complejos de ADN-proteina se rompieron por sonicacion a
longitudes entre 200 y 1000 pb. Los lisados se diluyeron 10 veces con tampdn de dilucién de inmunoprecipitacion
(IP) que contenia inhibidores de proteasas. Se usaron anticuerpos para c-MYC, MAD1 y MAD4 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) para precipitar cromatina, mientras que se dej6 muestra adicional como control de
anticuerpo menos (-Ab). Las muestras se inmunoprecipitaron durante la noche a 4 °C con rotacién. Se obtuvieron
inmunocomplejos afadiendo 60 ul de suspension de ADN de esperma de salmén / proteina A agarosa e incubando
durante una hora a 4 °C con rotacion seguido de centrifugacion suave (1000 rpm, 1 min). Los sedimentos de
proteina A agarosa se lavaron con tampén bajo en sal, tampén alto en sal, tampén LiCl y tamp6n TE. Entonces, los
complejos se eluyeron afiadiendo 250 pl de tampon de elucion (NaHCOs 0,1 M, 1 % de SDS) dos veces y las
reticulaciones de ADN-proteina se invirtieron con NaCl 0,2 M calentando a 65 °C durante 4 horas para todas las
muestras, que incluyen el ADN de entrada y los controles de ADN de -Ab. ElI ADN se resuspendié en 30 ul de
ddH>O. Para la visualizacion del producto de PCR y su tamafno se llevaron a cabo reacciones de PCR
convencionales. Las secuencias de cebadores de ODC usados para la PCR fueron 5-CCTGGGCGCTCTGAGGT-3'
(SEC ID N 3) (17-mero) y 5-AGGAAGCGGCGCCTCAA-3' (SEC ID N2 4) (17-mero). Se realiz6 PCR cuantitativa
en tiempo real usando el kit de ensayo de expresion génica TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA) en un
sistema de deteccién de secuencias ABI7700. Los detalles para el célculo de la unién relativa pueden encontrarse
en el sitio web del fabricante (http://www.appliedbiosystems.com/).

Transfecciones transitorias. Se realizaron transfecciones transitorias usando el reactivo Lipofectamine (Invitrogen,
Carlsbad, CA) segun el protocolo del fabricante, como se detalla en el archivo complementario. Células HCT116 y
HT29 se transfectaron con 1 pg de plasmidos pGL3-ODC/A o pGL3-ODC/G (Martinez y col., 2003) junto con 0,01 pg
de plasmido Renilla-TK. El plasmido Renilla-TK se compré de Promega (Madison, WI) y se us6 como control de
eficiencia de la transfeccion en todos los experimentos de transfeccién del indicador del promotor. Para los
experimentos de c-MYC, los plasmidos pGL3 de ODC se co-transfectaron con tanto el vector de expresién pcDNA
3.0 como CMV-c-MYC (OriGene, Rockville, MD). Para experimentos de MAD1, los plasmidos de ODC se co-
transfectaron con tanto pcDNA 3.1 como pcDNA-MAD1. Para la co-transfeccion de ¢c-MYC y MAD1 se prepararon
construcciones de indicador del promotor ODC que contenian los primeros 1,6 Kb del gen ODC clonado en un vector
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pGL3. Las construcciones incluyeron la caja E 1 (-485 a -480 pb) intacta (caja E 1 nt) o delecionada (caja E 1 mut).
Adicionalmente, se usaron ambas variantes del SNP ODC +316, creando un total de 4 construcciones diferentes.
Después de 6 horas de incubacion, las células se complementaron con medio completo que contenia 20 % de SBF y
se dejaron cultivar durante la noche. Al dia siguiente después de la transfecciéon, medio completo que contenia 20 %
de SBF se sustituy6é con el medio que contenia 10 % de SBF. 48 horas después de la transfeccion, las células se
lavaron con PBS y se lisaron en tampdn de lisis pasivo del kit de ensayo de luciferasa dual (Promega, Madison, WI).
Las actividades de luciferasa dual se midieron usando un luminémetro TD-20/20 de Turner Designs, como se
describe por el fabricante, y se presentaron como unidades relativas de luciferasa (URL). Los experimentos se
realizaron por triplicado y se repitieron al menos 2 veces.

Anadlisis estadistico - estudios experimentales. Para los experimentos de transfeccion transitoria se usaron
pruebas de la t de dos muestras (Microsoft Excel Microsoft Corp., Redmond, WA). El efecto de la expresion de c-
MYC sobre la actividad del promotor especifico de alelos de ODC se examiné en células HT29 de cancer de colon
usando construcciones del promotor ODC que se diferencian por la presencia del primer elemento de caja E: (a) caja
E 1 natural (nt) +316 G, (b) caja E 1 mutante (mut) +316 G, (c) caja E 1 nt +316 A, y (d) caja E 1 mut +316 A. Para
cada construccién del promotor se usaron pruebas de la t de dos muestras para comparar la actividad del promotor
entre células co-transfectadas con el plasmido pcDNA3.0 frente a aquellas transfectadas con el vector de expresién
CMV-c-MYC. Similarmente, para examinar el efecto de la expresién de MAD1 sobre la actividad del promotor
especifico de alelos de ODC se usaron pruebas de la t de dos muestras para comparar el efecto de la actividad del
promotor en construcciones de promotor co-transfectadas con el plasmido pcDNA3.1 frente a aquellas transfectadas
con el plasmido pcDNA-MAD1. Se supuso significancia estadistica para un valor de P bilateral <0,05.

Ejemplo 3 - Efectos diferenciales del genotipo de ODC1

Este estudio implica el analisis de datos de pacientes del ensayo de prevencién de adenoma de colon de fase Il
multicéntrico (Meyskens y col., 2008). Se enrolaron 375 pacientes, y el estudio fue parado por el Comité de
Vigilancia de Datos y Seguridad (CVDS) después de que 267 pacientes completaran las colonoscopias del fin del
estudio (debido a que el estudio cumplié sus criterios de valoracion de eficacia). EI CVDS monitorizé todos los
criterios de valoracion de seguridad y eficacia. Se recogieron especimenes de sangre de los 228 pacientes del
estudio que dieron consentimiento para el analisis del genotipado después de noviembre de 2002 (incluyendo 159
de los 246 pacientes aleatorizados antes, y 69 de los 129 pacientes aleatorizados después de esta fecha), cuando el
protocolo se modifico en vista de los datos que demostraban la importancia del SNP de ODC1 (2). Se realizo el
genotipado de ODCT1 (rs2302615) en ADN gendmico derivado de pacientes usando sondas TagMan especificas de
alelo como se ha descrito previamente (Guo y col., 2000). El contenido de poliamina de tejido rectal se determiné
como se ha descrito previamente (Meyskens y col., 1998; Seiler y Knodgen, 1980), usando 3 de los 8 especimenes
de biopsia de mucosa rectal aleatoriamente seleccionados. Se realizé respuesta de poliamina de tejido para valores
de respuesta que oscilan del 25 % al 45 %.

El genotipo de ODC1 se analiz6 bajo un modelo dominante: pacientes AA/GA frente a GG. Se realizaron pruebas de
Wilcoxon para datos independientes sobre variables continuas no normalmente distribuidas a través de dos grupos
de genotipos. Se utilizaron pruebas de chi al cuadrado o la prueba exacta de Fisher para evaluar la asociacion entre
variables categoricas iniciales y el grupo de genotipo. Se realizd regresion logistica binomial sobre el desenlace
primario (reaparicion de adenoma) con variables independientes: grupo de tratamiento, edad, sexo, raza (caucasica
frente a otra), uso de aspirina, genotipo de ODC7 (en el modelo dominante) y un término que representa el
tratamiento por interaccion de genotipo. Para los resultados secundarios (respuesta de poliamina de tejido rectal,
toxicidades), los efectos del grupo de tratamiento, genotipo e interaccién entre tratamiento y genotipo se examinaron
usando modelos logisticos binomiales completos. Se realizaron analisis estadisticos usando el software estadistico
SAS 9.2 (SAS Inc., Cary, NC). Los pacientes firmaron el consentimiento informado para la inclusion en el ensayo y la
recuperacion/analisis de especimenes. El estudio fue autorizado después de la revisidon completa por el comité por el
Comité de ética médica de UC Irvine (protocolo de IRB n? 2002-2261) y revisién por cada uno de los IRB locales en
los sitios de estudio participantes.

La distribucion del genotipo de ODC1 fue: 126 GG (55 %), 87 GA (38 %) y 15 AA (7 %). Las caracteristicas clinicas
iniciales revelaron diferencias, como se muestra en la Tabla 1. El riesgo relativo (RR) de reaparicion de adenoma
relacionado con el tratamiento después del ajuste en el modelo de regresion completa fue 0,39 (IC del 95 % 0,24-
0,66). Entre pacientes que reciben placebo o tratamiento, respectivamente, la ototoxicidad se produjo en el 23 %
frente al 22 % de pacientes GG de ODC1, 20 % frente al 21 % de pacientes GA de ODC1y 0 % (0 de 7) frente al 57
% (4 de 7) de pacientes AA de ODC1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de todos los sujetos en el nivel inicial (n=228) por genotipo de ODC1.
Genotipo AA/GA de Genotipo GG de P

ODC1 (n=102) ODC1 (n=126)
Edad media (afios + desviacion estandar) 60,2 + 8,4 DE 62,6 £ 8,7 DE 0,0247
Sexo (n, %)
Masculino 77 (75 %) 96 (76 %) 0,90
Femenino 25 (25 %) 30 (24 %)
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Raza (n, %)

Blanca 84 (82 %) 107 (85 %) 0,007*
Negra 3 (3 %) 4 (3 %)
Hispana 4 (4 %) 12 (10 %)
Asiatica 9 (9 %) 1(1%)
Otra 2 (2%) 2 (2 %)
Grupo de tratamiento (n, %)
Eflornitina + sulindaco 46 (45 %) 71 (56 %) 0,09
Placebo 56 (55 %) 55 (44 %)
Uso de aspirina a baja dosis (n, %)
Si 44 (43 %) 54 (43 %) 0,97
No 58 (57 %) 72 (57 %)
Mediana del n° (con minimo-maximo) 2,00 (1,11) 2,00 (1,16) 0,417
Localizacion del mayor pélipo previo (n, %)
Recto 26 (25 %) 23 (18 %) 0,19
Colon 76 (75 %) 103 (82 %)
Histologia del pélipo previo (n, %)
Tubular 76 (75 %) 99 (79 %) 0,03*
Adenoma-NOS 6 (6 %) 8 (6 %)
Tubulovelloso 10 (10 %) 17 (13 %)
Velloso 7 (7 %) 1(1%)
Carcinoma in situ 3 (8%) 0 (0 %)
Adenoma tubular, alto grado 0 (0 %) 1(1%)
Displasia
Mayor pélipo 21 cm (n, %) 25 (25 %) 40 (32 %) 0,23
Tratamiento prestado para el pdlipo previo (n, %) 92 (90 %) 117 (93 %) 0,47
Cirugia de extirpacién endoscépica completa 10 (10 %) 9 (7 %)
Contenido de poliamina de tejido inicial®
(mediana, nmol/mg de proteina, intervalo)
Putrescina 0,47 (0,01-4,60) 0,56 (0,01-5,29) 0,48"
Espermidina 1,99 (0,76-9,18) 2,17 (1,05-8,97) 0,08"
Espermina 6,82 (2,29-19,86) 7,29 (2,72-22,85)  0,23"
Relacion de espermidina:espermina 0,30 (0,19-0,98) 0,31 (0,19-0,76) 0,237

*El valor de p para la prueba de x° se enumera a menos que se observe de otro modo.

Valor de p para la prueba de Wilcoxon para datos independientes.

*Valor de p para la prueba exacta de Fisher.

$Datos de poliamina de tejido que faltan para 1 sujeto con genotipo GG de ODC17 y 1 sujeto con
genotipo AA/GA de ODC1

Tabla 2. Supervivencia global multifactorial y analisis de supervivencia especifica del cancer colorrectal para
casos de cancer colorrectal basandose en el genotipo de ODC1.

Genotipo de ODC1 P
GG GA/AA

Mortalidad global

Numero de acontecimientos 47 62

Numero en riesgo 208 192

HR sin ajustar (IC del 95 %) 1 (referencia) 1,57 (1,07-2,29) 0,020

HR ajustada (IC del 95 %)* 1 (referencia) 1,58 (1,07-2,34) 0,021
Mortalidad especifica de CCR

Numero de acontecimientos 22 37

Numero en riesgo 208 192

HR sin ajustar (IC del 95 %) 1 (referencia) 1,97 (1,16-3,34) 0,012

HR ajustada (IC del 95 %)* 1 (referencia) 2,02 (1,17-3,50) 0,012
Abreviatura: IC del 95 %, intervalo de confianza del 95 %.
*Incluye estratificacién para el estadio (I, Il, 1ll) y ajuste para edad (a), sexo, etnicidad,

antecedente familiar de cancer colorrectal, estadio de TNM en el diagnostico, sitio
tumoral dentro del colon-recto, subtipo histolégico, tratamiento con cirugia, radioterapia
y quimioterapia.
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Tabla 3. Incidencia de acontecimientos después de la aleatorizacion y estratificado por genotipo de ODC1

(modelo dominante).

Placebo (n = 111) Eflornitina/sulindaco (n = 117) P
GGde | GAoAA GG de GA o AA de ODC1
ODC1 | de ODC1 oDcC1
Cualquier reaparicion de adenoma 22/44 | 18/53 (34) 7/64 9/42 (21) < 0,0001
(50) (11)
Cualquier acontecimiento adverso — n?
de pacientes con acontecimientos
adversos (%)
Acontecimientos cardiovasculares’, n? 8/55 8/56 (14) 13/71 9/46 (20) 0,30
de pacientes (%) (15) (18)
Acontecimientos gastrointestinales®, n? | 4/55 (7) | 8/56 (14) 9/71 7/46 (15) 0,54
de pacientes (%) (13)
Sordera parcial al menos 15 dB a =2 2 | 10/44 9/52 (17) 14/63 11/41 (27) 0,26
frecuencias, n° de pacientes (%) (23) (22)

*Valor de P para la prueba de relaciéon de probabilidad para el efecto del tratamiento (eflornitina y sulindaco frente
a placebo) sobre la reaparicién de adenoma en el modelo completo que incluye edad, sexo, raza/etnicidad, uso
de aspirina, tratamiento, genotipo e interacciéon de tratamiento y genotipo como covariables. Se detecté una
interaccion estadisticamente significativa en el modelo completo para reapariciéon de adenoma (P=0,038); no se
detect6 interaccion para toxicidad cardiovascular, toxicidad gastrointestinal u ototoxicidad.
TAcontecimientos cardiovasculares incluyeron enfermedad de las arterias coronarias, infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular, insuficiencia cardiaca congestiva y dolor de pecho.
*Acontecimientos gastrointestinales incluyeron hemorragia gastrointestinal (de cualquier regién) tal como
hemorragia rectal, hemorragia gastrointestinal superior, hematoquecia o sangre oculta en las heces.

Tabla 4. Eficacia y acontecimientos adversos y el SNP de ODC1 +316.

Placebo (N = 111) DFMO/sulindaco (N = 117) P

GG de GA de AA de GG de GA de AA de

oDC oDC oDC oDC OoDC oDC

(N=55) (N=48) (N=8) (N=71) (N=39) (N=7)
Cualquier reaparicion de | 22/44 (50) (35) (29) 7/64 (11) (14) (57) < 0,0001
adenoma (%)
N¢ de acontecimientos | 8/55 (15) 7/48 (15) | 1/8 (13) | 13/71 (18) | 7/39 (18) | 2/7 (29) 0,37
cardiovasculares de
pacientes (%)a
N¢ de acontecimientos 4/55 (7) 8/48 (17) | 0/8 (0) 9/71 (13) 5/39 (13) | 2/7 (29) 0,45
gastrointestinales de
pacientes (%)b
Sordera parcial al menos 15 | 10/44 (23) | 9/45 (20) | 0/8 (0) 14/63 (22) | 7/34 (21) | 4/7 (57) 0,020
dB a > 2 frecuencias, n? de
pacientes (%)c
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende o-difluorometilornitina (DFMO) y un farmaco antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) que no contiene aspirina para su uso en el tratamiento preventivo o curativo de carcinoma colorrectal o
factores de riesgo del mismo en un paciente;

en donde el genotipo del paciente en la posicion +316 de al menos un alelo del gen promotor ODC1 es G; y

en donde el tratamiento de factores de riesgo de carcinoma colorrectal en el paciente previene la formacién de
nuevos focos de cripta aberrantes, nuevos polipos adenomatosos o nuevos adenomas con displasia en el paciente;
opcionalmente en donde el paciente es un ser humano.

2. Una composicion que comprende a-difluorometilornitina (DFMO) para su uso en el tratamiento preventivo o
curativo de carcinoma colorrectal, o factores de riesgo del mismo como se definen en la reivindicacion 1, en un
paciente como se define por la reivindicacion 1;

en donde al paciente también se le administra una composicién que comprende un farmaco antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) que no contiene aspirina, administrandose al paciente la composicién que comprende el AINE que
no contiene aspirina antes, al mismo tiempo o después de la administracion de la composicién que comprende
DFMO.

3. Una composiciéon que comprende un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) que no contiene aspirina para
su uso en el tratamiento preventivo o curativo de carcinoma colorrectal, o factores de riesgo del mismo como se
definen en la reivindicacion 1, en un paciente como se define por la reivindicacion 1;
en donde al paciente también se le administra una composiciéon que comprende a-difluorometilornitina (DFMO),
administrandosele al paciente la composicién que comprende DFMO antes, al mismo tiempo o después de la
administracion de la composicién que comprende el AINE que no contiene aspirina.

4. La composicion para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el genotipo del paciente se
determina recibiendo un informe que contiene dicho genotipo o tomando un antecedente del paciente que revela los
resultados; o determinando la base nucleotidica en la posicién +316 de un alelo del gen promotor ODC1 del
paciente; o determinando las bases nucleotidicas en la posicién +316 de ambos alelos del gen promotor ODC1 del
paciente.

5. La composicién para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el genotipo del paciente en la
posicion +316 de ambos alelos del gen promotor ODC1 es GG o GA.

6. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde, antes de determinarse el
genotipo del paciente, el paciente ya estaba siendo tratado con una composicién que comprende DMFO y/o un AINE
que no contiene aspirina, pero a una menor dosificacion de la DMFO y/o el AINE que no contiene aspirina.

7. La composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el AINE que no contiene
aspirina estéa seleccionado del grupo que consiste en un inhibidor selectivo de la COX-2, sulindaco y celecoxib.

8. La composicion para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que el AINE que no contiene aspirina
es sulindaco, y en la que

(i) la DFMO se administra por via oral, opcionalmente en la que la cantidad eficaz de DFMO es 500 mg/dia;

(ii) la DFMO se administra intravenosamente, opcionalmente en la que la cantidad eficaz de DFMO es de 0,05 a
5,0 g/m%/dia; o

(iii) la DFMO se administra al menos una segunda vez.

9. La composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que el AINE que no contiene
aspirina es sulindaco y en la que la cantidad eficaz de sulindaco es de 10 a 1500 mg/dia, tal como de 10 a 400
mg/dia, o tal como 150 mg/dia; o en la que el sulindaco se administra al menos una segunda vez.

10. La composicion para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicho paciente tiene un tumor
sélido, y el tumor sélido esta reseccionado.

11. La composicién para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el cancer colorrectal esta en
estadio |, o estadio Il, o estadio Il o estadio IV.

12. La composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el tratamiento previene la
formacion de nuevas neoplasias colorrectales avanzadas (por ejemplo, nuevas neoplasias colorrectales avanzadas
del lado derecho o nuevas neoplasias colorrectales avanzadas del lado izquierdo) dentro del paciente, o el
tratamiento previene ototoxicidad o el riesgo de la misma dentro del paciente.

13. La composiciéon para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde el paciente ha sido
identificado como que tiene
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(i) uno o mas polipos adenomatosos en el colon, el recto o el apéndice;
(ii) una o mas neoplasias colorrectales avanzadas; o
(iii) un diagnéstico de poliposis adenomatosa familiar.

14. La composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el paciente tiene un
antecedente de reseccion de uno o mas adenomas colorrectales.
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Todas las comparaciones p < 0,001
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