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DESCRIPCION
Diagnéstico de cancer de mama
La presente invencion se refiere al campo del diagndstico de cancer de mama.

El cancer de mama es uno de los canceres mas comunes en seres humanos y afectara de media a una de cada
ocho mujeres a lo largo de su vida en los Estados Unidos y en Europa. La Women's Health Initiative (WHI) y Million
Woman Study han mostrado que la terapia de reemplazo hormonal (TRH) esta asociada con un aumento del riesgo
de la frecuencia y mortalidad del cancer de mama. En particular, los derivados sintéticos de la progesterona
(progestinas) tales como el acetato de medroxiprogesterona (MPA), usado por millones de mujeres para la TRH y
en anticonceptivos, aumenta notablemente el riesgo de desarrollar cancer de mama.

El activador del receptor del ligando NF-kB (RANKL, también conocido como ODF, TRANCE, OPGL, TNFSF11) y de
su receptor RANK (TRANCE-R, TNFRSF11A), son esenciales para el desarrollo y la activacion de osteoclastos. La
inhibicion de RANKL esta a punto aprobarse posiblemente para millones de pacientes para la prevencion de la
pérdida 6sea. RANK y RANKL se han clonado y caracterizado (documentos US 6.017.729, EP 0 873 998, EP 0 911
342, US 5.843.678, WO 98/46751, WO 98/54201). Tanto la expresion de RANKL como la de RANK se han
observado en canceres de mama primarios en seres humanos y en lineas celulares de cancer de mama y se ha
propuesto que el sistema RANKL/RANK puede regular la metastasis 6sea de tumores epiteliales14 sin un efecto
sobre la proliferacion o susceptibilidad a la muerte.

Terpos y col., Blood 102 (3) (2003): 1064-1069, describen marcadores para el pronostico del desarrollo del mieloma
multiple, un cancer que causa lesiones 6seas e interfiere con la produccion de células sanguineas en la médula
Osea.

Hashimoto y col., Cancer & Chemotherapy 7 (31) (2004): 1027-1033 (resumen), mencionan que los marcadores
metabolicos 6seos, incluyendo RANKL y OPG solubles, reflejan actividad osteoclastica y osteoblastica,
proporcionando informacién sobre la gravedad y el pronéstico de las enfermedades éseas.

El documento WO 2005/060627 A2 se refiere a procedimientos para determinar el riesgo de fractura 6sea no
traumatica midiendo el nivel de RANK. Las herramientas para el uso en dicho procedimiento son, por ejemplo,
anticuerpos contra RANK o contra RANKL.

El documento WO 00/43553 A1 desvela procedimientos de cribado de mujeres para el cancer de mama
determinando un nivel de un marcador relacionado con estrogenos. Los marcadores determinados en este
procedimiento son una enzima aromatasa, actividad aromatasa, un subproducto de la sintesis de estrogenos y una
proteina efectora que actiia aguas arriba de la sintesis de estrégenos, obtenida de fluidos ductales mamarios.

Beleut y col., Proceedings of the National Academy of Sciences of The United States of America 107 (7) (2010):
2989-2994, proporcionan una investigacion de los mecanismos que conducen a la proliferacion de la glandula
mamaria. Predominantemente, la progesterona dirige la proliferacion de las células epiteliales mamarias.

Leibbrandt y col., revisan en el articulo European Journal of Clinical Investigation 39 (10) (2009): 842-850, las
funciones de RANK, RANKL y OPG en osteoblastos y osteoclastos.

Reid y col., Molecular Molecular Cancer 8 (49) (2009): 1-10, desvelan la estimulacion de la produccion de OPG por
las células endoteliales.

Bo-Ying y col., Annals of Surgical Oncology 17 (6) (2010): 1675-1681, describen la identificacion de un determinado
polimorfismo en el gen de TNFRSF11B que esta implicado en el aumento de la metastasis 6sea del cancer de
préstata.

Park y col. (2003) contiene una discusion del papel de la OPG y RANKL en metastasis 6seas de cancer de mama.

Chen y col. (2006) desvelan que la expresion de RANKL/RANK/OPG aumenta en el carcinoma de prostata
metastasico agresivo.

Es un objetivo de la presente solicitud proporcionar procedimientos diagnoésticos y medios para identificar el cancer.

La presente invencion se refiere al papel especifico de RANKL en el cancer, a su uso para diagnosticar y predecir el
cancer y al desarrollo del cancer.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para detectar un cancer o
predecir si un paciente desarrollara cancer, en el que dicho cancer es cancer de mama, que comprende determinar
la actividad de RANKL y la cantidad de OPG en una muestra de dicho paciente. La presente invencion se define
adicionalmente en las reivindicaciones.

De acuerdo con la presente invencién, se ha descubierto que la ruta de RANK/RANKL esta asociada con el
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desarrollo del cancer y que puede usarse para detectar el cancer y predecir su aparicion. Se encontré6 que RANKL
era responsable de proteger a las células de mutaciones cancerosas ya que impide la muerte celular después de
dichas mutaciones inducidas por dafio en el ADN. La supervivencia de las células, a pesar de las mutaciones
transformantes, es una propiedad clave de las células cancerosas. El papel de RANKL recientemente descubierto en
esta actividad permite correlacionar la actividad de RANKL y/o la concentracion de OPG con el desarrollo del cancer.
Por lo tanto, se puede estimar la probabilidad de que un paciente tenga o desarrolle un cancer. La presente
invencion también se refiere al procedimiento de identificacion o prediccién del riesgo de desarrollar células
cancerosas en un sujeto determinando la actividad de RANKL o la concentracién de OPG en una muestra del sujeto.

De acuerdo con la presente invencién, “predecir’ no debe interpretarse en un sentido absoluto, es decir, en el
significado en el que se puede predecir con una certidumbre del 100 % que un paciente desarrollara definitivamente
cancer, pero la invencion se refiere a estimar el riesgo de un paciente para desarrollar cancer. De manera similar,
“detectar un cancer de mama” tampoco reivindica que todos los pacientes con cancer puedan identificarse
determinando la actividad de RANKL, pero el paciente puede tener una alta probabilidad de tener cancer. Por lo
tanto, determinar la actividad de RANKL puede ser una primera pista para identificar un cancer de mama,
posiblemente seguido de mas ensayos invasivos.

La invencion se basa en el resultado de que la actividad de RANKL — asi como la concentracion de POG, su ligando
natural- puede correlacionarse con la aparicion y el desarrollo del cancer y, por lo tanto, en una realizacién preferida
dicha correlacion puede incluirse de acuerdo con el procedimiento de la invencion. Por ejemplo, es posible
correlacionar datos de un control negativo (por ejemplo, de pacientes que no desarrollan o desarrollaron cancer) y/o
de un control positivo (de pacientes que desarrollaron cancer) y comparar dichos datos de control negativo o positivo
con la actividad de RANKL de la muestra del paciente. Ademas, para mejorar la potencia del diagnoéstico es posible
controlar la actividad de RANKL, es decir, medir la actividad de RANKL en muestras del paciente de distintos
momentos, por ejemplo, en determinados intervalos de al menos o como maximo, por ejemplo, 1 semana, 2
semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4
meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses 0 12 meses 0 mas. Los cambios en la
actividad de RANKL en dos o0 mas momentos pueden indicar desarrollo del cancer. En realizaciones particulares, se
prefiere controlar los valores de la actividad de RANKL al mismo tiempo en el ciclo menstrual ya que la actividad de
RANKL puede estar influenciada por hormonas sexuales femeninas. Por ejemplo, se prefiere que la actividad de
RANKL de la muestra se mida a una cantidad fija de dias después de la ovulacion.

En realizaciones preferentes, el cancer de mama es un cancer de mama dependiente de hormonas del crecimiento.
Dichas hormonas puede ser hormonas sexuales, tal como hormonas sexuales femeninas como progesterona o un
estrégeno. Las células cancerosas pueden tener receptores hormonales, especialmente receptores de progesterona
o receptores estrogénicos. Son ejemplos de receptores estrogénicos el ESR1 (que comprende cadenas alfa del RE),
el ESR2 (que comprende cadenas beta del RE) o los receptores heteroméricos, tales como las cadenas mixtas alfa
y beta del RE. La presencia de dichos receptores puede indicar una necesidad de sefalizacion hormonal en la
célula. En particular, esta sefalizacion puede estar mediada por RANKL. La activacion de RANKL por hormonas
protege al cancer o a la célula precancerosa de la muerte celular inducida por dafio en el ADN. Por lo tanto estas
hormonas pueden mantener el cancer mediante la actividad aumentada de RANKL, que por lo tanto puede usarse
para diagnosticar o predecir el cancer de acuerdo con la presente invencion.

De acuerdo con la invencion, el cancer puede ser un cancer primario. Como se muestra en este documento, incluso
hasta dos afios antes de la manifestacion clinica del cancer, se puede diagnosticar un desarrollo canceroso y, por lo
tanto, el cancer puede predecirse mediante la determinacién de la actividad de RANKL. Por lo tanto, el cancer
primario puede diagnosticarse o predecirse. Ademas, también es posible diagnosticar o predecir el desarrollo del
cancer recurrente.

De acuerdo con la invencion, se encontrd que los niveles de RANK diferian distintivamente de los de los controles
negativos hasta dos afios antes del desarrollo de un cancer. Por ejemplo, se descubrié que los niveles de RANKL en
suero aumentan significativamente de 12 a 24 meses antes de la apariciéon de la manifestacion clinica del cancer,
que puede, por ejemplo, diagnosticarse mediante una biopsia convencional. Sorprendentemente, los niveles de
RANKL en suero disminuyen de 5 a 12 meses antes de una manifestacion de un cancer. Mediante la comparacion
con los datos de las muestras del control positivo, tomadas antes de pacientes que en un determinado momento
desarrollan cancer, es posible correlacionar los datos de la muestra y predecir el futuro desarrollo del cancer e
incluso hasta el momento en que pueden detectarse los sintomas clinicos de un cancer por medios convencionales,
tal como por biopsia.

RANKL es un ligando conocido del receptor de superficie celular RANK, que regula la funcion de las células
dendriticas y osteoclastos. De acuerdo con la presente invencion, se ha descubierto un mecanismo adicional en el
desarrollo del cancer. RANKL dirige el desarrollo del cancer influenciado por hormonas. Dichas hormonas pueden
ser del acervo hormonal normal de cualquier individuo o pueden haberse administrado artificialmente (tal como en
terapias de reemplazo hormonal, en el tratamiento de la menopausia o como anticonceptivo). Ademas, se han
investigado y caracterizado el mecanismo molecular y la actividad de este ligando en cancer. El efecto de RANKL,
“actividad de RANKL”, incluye la union de RANKL a RANK y su activacion resultante. RANK en cambio activa
adicionalmente IKKa, IkBa, P-NF«B y ciclina D1 o activa la ruta de 1d2-p21, MAPK Erk y p38. Cualquier regulacion
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positiva de esta ruta debida a RANKL puede usarse como un indicador para el procedimiento diagndstico de la
invencion. Del mismo modo, la modificacion de la actividad de cualquiera de estos factores puede usarse para un
procedimiento terapéutico que se describe adicionalmente en el presente documento. Por lo tanto, cualquier
regulacion positiva o activacion de cualquiera de los miembros de esta ruta puede usarse para estimar la “actividad
de RANKL". La mayoria de estas proteinas son intracelulares y es posible evaluar su concentracién usando
muestras celulares. Como alternativa, o ademas de la estimacion de la concentraciéon de proteinas es posible
determinar la expresion de estas proteinas, por ejemplo, determinando las concentraciones de ARNm en las células,
en particular de las células de tejido mamario. Por lo tanto, la presente invencion comprende la determinacion de la
actividad de RANKL determinando la sefalizacién de una cualquiera de RANK, IKK-alfa, IkB-alfa, P-NF-kappa-B,
CiclinaD1 (I1d2-p21, MAPK Erk o p38). La sefializacion y activacion de cualquiera de estos factores puede medirse,
por ejemplo, detectando y/o cuantificando la cantidad de RANK, IKK-alfa, IkB-alfa, P-NF-kappa-B, y/o CiclinaD1 o
Id2-p21, MAPK Erk y/o p38 activada. Las formas activadas de estas proteinas pueden determinarse, por ejemplo,
determinando versiones fosforiladas de estas proteinas o determinando agregados proteicos. Como siempre una
comparacioén con un control negativo o positivo puede ayudar a identificar el aumento de la activacién de una o mas
de estas proteinas. Por razones de accesibilidad, sin embargo, se prefiere determinar la concentracion de RANKL en
muestras de sangre o suero de un paciente.

RANK no es el unico receptor para RANKL. La osteoprotegina (OPG) es un receptor sefiuelo secretado que puede
reducir la actividad de RANKL (uniéon de RANKL a RANK y su ruta de sefializacion mediante IKKa, 1kBa, P-NF«xB y
ciclina D1). Ademas, RANKL regula positivamente la expresion de la OPG y puede conducir a una concentracion
aumentada de OPG, en particular, en una muestra de sangre o suero. La OPG puede reducir la concentracion de
RANKL libre uniéndose al mismo. En algunas realizaciones de la presente invencion, la concentracion de RANKL
puede determinarse en su forma libre soluble. En otras realizaciones, la concentracion total de RANKL (RANKL libre
ademas de RANKL unido a OPG) puede ser un indicador de cancer. No obstante, la actividad de RANKL es una
causa del desarrollo de cancer de mama, la regulacion positiva de las concentraciones de RANKL que, a su vez,
también puede regular positivamente su ligando OPG regulador que puede actuar como un marcador diagndstico
para diagnosticar o predecir el cancer. Por lo tanto, para fines diagndsticos, la expresion “determinar la actividad de
RANKL” incluye tanto la determinacion de cualquier regulacion positiva en la ruta de sefializacion de RANKL como
en cualquier concentracion de RANKL. En realizaciones particulares preferidas, como marcador para las
predicciones o diagndstico de la invencion, se usa una combinacién de OPG y RANKL, especialmente en una
muestra puede usarse la relaciéon entre RANKL como cantidades de OPG. Las concentraciones aumentadas de
OPG pueden dar como resultado de la disminucién de RANKL soluble libre lo que mas probablemente es un
resultado de una fase previa de concentraciones aumentadas de RANKL (sin un efecto tamponador del aumento de
OPG) que puede haberse iniciado ya en las primeras etapas del desarrollo del cancer. Por lo tanto, en linea con los
hallazgos de las distintas concentraciones de RANKL durante diferentes fases de aparicion del cancer, que
conducen a un desarrollo clinico del cancer, la OPG es un marcador inverso similar del desarrollo del cancer. Por lo
tanto, la presente invencion se refiere al uso de OPG como un marcador diagnéstico para el diagndstico o prondstico
del cancer.

En realizaciones preferidas, se usa una actividad de RANKL o concentraciéon en suero de RANKL aumentada para
estimar que un cancer se desarrollara (mas probablemente) en el intervalo de 12 a 24 meses. Una concentracion de
RANKL en suero disminuida puede usarse para predecir la aparicion de cancer en el intervalo de 5 a 12 meses,
tanto el aumento como la disminucion se detectan preferentemente en comparacion con un control negativo.
Preferentemente, como indicativo para el diagnéstico o prediccion/prondstico de la invencion se usa una disminucion
de RANKL y un aumento de OPG. En realizaciones preferidas, se usan controles positivos comparativos para
estimar el tiempo hasta el que un cancer se desarrollara con mayor probabilidad. Los valores de los controles
negativos y positivos pueden usarse en un analisis de correlacion, preferentemente seguido de analisis estadistico
para determinar el significado estadistico, por ejemplo, comparando grupos usando el ensayo de la T de Student.

Preferentemente, la actividad de RANKL se determina determinando la cantidad de RANKL y/o RANK en la muestra.
Aunque, para predecir la aparicion del desarrollo de cancer de mama puede analizarse cualquier factor de
sefializacion dentro de la cascada de RANKL/RANK, se prefiere determinar la propia cantidad de RANKL y/o
RANKL. Habitualmente, la cantidad de RANKL o RANK se refiere a una concentracion dentro del volumen de la
muestra o, como alternativa, a una cantidad por célula en la muestra. En el caso particular de RANKL se prefiere
determinar las concentraciones de RANKL en el soluto, en particular, en una muestra de sangre o suero.

Las muestras celulares preferentemente comprenden células tisulares del paciente que pueden diagnosticarse o
indicar el desarrollo adicional del cancer. Preferentemente, las células comprenden células mamarias. La cantidad
de concentraciéon de RANKL, RANK o cualquier miembro adicional de la ruta de sefializacion de RANKL puede
estimarse por procedimientos conocidos en la técnica, en particular mediante uniones a ligando y deteccion de
dichos acontecimientos de union. Los ligandos preferidos son anticuerpos dirigidos contra RANKL o RANK o contra
cualquier proteina celular de la ruta de sefalizacion. Los anticuerpos anti-RANKL, por ejemplo, Denosumab, estan
disponibles en el comercio y se desvelan en el documento US 2008/107597. Para determinar las proteinas
intracelulares habitualmente es necesario romper la membrana celular u homogeneizar una muestra celular o usar
marcadores intracelulares. Preferentemente, los acontecimientos de uniéon se detectan usando un marcador,
especialmente marcadores fluorescentes.
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En realizaciones adicionales, es posible estimar la actividad de RANKL determinando la concentracién de los niveles
de ARNm de RANKL o los niveles de ARNm de cualquier factor de la ruta de sefalizacion de RANKL, incluyendo
RANK, IKKa, IkBa, P-NFkB y ciclina D1, solos o en combinacién con uno o mas de estos factores, preferentemente
de RANKL. La expresion aumentada de cualquiera de estos factores y en particular de RANKL es un indicador
directo de la actividad aumentada de RANKL que es la causa del desarrollo de cancer y por lo tanto puede usarse
para diagnosticar o predecir cancer.

Ademas, la actividad de RANKL puede correlacionarse con la progresion y expansion del cancer, especialmente un
cancer dirigido por hormonas como el cancer de mama. El cancer puede ser de origen epitelial. Preferentemente,
dichas correlaciones se realizan en comparacion con muestras de controles positivos de pacientes que desarrollaron
cancer que progresoé a una velocidad especifica.

El paciente es preferentemente un mamifero, en particular preferentemente un primate, incluso mas preferentemente
un ser humano, en particular una mujer. El paciente puede haberse sometido, o no, a terapia con hormonas
sexuales femeninas.

La progesterona, y en particular sus derivados sintéticos (progestinas), se usan en terapias de reemplazo hormonal
(TRH) combinadas en mujeres postmenopausicas, inicialmente para disminuir el riesgo de desarrollar cancer
endometrial dirigido por estrégenos y para mejorar los sintomas de la menopausia. El acetato de
medroxiprogesterona (MPA) es la progestina de uso mas frecuente y duradero en anticonceptivos hormonales y se
usa comunmente para la TRH.

De acuerdo con la invencion, se encontré que la actividad de RANKL en el desarrollo de cancer estaba influenciada
por las hormonas sexuales, incluyendo hormonas sexuales femeninas, tales como estrogenos o progesterona, en
particular por la progesterona o sus derivados (progestinas). Por lo tanto, en realizaciones preferidas, el paciente
que se trata con una hormona, preferentemente recibe terapia de reemplazo hormonal, preferentemente con
progesterona o con una progestina, o con un anticonceptivo hormonal. Los ejemplos de progestinas son
medroxiprogesterona (o su acetato, por ejemplo, el 17-acetato), noretisterona, etisterona, noretinodrel, acetato de
noretindrona, diacetato de etinodiol, levonorgestrel, norgestrel, desogestrel, gestodeno, norgestimato, drospirenona,
dienogest, nesterona, acetato de nomegestrol, trimegestrona, tanaproget, acetato de megestrol, pranona,
etnogestrel. Preferentemente la hormona o el derivado tienen efectos progestinicos.

Los niveles hormonales naturales pueden ser suficientes para inducir una proteccion cancerosa de RANKL de las
mutaciones cancerosas en las células. Las hormonas también pueden aumentar de forma artificial en un sujeto. En
las terapias de reemplazo hormonal o que usan anticonceptivos hormonales, el nivel hormonal, en general de las
hormonas sexuales, se regula positivamente conduciendo a niveles aumentados de progesterona que pueden estar
vinculados al desarrollo del cancer por medio de la ruta de RANKL de acuerdo con la presente invencion. Por lo
tanto, los pacientes que reciben o que se han tratado con una hormona o con un anticonceptivo hormonal tienen
mayor riesgo de desarrollar cancer. Para estos pacientes, la determinacion de la actividad de RANKL, como se
describe anteriormente, es particularmente predictiva de cancer, de desarrollo de cancer o de progresion de cancer.

En particular, se encontré que incluyendo la determinacion de una hormona del ciclo menstrual u hormona sexual
femenina o funcién derivada de la misma (tal como progestina) y preferentemente incluyendo estos datos en una
correlacion junto con el valor de la actividad de RANKL, en particular en comparacion con controles negativos y/o
positivos, podia mejorarse el valor predictivo de un diagnéstico de la invencion, la prediccion de cancer o una
prediccion de la progresion de un cancer. Ademas, o como una alternativa, también es posible determinar la
concentracion de un ligando de RANKL en la muestra. Esto permite una correlacion de la determinacion de la
concentracion de RANKL libre en suero incluyendo informacion de RANKL posiblemente unido a un ligando. Un
ligando preferido de RANKL es un ligando en suero de RANKL, tal como OPG. Por lo tanto, en realizaciones
preferidas adicionales, los procedimientos de la invencidon comprenden la determinacion de la concentracion en
suero de una hormona del ciclo menstrual o un derivado funcional de la misma o un ligando de RANKL en una
muestra del paciente. El ligando de RANKL puede ser una proteina reguladora de RANKL que se regula por la
concentracion de RANKL in vivo, tal como OPG.

Un ejemplo de dicha hormona es la progesterona y ejemplos de derivados de progesterona son las progestinas,
tales como el acetato de medroxiprogesterona (MPA). En particular, los altos niveles de progestina o de
progesterona (por ejemplo concentracion en suero >0,3 ng/ml) y la actividad de RANKL puede correlacionarse con el
desarrollo del cancer. Por lo tanto, en realizaciones preferentes de la presente invencion, se proporciona la
determinacion del riesgo de desarrollar cancer de mama estimando tanto los valores de la actividad de RANKL como
de la progesterona (y/o niveles de progestina), especialmente las concentraciones en suero de las mismas.

Como alternativa, o ademas, la presente invencion también incluye la determinacion de una cantidad de
osteoprotegerina (OPG) en una muestra de dicho paciente, preferentemente en una muestra de suero. La
osteoprotegerina es un ligando natural secretado de RANKL que puede reducir la concentracion de RANKL libre en
suero. Ademas la OPG puede estar regulada positivamente en respuesta a concentraciones aumentadas de RANKL
en el suero y por lo tanto la OPG es un indicador alternativo o adicional de cancer, o del riesgo de desarrollar cancer.
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En particular se prefiere determinar tanto la actividad de RANKL como la concentracion de OPG y correlacionar
ambas concentraciones y actividades en comparacion con muestras de controles negativos y/o positivos para el
diagndstico de la invencién o la prediccion del cancer. Para dicha correlacion, puede usarse cualquier adicion,
sustraccion o relacion entre osteoprotegerina y RANKL. En realizaciones preferentes, el cancer (de nueva aparicion)
se diagnostica o predice determinando la relacion entre la osteoprotegerina y RANKL. Sorprendentemente, dicha
relacion alcanzo un significado estadistico muy alto en los datos del suero que usaban las concentraciones en suero
de osteoprotegerina y las concentraciones en suero de RANKL libre soluble. EI RANKL libre soluble es una especie
preferida de RANKL que se determina de acuerdo con la presente invencion.

Los medios para detectar RANKL incluyen la union a ligandos, especialmente anticuerpos anti-RANKL, que son
especificos para RANKL. Los anticuerpos adecuados se desvelan en el documento US 2008/107597 y estan
comercialmente disponibles, por ejemplo, el anticuerpo Denosumab. “Anticuerpo anti-RANKL” incluye cualquiera de
los equivalentes funcionales y derivados de los mismos, incluyendo fragmentos de anticuerpos tales como Fab,
F(ab)2, Fv o anticuerpos monocatenarios (Acmc). Los anticuerpos que se unen especificamente a las proteinas y
factores asociados con la actividad de RANKL, especialmente RANKL y RANK vy cualquiera de las proteinas de la
ruta de sefalizacion de RANKL, también se incluyen en la invencion. Los anticuerpos pueden producirse por
inmunizacion con la proteina de longitud completa, formas solubles de la proteina o un fragmento de la misma. Los
anticuerpos de la invencién pueden ser policlonales o monoclonales, o pueden ser anticuerpos recombinantes, tales
como anticuerpos quiméricos en los que las regiones constantes murinas de las cadenas ligera y pesada se han
reemplazado por secuencias humanas, o anticuerpos con las CDR injertadas en los que solamente las regiones
determinantes de la complementariedad son de origen murino. Los anticuerpos de la invencion pueden ser también
anticuerpos humanos preparados, por ejemplo, mediante inmunizacién de animales transgénicos capaces de
producir anticuerpos humanos (documento WO 93/12227). Los anticuerpos son utiles para detectar RANKL en
muestras bioldgicas, permitiendo de este modo la identificacion de células o tejidos que producen la proteina.

La presente invencion también proporciona kits que comprenden un agente de deteccion para RANKL, un agente de
deteccion para OPG, y un agente para deteccion para progesterona o una progestina.

Los kits pueden comprender aditivos, reactivos de deteccion, soluciones de lavado y/o tampones (tampones Tris,
acetato o fosfato) que tengan diversos valores de pH y fuerzas ionicas, solubilizantes tales como Tween o
Polisorbato, transportadores tales como albumina de suero humano o gelatina, conservantes tales como timerosal o
alcohol bencilico, y antioxidantes tales como acido ascorbico o metabisulfito de sodio. La seleccion de una
composicion de kit particular dependera de diversos factores, incluyendo la muestra que vaya a usarse.

Un “agente de deteccion” se refiere a medios para la deteccion y/o cuantificacion de un analito determinado en una
muestra.

El ligando fisiologico de RANKL es la OPG. La hormona puede ser una progestina, especialmente progesterona.

El agente de deteccion de RANKL puede ser un ligando de unién a RANKL, incluyendo ligandos sintéticos y
moléculas pequefas. Preferentemente, el ligando de unién a RANKL es un anticuerpo anti-RANKL. El ligando de
union a RANKL puede estar marcado, tal como por fluorescencia o un isétopo radioactivo.

Este kit puede usarse para el procedimiento de determinacioén, prediccion o prondstico del cancer, desarrollo del
cancer o de identificacion de células cancerosas de la invencion tal como se describe con detalle anteriormente.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos, sin estar limitada a
dichos ejemplos especificos.

Figuras:

Figura 1. El derivado de progesterona MPA desencadena la expresion de RANKL in vivo y la proliferacion de
células epiteliales mamarias por medio de RANK.

a, Proliferacion epitelial en glandulas mamarias de hembras de las camadas control y RAN 3 dias después
del tratamiento simulado y de la implantacion de MPA. La proliferacion se determind por inmunotincion in situ de
Ki67. b,c, Marcado aumento de la poblacion enriquecida en células madre (CMMa) CD24*CD49%" en glandulas
mamarias tratadas con MPA en el control pero no en las glandulas mamarias de las RANKA™". b, Perfiles
representativos de FACS que muestran la expresion de CD24 y CD49 de los linajes negativos (CD31- (células
endoteliales) CD45" (células hematopoyéticas) TER199-(células eritroides)) de las CMMa mamarias de hembras
virgenes de 8 semanas de vida tratadas con MPA o simulacién. ¢, Cuantificacién de la poblacion enriquecida en
CMMa CD24"CD49°" de glandulas mamarias de hembras virgenes RANK ™" y de la camada control tratadas
con MPA o simulacién. Para todos los experimentos de CMMa se traté a los ratones con MPA durante 3 dias. n =
4 por grupo +/- dtm. * P < 0,05; *** P < 0,001 (ensayo de la t de Student).

KA[TI am

Figura 2. RANK controla la frecuencia y la aparicion de cancer mamario dirigido por progestina.

a, Esquema de carcinogénesis de MPA/DMBA. A hembras nuliparas de seis semanas de vida se les implantaron
por via s.c. tapones con MPA y se las traté por via oral con DMBA como se indica durante 8 semanas. b,
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Aparicion de tumores mamarios palpables en hembras MMTV-Cre rank"®%* (RANK*™™) (n=14) y hembras de
la camada control de la misma edad (n=19) tratadas con granulos de MPA y DMBA tal como se indica en la Fig.
2a. Los datos se muestran como porcentaje de ratones libres de tumores después de la ultima exposicion a
DMBA. La apariciéon media de los tumores para los controles fue de 11 dias después del tratamiento con DMBA y
de 30 dias para las hembras RANK:™". ¢, Secciones histoldgicas representativas de tumores mamarios
aislados de hembras de la camada control y de las RANK*™™ 22 dias después del dltimo tratamiento con DMBA.
Se muestra la tincion con citoqueratina 5. 20 x aumentos d,e, Niumeros de carcinomas in sifu y canceres
mamarios invasivos en hembras control y RANK“™" el dia 7 (d) y dia 22 (e) después del final del tratamiento con
DMBA. Los datos se muestran como valores medios por raton +/- dtm. n=3 ratones por genotipo. Se analizaron
las 10 glandulas mamarias de cada raton. * P < 0,05 (ensayo de la t de Student). Los paneles inferiores muestran
secciones histolégicas representativas con adenocarcinomas invasivos tipicos en las hembras control. Para las
hembras RANK*™™ se muestran, la morfologia normal acinar (dia 7) y un carcinoma in situ (dia 22). Se muestran
secciones tefiidas con H&E e inmunotincién para el marcador de proliferacion Ki67. 20 X aumentos.

Figura 3. RANK induce la sefalizacion de NF«xB, el crecimiento independiente de anclaje, y protege de la
apoptosis epitelial inducida por radiacion.

a, Transferencia de Western de IKKa fosforilado (P), IKKa. total, p65 NF«kB fosforilado (P), p65 NF«B total, kB
fosforilado (P) e IkBa total en células epiteliales de glandula mamaria (CEM) de raton primarias aisladas en
respuesta a estimulacion con RANKL (1 ug/ml). Se muestra la B-actina como un control de carga. b,
Transferencia de Western para IKKa, IKKB, IKKy, p65 NF«B fosforilada (P), p65 NF«B total, IxBo fosforilado (P) e
IkBa. total en adenocarcinomas mamarios en estadio tardio combinados (n=4 para cada carril) que se
desarrollaron en hembras control, RANK*™" e IKKa*™". Se muestra la B-actina como un control de carga c,
Expresion de ARNm de RANK, CiclinaD1, y p21 en adenocarcinomas mamarios de estadio tardio que se
desarrollaron en hembras control, RANK*™™ e |KKa ™®". La expresion se determiné por cRT-PCR. Los datos
son valores medios +/- dtm. n=4 por grupo. d, Ensayo de Formacién de Colonias en Agar Blando. Crecimiento de
células humanas de cancer de mama SKBR3 en agar blando en respuesta a la estimulacion con RANKL
(1 pg/ml) o EGF (100 ng/ml). Después de 18 dias en cultivo con RANKL, se formaron colonias macroscopicas
independientes del anclaje lo que se impidié con el receptor sefiuelo de la OPG (1 pg/ml). Los controles fueron
células SKPR3 no estimuladas. e, Aparicién de tumores mamarios palpables en hembras IKKa*™" (n=10) y de
la camada control de la misma edad (n=11) tratadas con granulos de MPA y DMBA. Los datos se muestran como
el porcentaje de ratones libres de tumor después de la ultima exposicion a DMBA. La apariciéon media de tumores
en los controles fue de 10 dias después del tratamiento con DMBA y de 24 dias para las hembras IKKa“™". f,g
La radiacion y (5 Gray) indujo la apoptosis de las células epiteliales mamarias en camadas de hembras control y
RANK*™™ bien con operacién simulada o implantadas con un tapén de MPA. La apoptosis se detecté por
inmunotincion para Caspasa 3 activa. f, Los nucleos apoptéticos de las células epiteliales (flechas) se muestran
para secciones representativas de glandula mamaria. 40 X aumentos. g, Cuantificacion de la apoptosis epitelial
mamaria. Se contaron un minimo de 5000 nucleos para cada ratén. Los resultados mostrados son los valores
medios +/- dtm. n=3 ratones por grupo. * P < 0,05; ** P<0,02 (ensayo de la t de Student).

Figura 4. RANK controla la autorrenovacion de células madre cancerosas y los niveles de RANKL/OPG en suero
en pacientes humanos con cancer de mama.

a, Analisis de sRANKL y progesterona en muestras de suero de las mismas cohortes que en e. Aunque no pudo
encontrarse asociacion entre RANKL y progesterona en suero en el grupo control (p = 0,43) existe una clara
asociacion entre RANKL y los niveles de progesterona en suero en mujeres que desarrollaron cancer de mama
12-24 meses después del muestreo de suero. p = 0,047 (ensayo de rango de Spearman). No hubo correlaciones
de los niveles de progesterona y RANKL en suero en mujeres que desarrollaron cancer de mama al cabo de 6-12
meses después de que se ensayara el suero (p = 0,76). Los datos se muestran como una funcidon de la
progesterona en suero (bajo <0,2 ng/ml; medio 0,2-0,3 ng/ml; alto >0,3 ng/ml).

b, Analisis de relaciones de OPG con respecto a sRANKL en muestras de suero del UKCTOCS recogidas
prospectivamente de 182 mujeres postmenopausicas sanas que no desarrollaron cancer de mama durante su
seguimiento y de 41 mujeres sanas de la misma edad que desarrollaron cancer de mama positivo para el RE
5-12 meses después de que se recogiera su suero. Los graficos de cajas muestran relaciones de OPG con
respecto a SRANKL significativamente mas altas en las mujeres que desarrollaron cancer de mama dentro del
primer afio después del muestreo del suero. p = 0,022 (ensayo de la U de Mann Whitney). ¢, Analisis de las
relaciones de OPG con respecto a sRANKL en muestras de suero del UKCTOCS de 182 mujeres
postmenopausicas sanas y de 57 mujeres de la misma edad que desarrollaron cancer de mama positivo para el
RE 12-24 meses después de que se recogiera su suero. No se observaron diferencias significativas.

Figura 5. Las hembras RANK™" cruzadas con los ratones K5-Cre muestran desarrollo I6bulo-alveolar defectuoso
en la gestacion.

a, Analisis de montaje completo de tejido mamario de hembras nuliparas y lactantes (L1) RANK" cruzadas con
K5-Cre en comparacion con glandulas mamarias de camadas control. Alveolos en hembras gestantes de tipo
silvestre (flechas) de estructuras lobulo-alveolares, aunque en hembras K5-Cre RANK" este desarrollo se
detiene en un botdn alveolar rudimentario (flecha). b, Transferencia de Southern de células epiteliales mamarias
purificadas derivadas de hembras K5-Cre+ RANK"A y RANK". Se indica el alelo RANK de tipo silvestre o
floxeado (fl/+; 9,6 kb) y el alelo RANK delecionado (A; 3,9 kb) después de la digestion de ADN gendémico con
Pvull y Sphl. ¢, Analisis de montaje completo de glandulas mamarias de hembras BALBc desnudas (nu/nu)
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control que muestran estructuras I6bulo-alveolares normales el dia 1 de la lactancia (L1), estructuras
I6bulo-alveolares normales el dia L1 en ratones nu/nu “depurados” trasplantados con tejido de glandulas
mamarias de tipo silvestre y desarrollo I6bulo-alveolar defectuoso en ratones nu/nu L1 “depurados” trasplantados
con tejido de glandular mamario de RANK"; K5-Cre. Se muestran también los paniculos adiposos de ratones
nu/nu después de la depuracion quirurgica. Todas a 5 X aumentos.

Figura 6. Formacion normal de una glandula mamaria lactante en hembras MMTV-Cre, RANK" gestantes.

a, Andlisis con H&E de tejido mamario de hembras MMTV-Cre nuliparas de la camada control y RANK"; que
muestran estructuras epiteliales alveolares/ductales normales. 10 X aumentos (superior) y 40 X aumentos
(paneles inferiores).

b, Analisis de montaje completo de tejido mamario completo de hembras nuliparas y lactantes (L1) RANK"*
cruzadas con MMTV-Cre en comparacion con glandulas mamarias de las camadas control. La delecion de RANK
mediada por MMTV-Cre no afecté a la formacién de una glandula mamaria lactante. ¢, Transferencia de
Southern de células epiteliales mamarias purificadas derivadas de hembras RANK"A y RANK™": MMTV-Cre. El
alelo de RANK de tipo silvestre o floxeado (fl/+; 9,6 kb) y el alelo de RANK delecionado (A; 3,9 kb) se indican
después de digestion de ADN gendmico con Pvull y Sphl. En lo sucesivo, los animales RANK"*; MMTV-Cre se
indican como RANKA™™,

Figura 7. MPA induce la expresion de RANKL vy la proliferacion epitelial en glandulas mamarias.

a-c, Cuantificacion de la proliferacion epitelial en glandulas mamarias de hembras de las camadas control y
RANK“™™ 3 dias después de tratamiento simulado e implantacién de MPA tal como se muestra en la Fig. 1d. a,
Los datos se muestran como cambios relativos en células epiteliales Ki67" totales en comparacién con hembras
operadas de manera simulada del genotipo respectivo. Se contaron al menos 1000 células epiteliales de la
glandula mamaria por ratén. n = 3 ratones por genotipo. ** P < 0,005; *** P <0,001 (ensayo de la t de Student). b,
Cuantificacion de células tefiidas inmunolégicamente in situ con Ki67 por acino de glandulas mamarias de
hembras de la camada control y RANK* ™™ 3 dias después de la implantacién s.c. de MPA. Mientras que en las
hembras control ~ 80 % de los acinos mostraron signos de proliferacién media a alta, mas del 60 % de los acinos
en hembras RANK“™™ mostraron tasas de proliferacién muy bajas. ¢, Para controlar los niveles residuales de
proliferacion dependientes del estro, se analizaron hembras superovuladas y operadas de manera simulada de la
camada control y de RANKA™™, Se contaron al menos 1000 células por glandula mamaria. n = 3 por genotipo.
En b, y ¢, se muestran los datos como porcentaje de acinos/conductos con nimeros bajos (<20 % de las células
epiteliales son Ki67"), medios (20-80 % de las células epiteliales son Ki67") y altos (>80 % de las células
epiteliales son Ki67") de células proliferantes +/- dtm. *** P < 0,001; * P < 0,03 (ensayo de la t de Student). d,
Proliferacion epitelial en glandulas mamarias de hembras de las camadas control y de RANKA™" 1 dia después
de inyeccion i. p. de PBS o RANKL (1 ug). La proliferacion se determiné por inmunotincion in situ de Ki67. 40 X
aumentos. e, Cuantificacion de la proliferacion epitelial 1 dia después de la inyeccion i. p. de PBS o RANKL
(1 ng). Se muestran los porcentajes medios de células positivas a Ki67 +/- dtm. * P < 0,03; n = 5 (ensayo de la t
de Student).

Figura 8. Curvas de supervivencia de canceres mamarios estimulados por progestina en ratones RANKA™™.

a,b, MPA induce la expresién de RANKL en células epiteliales mamarias. Hembras nuliparas de tipo silvestre se
trataron con sonda oral de DMBA o vehiculo en aceite, se les implantaron, por via s.c., granulos de MPA de
liberacion lenta, o se trataron con cirugia simulada. a, El ARNm de RANKL se determind en células epiteliales
mamarias purificadas mediante cRT-PCR 3 dias después de la implantaciéon/sonda oral. Los datos se muestran
como factores de cambio en comparacion con tratamiento simulado +/- dtm. n=3 ratones por grupo. b, La
expresion de la proteina(s) RANKL soluble (19 kDa) se ensayd en lisados celulares de células epiteliales
mamarias purificadas por transferencia de Western 3 dias después del tratamiento con vehiculo en aceite,
DMBA, MPA, o cirugia simulada. Se muestra la B-actina como un control de carga. Cabe destacar, que
solamente MPA pero no DMBA o el vehiculo en aceite por si solo indujeron la expresion del ARNm y de la
proteina de RANKL. ¢, Aparicidon de tumores mamarios palpables en hembras RANKA™" (n=14) y hembras de la
camada control de la misma edad con MMTV-Cre (Cre+ control; n=13) o sin MMTV-Cre (Cre- control; n=9)
tratadas con granulos de MPA y DMBA tal como se indica en la Fig. 2a. Los datos se muestran como porcentaje
de ratones libres de tumores después de la Uultima exposicion a DMBA. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos control Cre+ y Cre-. La aparicién media de los tumores para los controles Cre* fue
de 9 dias, para los controles Cre” fue de 11 dias, y para las hembras RANK“™™ 30 dias después del ultimo
tratamiento con DMBA. d, Transferencia de Southern representativa de tumores mamarios inducidos por
MPA/DMBA derivados de hembras RANK"": MMTV-Cre+ y RANK"®: MMTV-Cre+ (RANK*™"). El alelo de RANK
de tipo silvestre o floxeado (fl/+; 9,6 kb) y el alelo de RANK delecionado (A; 3,9 kb) se indican después de la
digestion de ADN genémico con Pvull y Sphl. Todos los tumores derivados de hembras RANKA™™ mostraron
delecion casi completa. e, Analisis de Kaplan Mayer para la supervivencia total de hembras RANKA ™" (n=9) y de
la camada control de la misma edad (n=9) después de tratamiento con MPA/DMBA. La supervivencia media fue
de 48 dias para el control y de 93 dias después del dltimo tratamiento de DMBA para las hembras RANKA ™™,
Figura 9. Desarrollo de adenocarcinomas escamosos en hembras RANKA™",

a,b, Secciones histologicas representativas de tumores mamarios aislados de hembras de la camada control y
RANK“™™ 7 (a) y 21 (b) dias después del ultimo tratamiento con DMBA. Se muestran tinciones con H&E y E-
cadherina que indican las caracteristicas tipicas de los adenocarcinomas ductales en tumores de hembras de las
camadas control y RANKA™™. La expresion de citoqueratina 14 (K14) demuestra el origen de las células basales
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en hembras tanto de control como en las RANK“™". Sin embargo, las hembras RANK“™™ tienden a mostrar
caracteristicas de metaplasia escamosa. Todas a X 20 aumentos.

Figura 10. Aparicion de cancer mamario en ratones Mx-Cre RANK™®2%A y NeuT RANK ™™,

a, Aparicion de tumores mamarios palpables en hembras Mx-Cre rank"®**"* (n=4) y de la camada control Mx-
Cre rank™™® (n=6) de la misma edad, tratadas con granulos de MPA y DMBA tal como se indica en la Fig. 2a. La
Cre recombinasa estimulada por Mx se activé mediante cuatro inyecciones de poli I:C por via i. p. durante 8 dias
(200 pg en 200 ml de PBS). Los datos se muestran como porcentaje de ratones libres de tumores después de la
ultima exposicion a DMBA. No se descubrieron diferencias significativas. b, Transferencia de Southern del alelo
de RANK"®® (f|/+) no delecionado y después de la induccion de la delecion (A) en ratones Mx-Cre rank™¢2%/,
¢, Transferencia de Southern de diversos 6rganos después de la induccion de la delecién (A) en ratones Mx-Cre
rank™®®2 - Aunque pueden observarse diversos grados de delecidn (50-100 %) en timo, corazén, higado y
bazo, la delecion del alelo Mx-Cre rank'®*® no se indujo en células epiteliales mamarias (CEM) purificadas
Figura 11. Sefializacion aguas abajo de RANKL/RANK en CEM.

a, Explicacion esquematica de rutas de sefalizacion confirmadas genéticamente que controlan la formacion
mediada por RANKL-RANK de una glandula mamaria lactante durante la gestacion. b, Transferencia de Western
para AKT fosforilado (P), AKT total, ERK1/2 fosforilado (P), ERK1/2 total, p38-MAPK fosforilado (P) y p38-MAPK
en células epiteliales primarias aisladas de glandulas mamarias de ratdén en respuesta a la estimulacion con
RANKL (1 ug/ml). Los datos son representativos de 4 experimentos.

Figura 12. EI MPA activa la ruta de NFkB y desencadena la expresion de ciclina D1 por medio de RANKL/RANK.
a, Activacion de la ruta de NFxB y de la expresion de ciclina D1 por el MPA. A las hembras nuliparas RANK*™"
y de la camada control se les implantaron, por via s.c., granulos de MPA de liberacién lenta o se trataron con
cirugia simulada. a, Inmunotincion in situ para detectar IkBa fosforilado (P) en células epiteliales mamarias de
hembras RANK*™" y de la camada control después de 3 dias de tratamiento con MPA. b, Andlisis de
transferencia de Western de Ciclina D1 y RANKL en células epiteliales mamarias aisladas de hembras
RANK"™™ y de la camada control después de 3 dias de tratamiento con MPA. Se muestra la proteina
recombinante murina sRANKL para la comparacion del peso molecular. Se muestra la B-actina como un control
de carga.

Figura 13. Rutas de sefializacion aguas abajo de RANKL/RANK.

a, Transferencia de Western para p65 NF«B fosforilado (P), NFkB p65 total, IkBa fosforilado (P), IkBa total,
ERK1/2 fosforilado (P), ERK1/2 total, p38-MAPK fosforilado (P) y p38-MAPK en las células humanas de cancer
de mama SKBR3 en respuesta a la estimulacion con RANKL (1 pg/ml). Los datos son representativos de 3
experimentos. b, Curva de crecimiento de las células de cancer de mama SKBR3 cultivadas en medio de
crecimiento normal (control, DMEM complementado con el 10 % de FCS) o en presencia de RANKL (1 pg/ml).
Los numeros celulares se determinaron contando células vivas (exclusion en azul de tripano) a lo largo de 3 dias.
¢, Aparicién de tumores mamarios palpables en las hembras NFATc14™" (n=10) y de la camada control de la
misma edad (n=16) tratadas con granulos de MPA y DMBA. Los datos se muestran como porcentaje de ratones
libres de tumores después de la ultima exposicion a DMBA. No se descubrieron diferencias significativas. d,
Cuantificacion de la expresion del ARNm de NFATc1 en células epiteliales mamarias purificadas (CEM) y
tumores mamarios dirigidos por MPA de las hembras NFATc1™™ y de la camada control. EI ARNm se
determiné por cRT-PCR. Los datos se muestran como factores de cambio en comparacion con el control (+/-
dtm). n=5 por grupo. * P < 0,05 (ensayo de la t de Student).

Figura 14. RANKL protege a las células epiteliales mamarias murinas primarias y a las células humanas de
cancer de mama SKBR3 de la apoptosis en respuesta a la radiacion 1.

a, Analisis de Transferencia de Western para yH2AX, Chk1 fosforilado (P), Chk1 total, p53 y B-actina en células
epiteliales primarias aisladas de glandula mamaria de ratdn en respuesta a la radiacion y (2 Gray) en presencia
de (1 pg/ml) o ausencia de estimulacion con RANKL. b,c, Analisis por FACS de células epiteliales mamarias b y
c, células humanas de cancer de mama SKBR3 tefiidas con yoduro de propidio (IP) después de la radiacion y
(2 Gray) en ausencia o presencia de RANKL (1 pg/ml). Los datos son representativos de al menos 3
experimentos. Aparecen células apoptoticas con un contenido de ADN <2 n en la region sub-G1. Se proporciona
el porcentaje de células en sub-G1 (M1), fase G1 (M2), fase S/G2/M (M3) asi como células poliploides con un
contenido en ADN >4n en los puntos temporales indicados.

Figura 15. RANKL protege a las células epiteliales mamarias murinas primarias y a las células humanas de
cancer de mama SKBR3 de la apoptosis en respuesta a doxorrubicina.

a,b, Andlisis FACS de a, células epiteliales mamarias y b, células humanas de cancer de mama SKBR3
incubadas con el agente genotodxico doxorrubicina (Dox, 1 uM) en presencia (1 pg/ml) o ausencia de RANKL. Los
datos son representativos de al menos 3 experimentos. Se proporciona el porcentaje de células en sub-G1 (M1),
fase G1 (M2), fase S/G2/M (M3) asi como las células poliploides con un contenido en ADN >4 n durante 24 y 36
horas después del tratamiento con doxorrubicina. ¢, Expresion de ARNm de genes pro-apoptéticos Bim, Puma 'y
Noxa, 6 horas después de la radiacion y (2 Gray) en presencia (1 ug/ml) o ausencia de estimulacion con RANK.
Los datos se muestran como factores de cambio en comparacion con el control (+/- dtm). n=3). * P < 0,05;
** P < 0,005 (ensayo de la t de Student).

Figura 16. IKKa media la proteccion inducida por MPA de la apoptosis epitelial inducida por radiacion.

a,b, Induccién reducida de la apoptosis de las células epiteliales mamarias en respuesta a la radiacion y en las
hembras IKKa"™™. Las hembras de las camadas control y las IKKa*™" fueron operadas simuladamente o se les
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implanté un tapén de MPA y se les irradié con radiacion y (5 Gray). Los granulos de MPA se implantaron 3 dias
antes de la radiacion y. Veinticuatro horas después de la radiacion, se detectd la apoptosis por inmunotincion
para la Caspasa 3 activa. a, Se muestran los nucleos apoptoticos de células epiteliales (flechas) para secciones
de glandula mamaria representativas. 40 X aumentos. b, Cuantificacién de la apoptosis epitelial mamaria. Se
conté un minimo de 5000 nucleos para cada ratén. Los resultados se muestran como valores medios +/- dtm.
n=3 ratones por grupo. * P < 0,05 (ensayo de la t de Student).

Figura 17. Las proporciones RANKL/OPG cambian en mujeres que desarrollan cancer de mama al cabo de 5-12
meses pero al cabo de 12-24 meses después del muestreo de suero.

a, Analisis de niveles de RANKL y OPG individuales en muestras de suero recogidas prospectivamente del
UKCTOCS (Ensayo Cooperativo de la Cribado del Cancer de Ovario en el RU) de 182 mujeres
postmenopausicas sanas que no desarrollaron cancer de mama durante su seguimiento y de 41 mujeres sanas
de la misma edad que desarrollaron cancer de mama positivo al RE 5-12 meses después de que se recogiera su
suero. El desarrollo del cancer de mama se diagnosticé mediante biopsias. Ninguna de estas mujeres estaba
sometida a terapia de reemplazo hormonal en el momento de la extracciéon de la muestra. Se muestran graficos
de cajas de los niveles de OPG y sRANKL asi como de la relacion entre OPG y sRANKL. Las mujeres que
desarrollaron cancer de mama durante el primer afio después de que el suero se ensayara tenian niveles
significativamente mas altos de OPG (p=0,041; ensayo de la U de Mann Whitney) asi como proporciones
significativamente aumentadas entre OPG y sRANKL (p=0,022; ensayo de la U de Mann Whitney) en
comparacion con las mujeres que no desarrollaron cancer de mama. b, Andlisis de niveles de RANKL y OPG
individuales en muestras de suero recogidas prospectivamente del UKCTOCS de 182 mujeres
postmenopausicas sanas que no desarrollaron cancer de mama durante su seguimiento y de 57 mujeres sanas
de la misma edad que desarrollaron cancer de mama positivo a RE 12-24 meses después de que se recogiera
su suero. Se muestran graficos de cajas de los niveles de OPG y sRANKL asi como las proporciones entre OPG
y sRANKL. No hubo diferencias significativas (ensayo de la U de Mann Whitney). Los graficos de cajas indican
niveles medios de relacion e intervalos intercuartil.

Figura 18. Cuantificacion de transferencias de Western.

Se realizd una densitometria en al menos tres transferencias de Western independientes por experimento. Los
datos se muestran para las transferencias de Western de las Fig. 1b, Fig. 1c, Fig. 3a y Fig. 3b. Los valores de
expresion para las proteinas indicadas se normalizaron frente a controles de carga de B-actina. Para la
cuantificacion de la fosforilaciéon los datos se normalizaron frente a las bandas de proteina total respectivas. *P
<0,05; ** P < 0,001 (ensayo de la t de Student).

Ejemplos:

Ejemplo 1: Ratones. Recientemente se han generado ratones Rank™**® ' Resumiendo, para generar ratones

portadores de un alelo nulo de Rank (alelo rank®), se cruzaron ratones rank™®® con ratones B-actina-eliminador
ubicuo de Cre. Los ratones que portaban los alelos rank™®*® o rank®, asi como los ratones MMTV-Cre, se
retrocruzaron siete veces en un fondo BALBc antes de generar los ratones MMTV-Cre rank™®*®. Guido Forni, Milan
proporciond generosamente los ratones MMTV-NeuT. Los ratones MMTV-Cre (repertorio n° 003553) y Mx-Cre
(repertorio n° 003556) se obtuvieron del Laboratorio Jackson. Los ratones K5-Cre, IKKa"™®® y NFATc1"®® se
han descrito anteriormente®”. Los genotipos de los ratones se determinaron mediante analisis de PCR y de
transferencia de Southern. En todos los experimentos se usaron solamente ratones de camadas procedentes de los
mismos cruces. Todos los ratones se criaron y mantuvieron de acuerdo con la normativa institucional.

Delecion de RANK en tumores y efectos Cre. La transferencia de Southern de los tumores que se desarrollaron
en hembras RANKA ™™ mostraron delecién de RANK, aunque se observé alguna banda residual de tipo silvestre
(Fig. 8c) que podria explicarse por la presencia de otros tipos de células y/o células de escape. No se observaron
diferencias en la aparicion de tumores entre las hembras de control negativo de Cre y las camadas que expresaban
el transgén MMTV-Cre, indicando que la expresion de Cre de por si no altera la frecuencia tumoral en el modelo
tumoral mamario MPA/DMBA (Fig. 8d).

Ejemplo 2: Carcinogénesis mamaria inducida por MPA/DMBA.

El tratamiento con MPA/DMBA se realizé tal como se ha descrito®®. Resumiendo, se anestesié a ratones hembra de
seis semanas de vida con ketamina-xilacina y se les implantaron quirirgicamente, por via s. c. en el costado
derecho, granulos de acetato de medroxiprogesterona (MPA) de liberacion lenta (50 mg, liberacion en 90 dias;
Innovative Research of America). Se administraron 200 ul de DMBA (5 mg/ml diluidos en aceite de semilla de
algoddn) por sonda oral 6 veces durante las 8 semanas siguientes, como se explica en la Fig. 2a. La aparicion de
tumores mamarios se determind por palpacién. No se observaron diferencias en la aparicion de los tumores en las
hembras del control negativo Cre y las camadas que expresaban el transgén MMTV-Cre indicando que la expresion
de Cre de por si no altera la frecuencia tumoral en el modelo tumoral mamario MPA/DMBA.
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Ejemplo 3: Trasplantes de tejido mamario.

Para los estudios de trasplantes, se aisl6 tejido epitelial mamario de donantes nuliparas de 3 semanas de vida y se
implanté en los paniculos adiposos mamarios |ImpIOS (desprovistos de epitelio endogeno) de ratones huésped nu/nu
de 3 semanas de vida como se ha descrito’. Tres semanas después de la cirugia, los ratones huésped se
emparejaron y se aisl6 el tejido mamario para su analisis.

Ejemplo 4: Histologia, montaje completo e inmunohistoquimica.

Para el analisis histoldgico, se cortaron secciones de 5 um vy se tifieron con hematoxnlna y eosina (H&E). La tincién
de montaje completo de las glandulas mamarias se realizé6 como se describe®. Para la tincion con inmunoperoxidasa
se deshidrataron secciones incluidas en parafina y los epitopos antigénicos se expusieron usando un tampén citrato
10 mM o microondas. Las secciones se incubaron con anticuerpos contra citoqueratina 5, citoqueratina 14,
E-cadherina, anti-Ki67 (Novocastra) y anti-Caspasa 3 activa (Cell Signaling) y se visualizaron usando anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa. Los indices histomorfométricos (proliferacion y apoptosis) se calcularon
como el numero de células epiteliales positivas dividido entre el niUmero total de células epiteliales, con no menos de
1000 nucleos para las tinciones de Ki67 y no menos de 5000 células para la tincion de Caspasa 3 activa contados
por seccion.

Ejemplo 5: Transferencia de Western.

La linea de células epiteliales tumorales de mama humanas SKBR3 y células epiteliales mamarias prlmarlas de
raton no transformadas se dejaron sin tratar o se estimularon con RANKL recombinante murino" 9 Los
adenocarcinomas se aislaron de los ratones control y mutantes y se prepararon lisados de proteina total. La
transferencia de Western se llevd a cabo usando los protocolos convencionales. Resumiendo, las transferencias se
bloquearon con BSA al 5 % en TBS 1x con Tween-20 (TBST) al 0,1 % de durante 1 hora y se incubaron con el
anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C (diluido en TBST de acuerdo con el protocolo del fabricante). Se
usaron anticuerpos primarios reactivos contra RANKL murino (AF462; R&D), Ciclina D1 (Santa Cruz n° Sc-8396), B-
actina (Sigma), NF«B fosforilado (P) (n° 3033), NFkB (n° 4767), IxBa. fosforilado (P) (n° 2859), IkBa (n° 4814), IKKa
fosforilado (P) (n° 2681), IKKa. (n° 2678), IKKB (n° 2678), IKKy (n° 2685), Akt fosforilado (P) (n° 3787), Akt (n° 9272),
Erk1/2 fosforilado (P) (n° 9101), Erk1/2 (n° 9102), y p38-MAPK (n°® 9212), p53 (n° 2524), Chk1 fosforilado (P) (n°
2348), Chk1 (n° 2345) (todos de Cell Signaling), p38-MAPK (AF869; R&D), y yH2Ax (Ser139 n° 07-164 Millipore).
Las transferencias se lavaron 3 veces en TBST durante 30 minutos, se incubaron con anticuerpos secundarios
conjugados con HRP (1:2000, Promega) durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces en TBST
durante 30 minutos y se visualizaron usando ECL.

Ejemplo 6: cRT-PCR

Se preparé ARN total de tumores usando el Mini Kit RNeasy (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El ARN total (2 ng) se sometié a analisis de (c)RT-PCR cuantitativa. Se usaron los siguientes cebadores:

cebador directo de B-actina: 5- GCTCATAGCTCTTCTCCAGGG -3’;

cebador inverso de B-actina: 5-CCTGAACCCTAAGGCCAACCG-3'.

cebador directo de RANKL: 5’ - CTGAGGCCCAGCCATTTG-3’

cebador inverso de RANKL: 5 - GTTGCTTAACGTCATGTTAGAGATCTTG-3’
cebador directo de RANK: 5" - CTTGGACACCTGGAATGAAG-3’

cebador inverso de RANK: 5 - CAGCACTCGCAGTCTGAGTT-3

cebador directo de Ciclina D1: 5° - CTGTGCGCCCTCCGTATCTTA-3’
cebador inverso de Ciclina D1: 5’ - GGCGGCCAGGTTCCACTTGAG-3’
cebador directo de p21 (Cdkn1a): 5’ - GTGGCCTTGTCGCTGTCTT-3
cebador inverso de p21 (Cdkn1a): 5’ - GCGCTTGGAGTGATAGAAATCTG-3
cebador directo de tRANKL: 5 - GCGCCGGGCCAGCCGAGACTAC-3
cebador directo de RANKL1: 5’ - GTCCCACACGAGGGTCCGCTGC-3
cebador directo de RANKL2: 5’ - TGCGCACTCCGGCGTCCCG-3’

cebador directo de RANKL3: 5° - CCGAGACTACGGCGGATCCTAACAG-3
cebador directo de inverso de RANKLcom.: 5’ - TCAGTCTATGTCCTGAACTTTGAAAGCCCC-3
cebador directo de Puma: 5 -CCGCCTGATGCCCTCCGCTGTAT-3’
cebador inverso de Puma: 5 -CGGGCCCACTCCTCCTCCTCCAC-3’
cebador directo de Noxa: 5 -ACTTTGTCTCCAATCCTCCG-3

cebador inverso de Noxa: 5 - GTGCACCGGACATAACTGTG-3’

cebador directo de Bim: 5’ - GTTGAACTCGTCTCCGATCC-3

cebador inverso de Bim: 5 - GCCCCTACCTCCCTACAGAC-3

Ejemplo 7: Respuestas al daiio en el ADN.

Para medir la detencion del ciclo celular y la apoptosis se sembraron células epiteliales mamarias primarias de raton
y células humanas de cancer de mama SKBR3 a una densidad de 100.000 células/pocillo en una placa de 6 pocillos
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y se permitid que crecieran durante 24 horas. Después, las células se trataron con doxorrubicina (1 uM) o radiacion y
(2 Gray) en ausencia o presencia de RANKL recombinante (1 pg/ml). La detencion del ciclo celular y los nimeros de
células muertas se determinaron usando tincién con yoduro de propidio. Para determinar la muerte de las células
epiteliales de las glandulas mamarias in vivo, se les dio radiacion y a las hembras de camada control y las RANK~™™
con una dosis total de 5 Gray (Gy). Seis horas después, se aislaron las glandulas mamarias y se tifieron
inmunolégicamente para Caspasa 3 activa (Cell Signaling) indicativa de apoptosis.

Ejemplo 8: Estudios prospectivos en poblacion humana.

Para los detalles de incorporacion en el estudio prospectivo en una poblacion basada en el UKCTOCS véase la
ref.'’. Los sujetos eran participantes del Ensayo Cooperativo de la Cribado del Cancer de Ovario en el Reino Unido
(UKCTOCS), el mayor ensayo clinico controlado aleatorio multi-centro para cancer de ovario. El ensayo clinico se
establecié en 13 centros de los Institutos Nacionales de Salud en Inglaterra, Gales e Irlanda del Norte y lo coordind
el Centro de Investigacion de Cancer Ginecoldgico del UCL. Se invité aleatoriamente a mujeres con una edad
comprendida entre 50-74 afios a partir de los registros de sexo/edad de los 27 Centros de Atencién Primaria
participantes. Las mujeres que aceptaron la invitacion recibieron informacién verbal y escrita acerca del ensayo
clinico. Entre 2001 y 2005, un total de 202.638 mujeres postmenopausicas, con una edad comprendida entre 50-74
afios, se asignod a cribado al azar de cancer de ovario o a no cribado. Al incorporarse al estudio, se extrajo una
muestra de sangre de todas las mujeres y ademas se extrajeron series de muestras de sangre anuales de 50.640
mujeres. Este ensayo clinico esta registrado como ISRCTN22488978 y con el numero de ClinicalTrials.gov
NCT00058032. Se obtuvo la autorizacion por escrito que incluia el acceso a sus registros médicos y el uso de sus
datos/muestras en futuros estudios. Al incorporarse al estudio cada una de las mujeres ofrecia una muestra y
cumplimentaba un cuestionario inicial en relaciéon con su historial clinico familiar. Se envié un cuestionario de
seguimiento a las mujeres participantes 3,5 afios después de la incorporacion preguntando si habian desarrollado
cualquier tipo de cancer después de anexionarse al ensayo clinico. Se hizo un seguimiento adicional a las mujeres
que en el cuestionario de seguimiento habian indicado cancer de mama o que la Oficina Nacional de Estadistica
(ONS) habia sefialado, a través del médico tratante, que habian desarrollado cancer de mama. Las mujeres a las
que se les diagnosticé cancer de mama invasivo positivo a RE, que no tuvieron tratamiento con TRH en la
incorporacion al estudio y que habian entregado una muestra de suero al menos 5-24 meses antes del diagnostico
después de la distribucion aleatoria en el ensayo clinico, se seleccionaron para el analisis (98 casos). Los casos de
cancer de mama se emparejaron por edad y se emparejaron con mujeres que no tuvieron historial de cancer de
mama (182 controles) y cuyas muestras de sangre se extrajeron el mismo dia y en la misma clinica. Las muestras
de sangre extraidas en los centros se centrifugaron a 2.500 rpm durante 5 minutos y por la noche se transportaron
en tubos con gel de Grienger y se procesaron el dia siguiente en el laboratorio central del UKCTOCS. El suero se
separo en alicuotas, en cafias de 500 microlitros que después se sellaron con calor, se identificaron con un cédigo
de barras y se almacenaron en envases especiales en tanques con nitrdgeno liquido. Las muestras se
descongelaron solamente antes de su uso. El Joint UCL/UCLH Committees on the Ethics of Human Research
(nuimero de referencia REC: 06/Q0505/102) concedio la aprobacion ética.

Ejemplo 9: Pacientes con cancer de mama

La cohorte del UKCTOCS (Ensayo Clinico Cooperativo de Cribado de Cancer de Ovario del RU)' usada comprende
muestras de suero extraidas prospectivamente de 182 mujeres postmenopausicas sanas que no desarrollaron
cancer de mama durante su seguimiento y de 98 mujeres sanas de la misma edad que desarrollaron cancer de
mama positivo al receptor estrogénico (RE) 5-24 meses después de que se extrajera su suero. De estas 98 mujeres,
41 desarrollaron cancer de mama durante el primer afio y 57 mujeres desarrollaron cancer de mama 12-24 meses
después de la extraccion de la muestra de suero. Ninguna de estas mujeres estaba sometida a terapia de reemplazo
hormonal en el momento de la extraccion de muestra.

Ejemplo 10: Ensayo de progesterona

e 12 incubacion: se incubaron 30 ul de muestra — en presencia de un anticuerpo monoclonal especifico de
progesterona marcado con biotina y de un derivado de progesterona marcado con complejo de rutenio — con
Danazol para liberar la progesterona. La progesterona de las muestras compiti6 con el derivado de
progesterona marcado por el sitio de unién al anticuerpo.

e 22 incubacion: Después de la adicion de microparticulas recubiertas de estreptavidina, el complejo comenzé a
unirse a la fase solida por interaccion de la biotina y estreptavidina. La cantidad del derivado de progesterona
marcado unido a la fase solida es inversamente proporcional al contenido de progesterona de la muestra.

e La mezcla de reaccion se aspird en la celda de medicién en la que las microparticulas se capturaban
magnéticamente sobre la superficie del electrodo. Las sustancias no unidas se eliminaron después con ProCell.
Después, la aplicacion de un voltaje al electrodo indujo la emisién de quimioluminiscencia que se midié con un
fotomultiplicador.

e Los resultados se determinaron mediante una curva de calibrado, que es un instrumento especificamente
generado mediante 2 puntos de calibrado y una curva maestra proporcionada mediante el cédigo de barras del
reactivo.
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Reactivos — soluciones de trabajo

Microparticulas recubiertas de M Estreptavidina (tapa transparente), 1 frasco, 6,5 ml: microparticulas recubiertas de
estreptavidina, 0,72 mg/ml; conservante.

Ac-anti-progesterona R1 ~ biotina (tapa gris), 1 frasco, 10 ml: anticuerpo (ratéon) monoclonal anti-progesterona
marcado con biotina 0,15 mg/l, tampdn fosfato 25 mmol/l, pH 7,0; conservante.

Péptido de progesterona R2 ~ Ru (bpy)** (tapa negra), 1 frasco, 8 ml: progesterona (de origen vegetal) acoplada a
un péptido sintético marcado con complejo de rutenio, 10 ng/ml; tampon fosfato 25 mmol/l, pH 7,0; conservante.

Ejemplo 11: Datos estadisticos. Todos los valores del presente documento se dan como medias dtm. Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante el ensayo de la t de Student. Para el analisis de Kaplan-Meier
de aparicién de tumores se realiz6 un ensayo de rango logaritmico. Un valor de P de 0,05 se acepté como
estadisticamente significativo. Ademas del ensayo de rango logaritmico se realizdé un analisis de fuerza post-hoc
(Fuerza PS y Calculos de Tamafio de Muestra, en la web de biostat.mc.vanderbilt.edu/PowerSampleSize) para
calcular la probabilidad de rechazar correctamente la hipétesis nula de mismos tiempos de aparicién de tumores
dado el nimero de animales experimentales. Para el estudio que implicaba a los animales RANK*™™ |a hipétesis
nula se puede rechazar con una probabilidad (fuerza) de 0,933 y para los animales IKKa“™" con una probabilidad
de 0,766. La probabilidad de error de Tipo | asociada con este ensayo de esta hipdtesis nula es de 0,05. Los datos
de seres humanos se analizaron usando un ensayo de la t de muestras relacionadas, el ensayo de la U de Mann
Whitney, o un ensayo de rango de Spearman como se indica.

Ejemplo 12: Ratones con RANKL/RANK alterado:

Para examinar la posible funcion de RANKL/RANK en la tumorigénesis, RANK se deleciond de las células epiteliales
mamarias usando la escision mediada por K5-Cre y MMTV-Cre de un alelo inducible de RANK (ratones K5-Cre
rank™" y ratones MMTV-Cre ranlé"”"A). Ambas lineas de ratones parecen estar sanas y muestran estructuras dseas
y formacion de ganglios linfaticos normales. Como se esperaba, los ratones K5-Cre rank* mostraron un desarrollo
aparentemente normal de las glandulas mamarias en la pubertad; sin embargo, estos ratones no desarrollaron
estructuras lébuloalveolares secretoras de leche durante la gestacion (Fig. 5a,b). Estos efectos fueron auténomos de
células que usan experimentos de trasplantes (Fig. 5c). En los ratones MMTV-Cre rank™, el desarrollo de las
glandulas mamarias en hembras nuliparas y la formacion de estructuras Idbuloalveolares secretoras de leche
durante la gestacion parecian normales (Fig. 6a-c). Para excluir que cualquier problema de los efectos en el
desarrollo de los ratones K5-Cre rank™ que pudiera afectar a determinadas poblaciones de células en la fisiologia
normal, los ratones MMTV-Cre rank™ se usaron, por lo tanto, para todos los experimentos adicionales. En lo
sucesivo, en el presente documento, estos ratones mutantes MMTV-Cre rank™* se denominan n RANKA™™.

Ejemplo 13: Mecanismo de activacion de RANK después de la administracion de progestina:

En una poblacién de tipo silvestre, el tratamiento con MPA (una progestina) desencadena la proliferaciéon masiva de
células epiteliales mamarias. La proliferacion inducida por MPA de las células epiteliales mamarias se redujo
significativamente en las hembras RANKA™" (Fig. 1a; Fig. 7a-c). Por consiguiente, las inyecciones i. p. de RANKL
en hembras nuliparas desencadenaron la proliferacion de células epiteliales de la glandula mamaria por medio de
RANK (Fig. 7d,e). Recientemente se ha notificado que la progesterona endégena afecta al nimero de células madre
Lin-CD24+CD49f™ durante la gestacion'® y el ciclo menstrual’®. En ambos estudios, el sistema RANKL/RANK
estuvo implicado basandose en estudios de bloqueo de Ac en todo el organismo in vivo y en la expresion de RT-
PCR, sin embargo, no se supo si éste es un efecto directo de RANKL-RANK en las células epiteliales mamarias mas
que un efecto secundario. Por lo tanto, se evalu6 si las progestinas, tales como MPA, podian expandir también las
células Lin-CD24+CD49f*™. El tratamiento con MPA dio como resultado una doble expansion de las células Lin-
CD24+CD49f". Dicha expansion no se produjo en hembras RANK ™" tratadas con MPA (Fig. 1b, c). Estos datos
proporcionan la primera demostracion genética de que el sistema RANKL/RANK controla la expansion de células
Lin-CD24+CD49f".

Ejemplo 14: Influencia de las progestinas sobre el desarrollo de cancer mediante RANK/RANKL en ratones
control y con déficit de RANK/RANKL:

En la Women’'s Health Initiative (WHI) y el Million Women Study, el uso de progestinas se ha relacionado
epidemiolégicamente con la aparicion y frecuencia del cancer de mama. El cancer de mama estimulado por
progestinas puede modelarse en ratones hembra en los que la implantaciéon de granulos de MPA de liberacion lenta
en presencia del agente dimetilbenz[a]antraceno (DMBA), perjudicial para el ADN, desencadena cancer de mama
(Fig. 2a; Fig. 8a,b).

En las hembras control, el tratamiento con MPA/DMBA indujo una aparicion rapida de tumores mamarios palpables.
Curiosamente, en los ratones hembra RANK ™™, se observé un notable retraso en la aparicién del cancer mamario
inducido por MPA/DMBA (Fig. 2b; Fig. 8c,d). La aparicién tardia de tumores en las hembras RANK“™™ también dio
como resultado una notable mejora de la supervivencia (Fig. 8e). Las transferencias de Southern de los tumores que
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se desarrollaron en hembras RANK“™™ confirmaron la delecién eficaz de RANK (Fig. 8c). Todos los tumores que se

desarrollaron en las hembras control y RANK“™™ mostraron una histopatologia tipica de adenocarcinomas ductales
que expresan E-Cadherina, del subtipo celular basal positivo a Citoqueratina (CK) 5 y a CK14 (Fig. 2c, Fig. 9a,b). Sin
embargo, los adenocarcinomas ductales originados en hembras RANKA™" frecuentemente desarrollaban grandes
areas de metaplasia escamosa (Fig. 2c, Fig. 9a,b).

Ejemplo 15: Aparicion de cancer después del daino en el ADN en dependencia de la sefial de RANKL mediada
por progestinas:

Dado que los animales RANK*™™ mostraron un retraso en la aparicién del cancer de mama. A continuacion se
analizd la frecuencia de tumores mamarios en estadios tempranos después de la exposicion a DMBA. Para
desencadenar la sefalizacion de RANKL/RANK, nuevamente se us6 MPA para simular un fondo de progesterona.
Una semana después del ultimo tratamiento con DMBA, todas las hembras control que expresaban RANK ya
mostraban carcinomas muiltiples in situ e incluso tumores mamarios invasivos. Por el contrario, se observaron muy
pocos carcinomas in situ y nunca ningun carcinoma mamario invasivo en los animales RANK*™™ una semana
después de la ultima exposicion a DMBA (Fig. 2d). Tres semanas después de la ultima exposicion a DMBA la
frecuencia de carcinomas in situ fue similar entre las hembras control y las RANK“™™ pero los carcinomas invasivos
fueron ain mas infrecuentes en las hembras RANK“™™ (Fig. 2e). Ademas, la proliferacion se redujo tipicamente en
los tumores de las hembras RANKA™" (Fig. 2d,e). La delecién de RANK en otros tejidos mudltiples, incluyendo el
higado, corazén, musculo y compartimiento hematopoyético, pero no en las células epiteliales mamarias, usando
ratones Mx-Cre rank™"* no retrasé mucho la aparicion de cancer de mama inducido por MPA/DMBA (Fig. 10a-c),
lo que sugiere que los efectos de la alteracion de RANK/RANKL son dominantes en las células epiteliales mamarias.

Ejemplo 16: Senalizacion de RANKL:

En la Fig. 11a se ilustra la sefalizacion de RANKL-RANK mediante IKKa-NF«kB-Ciclina D1 en células epiteliales
mamarias. De hecho, la estimulacion de RANKL, produjo la fosforilacion de p65 NF«B e IxBa en células epiteliales
primarias de glandula mamaria (CEM) de raton (Fig. 3a). Ademas, la estimulacion por RANKL de las CEM
desencaden¢ la fosforilacion de p38-MAPK y ERK (Fig. 11b). Para mostrar directamente como RANK media la
activacion de NFkB-Ciclina D1 aguas abajo de las progestinas in vivo, los ratones se expusieron a MPA. Un
tratamiento de tres dias con MPA produjo la acumulacién nuclear de I«kBa fosforilado, indicativa de una ruta activa
de NFkB, y de la induccién de la expresion proteica de Ciclina D1 en células epiteliales mamarias, ambas de las
cuales se redujeron severamente en hembras RANKA™" (Fig. 12a,b). Ademas, en los adenocarcinomas mamarios
inducidos por MPA/DMBA aislados de las hembras control y de las RANK“™" se descubrié una activacion alterada
de la ruta de NF«B (Fig. 3b) y una expresion regulada negativamente del ARNm de la Ciclina D1 (Fig. 3c). En estos
tumores primarios también se observé regulacion positiva del ARNm de p21 (Fig. 3c), un gen que se suprime
transcripcionalmente por medio de la ruta de Id2". La ruta de Id2 es una ruta secundaria genéticamente confirmada
aguas abajo de RANKL/RANK en células epiteliales mamarias'’. Para extender estos hallazgos en seres humanos,
se ensayaron células humanas de tumores de mama SKBR3. La estimulacién de RANKL indujo la activaciéon y
proliferacion de NFkB, de las p38-MAPK y de ERK en células SKBR3 (Fig. 13a,b). Para ensayar adicionalmente los
efectos de la estimulacion con RANKL, se evalué la capacidad de estas células para crecer de una manera
independiente del anclaje, que correlaciona bien con la tumorigenicidad in vivo'®. Cabe destacar que, de manera
similar a la estimulacion con EGFR, se observd que RANKL indujo el crecimiento de células SKBR3 en agar blando
(Fig. 3d), es decir, que la sefializacion de RANK no solamente desencadena la proliferacion sino que también actua
como un agente transformante para inducir el crecimiento independiente del anclaje.

En osteoclastos, ademas de la ruta de NF«kB, se ha descubierto que la ruta de sefalizacion de calcineurina-NFATc1
es esencial para la osteoclastogénesis mediada por RANKL-RANK. NFATc1 también puede regularse por la ruta de
Id2 durante la osteoclastogénesis mediada por RANKL. Para evaluar si esta activacion de las rutas clave de
RANKL-RANK también esta operativa en el cancer de mama inducido por MPA/DMBA, se generaron ratones
MMTV-Cre nfatc1™ (NFATc12™™) y MMTV-Cre lkko"™"* (IKKo"™™™) para delecionar NFATc1 e IKKa en células
epiteliales mamarias. Ambas cepas mutantes de ratéon parecen sanas y no muestran defectos aparentes en ninguno
de los 6rganos evaluados. Cuando se estimularon con MPA/DMBA, los ratones IKKa®™™ mostraron un retraso de la
aparicién del cancer de mama (Fig. 3e). En los tumores de los ratones IKKa"™" se descubrié una expresion normal
de IKKB e IKKy pero una activacion reducida de NFxB, como determinan los niveles aumentados de la proteina IxB y
la fosforilacién disminuida de p65 NF«B (Fig. 3b) y la expresion regulada negativamente del ARNm del gen diana de
NF«kB Ciclina D1 (Fig. 3c), lo que sugiere que IKKa, en efecto, se requiere para la sefalizacion de NFxB en estos
tumores. Tal como se esperaba, el gen p21 de la ruta de 1d2 no estaba afectado en tumores de ratones IKKa ™"
(Fig. 3c). No se observaron diferencias significativas en la aparicién de tumores entre los ratones control y los
NFATc14™" (Fig. 13c,d), lo que sugiere que los requerimientos de la sefializacion aguas abajo son distintos en
progenitores de osteoclastos y células epiteliales de glandulas mamarias. Por lo tanto, la delecién de IKKa, pero no
la de NFATc1, en las células epiteliales de las glandulas mamarias, afecta a la aparicion del cancer de mama.
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Ejemplo 17: Desarrollo de cancer estimulado por progestinas debido al dafio en el ADN:

Para analizar el papel de RANKL en la respuesta celular al dafio en el ADN, asi como en la detencién del ciclo
celular y la apoptosis, células epiteliales mamarias (CEM) primarias de ratén y la linea de células humanas de
cancer de mama sensible a RANKL, SKBR3, se trataron con el agente inductor de dafio en el ADN, doxorrubicina, o
radiacion y. El tratamiento con RANKL no alter6 la induccién de yH2AX y p53 o la activacién de Chk1, marcadores
prototipicos de una respuesta funcional al dafio en el ADN (Fig. 14a). Ademas, RANKL no alter6 la detencion
temprana del ciclo celular después del afio en el ADN con la radiacion y (Fig. 14b,c) o con doxorrubicina (Fig. 15a,b).
Sorprendentemente, el tratamiento con RANKL produjo una notable proteccién de la muerte celular en respuesta al
dafo en el ADN inducido por radiacién y (Fig. 14d,c) y doxorrubicina (Fig. 15a,b). Mecanicamente, la regulacion
positiva inducida por la radiacion y de las moléculas proapoptéticas Bim, Puma y Noxa no ocurrié en presencia de
RANKL (Fig. 15c). Se ha mostrado in vivo que la radiacion y de hembras de raton produce una induccion quintuple
de la apoptosis de las células epiteliales mamarias'®. Por lo tanto, este sistema previamente establecido se uso para
evaluar los efectos del eje progesterona-RANKL/RANK sobre la muerte celular inducida por radiacion y. De hecho,
RANKL/RANK inducido por MPA (una progestina) protegié de la apoptosis inducida por radiaciéon y en las células
epiteliales mamarias in vivo. La pérdida de la expresidon de RANK en las células epiteliales mamarias anulé los
efectos protectores del MPA sobre la muerte celular inducida por radiacion y (Fig. 3f,g). Ademas, la ruta de IKKa
estaba implicaba en la proteccién inducida por MPA del epitelio mamario después de la radiacion y (Fig. 16a,b). Por
lo tanto, ademas de promover la progresion del ciclo celular, el MPA puede proteger de la muerte celular después
del dafio en el ADN mediante la sefalizacion de RANKL/RANK e IKKa.

Ejemplo 18: RANKL como marcador diagnoéstico en pacientes con cancer de mama:

Los datos presentados en este documento muestran que las progestinas pueden inducir RANKL/RANK que después
estimula el cancer mamario. Para confirmar estos estudios en pacientes humanos con cancer de mama se
analizaron los niveles de RANKL y progesterona en suero en mujeres que participaron en el estudio prospectivo
UKCTOCS (Ensayo Cooperativo de la Cribado en el Cancer de Ovario del RU) (Ejemplo 9). Esta cohorte
proporciond una oportunidad Unica para estudiar cambios en los niveles en suero de RANKL soluble, progesterona y
OPG antes de la manifestacion del cancer de mama. De manera asombrosa, mientras que en las mujeres control no
hubo correlacion entre los niveles de progesterona y RANKL en suero, hubo una asociacion estadisticamente
significativa en mujeres que desarrollaron cancer de mama 12-24 meses después de la recogida del suero (p =
0,047, ensayo de rangos de Spearman) (Fig. 4a). De hecho, entre mujeres dentro de los grupos de progesterona
alta, el RANKL en suero es significativamente mas elevado en el grupo que va a desarrollar cancer de mama
(p=0,01, ensayo de la suma de rangos de Wilcoxon de una via) (Fig. 4a). Por lo tanto, para predecir la aparicion
futura del cancer de mama, pueden usarse los altos niveles de RANKL en suero y la progesterona alta en suero.

La correlacion en mujeres que desarrollaron cancer de mama después de 5-12 meses tras el muestreo del suero,
fue distinta. En cambio, este grupo mostro alteraciones significativas en los niveles de sSRANKL y OPG en suero, que
se asociaron con la probabilidad futura de desarrollar cancer de mama (Fig. 4b; Fig. 17a). No se encontré ninguna
de dichas alteraciones con OPG en las participantes del UKCTOCS que nunca desarrollaron cancer de mama o que
desarrollaron cancer de mama entre 12-24 meses después del muestreo del suero (Fig. 4c; Fig. 17b).

Estas alteraciones de RANKL/OPG en suero parecen ser incomprensibles. Sin embargo, este hallazgo esta en la
linea de los datos anteriores. Por ejemplo, se ha notificado que los niveles de ARNm de RANKL en los huesos
afectados de pacientes con osteoartritis se correlacionan positivamente con la destruccion 6sea pero se
correlacionan de modo inverso con los niveles de RANKL en suero'”. Ademas, un fendmeno similar se mostré para
los niveles de RANKL en suero y la osteoporosis: bajos niveles de RANKL en suero estan asociados con un riesgo
10 veces mayor de fracturas no traumaticas en mujeres postmenopausicas®’. Ademas, la OPG aumentada esta
asociada con pérdida 6sea aumentada en mujeres postmenopausicas que no estan sometidas a terapia de
reemplazo hormonal®’. Los mecanismos de estos cambios en suero en cancer de mama pueden reflejar
mecanismos compensatorios contra el desarrollo de microtumores y/o redistribucion/secuestro de RANKL/OPG en
distintos compartimentos corporales. Para impedir la integracion errénea de datos en un diagnéstico o pronédstico se
prefiere comparar los datos de la muestra con controles positivos (pacientes y/o aquellos que no desarrollaron
cancer) o negativos (pacientes que no desarrollaron cancer).

Ejemplo 19: Analisis:

Basandose en estos resultados, es evidente el siguiente escenario molecular de como las progestinas, tales como el
MPA, estimulan el cancer mamario: la progesterona y las progestinas (y posiblemente la desregulacion del sistema
enddgeno de progesterona tal como en la pre-menopausia) desencadenan una induccion de RANKL, primero en la
glandula mamaria. RANKL por medio de RANK en las células epiteliales mamarias estimula a estas células en el
ciclo celular y, notablemente, protege a las células epiteliales de la glandula mamaria de ratones asi como de seres
humanos de la apoptosis en respuesta al dafio en el ADN incluyendo la radiacion y. Ademas, RANKL-/RANK
controla la autorrenovacion de las células madre de cancer mamario y el crecimiento independiente de anclaje. Por

lo tanto, RANKL/RANK inducido por progestina proporciona una ventaj2 de crecimiento y supervivencia al epitelio
mamario dafado, un requisito previo para iniciar el cancer mamario®. Estos efectos estan, al menos en parte,
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mediados a través de la ruta de senalizacion de IKKa-NF«B.

Estos datos tienen algunas implicaciones interesantes. Por ejemplo, las progestinas se han asociado con un riesgo
aumentado de tener una mamografia andémala®®. Puesto que las mamografias detectan microcalcificaciones, asi
como la densidad glandular y RANKL/RANK tiene papeles clave en el metabolismo/mineralizacion del hueso'",
deberia suponerse que RANKL/RANK contribuye a la calcificacion de dichas lesiones y/o densidades glandulares.
Esto es interesante porque las proporciones RANKL/OPG alteradas en el suero de las mujeres antes y después (5-
12 meses) de que se descubriera la aparicion de las manifestaciones de cancer de mama, demuestra que los
niveles de RANKL/OPG en suero son biomarcadores Utiles para la deteccién del cancer. Los datos del presente
documento también muestran que los niveles aumentados de RANKL y progesterona en suero pueden predecir un
futuro cancer de mama 12-24 meses antes de que los tumores se diagnostiquen. Millones de mujeres toman
derivados de progesterona en anticonceptivos y para la terapia de reemplazo hormonal. Dichas hormonas se han
asociado epidemioldgicamente a un riesgo aumentado de desarrollar cancer de mama.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de diagnostico de cancer o para predecir el desarrollo de un cancer en un paciente, en el que dicho
cancer es cancer de mama, que comprende determinar la actividad de RANKL y la cantidad del ligando de RANKL,
la osteoprotegerina (OPG), en una muestra de dicho paciente.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque la actividad de RANKL es determinada
determinando en la muestra la cantidad de RANKL y/o de RANK.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque la actividad de RANKL es determinada
determinando la sefializaciéon de uno cualquiera de RANK, IKK-alfa, IkB-alfa, P-NF-kappa-B y de Ciclina D1.

4. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la muestra comprende
células mamarias del paciente.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque las células comprenden receptores
hormonales seleccionados del receptor de progesterona y de un receptor de estrégeno.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado porque el receptor de estrégeno es
seleccionado de ESR1, ESR2 o de un receptor heterodimérico.

7. Procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque RANKL es determinado en una muestra de suero
de dicho paciente.

8. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el paciente es tratado por
una hormona o con un anticonceptivo hormonal.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado porque el paciente recibe terapia de reemplazo
hormonal, progesterona o una progestina.

10. Procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que adicionalmente comprende determinar la
concentracion en suero de una hormona del ciclo menstrual o una progestina en una muestra del paciente.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10, caracterizado porque el riesgo de desarrollar cancer de mama es
estimado determinando al menos tanto la actividad de RANKL, como los niveles de progesterona y/o progestina, y
adicionalmente la cantidad de OPG.

12. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que el cancer de mama de reciente aparicion se diagnostica o
predice determinando la relacién de OPG con respecto a RANKL.

13. Un kit que comprende un agente de deteccion para RANKL, un agente de deteccion para OPG, y un agente de
deteccion para progesterona o una progestina.
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