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DESCRIPCION

Método y composicion para el tratamiento, la prevencion y el diagnostico de cancer que contiene células madre de
cancer o derivados de las mismas

Campo de la técnica

La invencion se refiere a un método y composicion para el tratamiento, la prevencion y el diagnéstico de cancer que
contiene células madre de cancer o derivados de las mismas apuntando al gen RPN2.

Técnica anterior

Las pruebas acumuladas sugieren que los tumores no son uniformes, pero a menudo estan compuestos por tipos de
células heterogéneas, cuyos subconjuntos son responsables de la supresion, de la resistencia a los farmacos, y de
la metastasis tumoral. Tales células se denominan células madre de cancer (o células iniciadoras del tumor).
Cuando las células madre de cancer son el objetivo, cabe esperar que se pueda tratar y prevenir el desarrollo, la
metastasis y la recurrencia del cancer. Sin embargo, los marcadores que definen las células madre de cancer son
desconocidos debido a que la base molecular del fenotipo de células madre de cancer sigue estando en gran
medida poco claro. Ademas, no se ha establecido método alguno para el tratamiento o la prevencion utilizando como
objetivo las células madre del cancer.

Los inventores demostraron previamente que la riboforina 1l (RPN2), un componente del complejo de la
oligosacarido transferasa (OST), controlaba la resistencia a los farmacos de las células de cancer de mama y que el
silenciamiento de RPN2 era una estrategia prometedora para la superacion de la resistencia del tumor a los
farmacos (documento WO2007/144985). Sin embargo, los mecanismos, tales como la inhibicion de la proliferacion
de células cancerosas mediante la supresion de la expresion de RPN2, siguen sin estar claros.

Bibliografia de la técnica anterior
Bibliografia de patentes

En cada uno de estos documentos, Ochiya, T. (2010) Saishin igaku 65(6):1343-52, Takahashi et al (2009) Annual
meeting of the Japan cancer association Kiji 68:69 y Ochiya, T. (2010) Seikagaku 82(1):34-8, se describe la
expresion de RPN2 en células madre de cancer de mama y se propone el uso de ARNip para reprimir su expresion
en el tratamiento o prevencién del cancer. No se hace relacion con p53.

Divulgacion de la invencion
Problemas que ha de resolver la invencion

El objetivo de la invencion es proporcionar un método y composicion para el tratamiento, la prevencion y el
diagndstico de cancer que contiene células madre de cancer.

Medios para resolver los problemas

En la presente solicitud, los inventores demuestran que RPN2 se expresaba a altos niveles en la fracciéon de células
madre de cancer de las células de cancer de mama y que la inactivacion de RPN2 inhibia la capacidad de la
colonizacién e invasion de las células madre de cancer in vitro. Un analisis adicional demostré que la inactivacion de
RPN2 reducia la formacién de tumores y suprimia la capacidad de metastasis in vivo. Un analisis de protedmica
global demostrd que la inactivacion de RPN2 alteraba la expresion de 14-3-3C, que se sabe que regula la ruta de
TGF—B/Smad. Por lo tanto, los inventores proporcionan pruebas genéticas y bioldgicas de que RPN2 puede ser
importante en el mantenimiento del fenotipo de las células madre de cancer y que RPN2 puede ser un objetivo
prometedor para la terapia de células madre de cancer.

La presente invencion se refiere a

[1] una composicién farmacéutica que comprende un inhibidor de RPN2 para el tratamiento o prevencion del
cancer que contiene células madre de cancer o deriva de ellas, en la que las células madre de cancer portan un
gen p53 mutado;

[2] una composicion farmacéutica de acuerdo con [1], en la que el inhibidor de RPN2 es un ARNip contra el gen
de RPN2;

[3] un método para la deteccion de células madre de cancer, que comprende determinar la presencia o el nivel
de expresion de RPN2 y que comprende ademas la deteccién de un gen p53 mutado.
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Efectos de la invencion

La invencion proporciona un método y composicion para el tratamiento, la prevencion y el diagnéstico de cancer que
contiene células madre de cancer o derivados de las mismas apuntando al gen RPN2.

Breve descripcion de los dibujos

[Fig. 1] La figura 1 (A) proporciona una divisién desigual de las células madre de cancer CD44'CD24™.

La figura 1 (B) proporciona el analisis de la expresion de RPN2 mediante RT-PCR.

[Fig.2] La Figura 2 proporciona efectos de la inactivacion de RPN2 sobre el nimero de células madre de cancer
CD44°CD24™

[Fig.3] La figura 3 (A) proporciona efectos de la inactivacion de RPN2 sobre la actividad de formacion de
colonias.

La figura 3 (B) proporciona efectos de la inactivacion de RPN2 sobre el nimero de colonias formadas.

[Figura 4] La figura 4 proporciona efectos de la inactivacion de RPN2 sobre la tumorigenicidad.

[Figura 5] La figura 5 proporciona efectos de la inactivacion de RPN2 sobre la metastasis tumoral.

[Figura 6] La figura 6 proporciona efectos de la inactivacion de RPN2 sobre la letalidad.

[Fig.7] La figura 7 (A) proporciona efectos de la inactivacion de RPN2 sobre la expresion de p53 mutado.

La figura 7 (B) proporciona efectos de la inactivacion de RPN2 sobre la expresion de E-cadherina.

[Figura 8] La figura 8 proporciona efectos de la inactivacion de RPN2 sobre la expresion de 14-3-3C.

[Figura 9] La figura 9 proporciona la tincién inmunohistoquimica de tumores formados mediante trasplante de
células MM231-LN en un animal.

[Figura 10] La figura 10 proporciona RPN2 y expresiones de p53 mutado en tejido de cancer de mama de un
paciente humano con cancer de mama.

[Figura 11] La figura 11 proporciona la apoptosis tumoral analizada mediante el ensayo TUNEL. Se ha
demostrado que la apoptosis tumoral del cancer de mama estar fuertemente inducida por la administracion
intratumoral de Rpn2—sirna/AsK al tercer dia desde la administracion.

[Fig. 12] La figura 12 proporciona un analisis de la inactivacion de RPN2 en el cancer de mama canino. El ARNip
de RPN1/AsK mostré una inhibicion de aproximadamente el 50 % del ARNm de RPN2 en comparacion con el
control (solucién salina) (n = 3, p <0,001).

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

La invencién proporciona una composicién farmacéutica que contiene un inhibidor de RPN2 para el tratamiento o
prevencién del cancer que contiene células madre de cancer o deriva de las mismas. Ademas, la invencién
proporciona un método para el tratamiento o prevencién del cancer que contiene células madre de cancer o deriva
de las mismas, que comprende administrar la composicion farmacéutica de la invencion a un sujeto.

La expresion "células madre de cancer", como se usa en el presente documento, se refiere a células cancerosas que
tienen pluripotencia y capacidad de autorenovacion (también denominado en el presente documento capacidad de
autorenovacion y diferenciacion). Las células de cancer incluyen cualquier célula de cancer, tales como células de
cancer de mama, de estdmago, colorrectal, de pulmoén, de préstata y de cancer hematopoyético. Ademas de la
capacidad de autorenovacion y diferenciacion, las células madre de cancer pueden ser resistentes a agentes contra
el cancer (resistencia a farmacos) y tienen una capacidad para invadir los tejidos circundantes y/o producir
metastasis en sitios distantes en el cuerpo (capacidad de invasion y metastasis). Se considera que el desarrollo, la
metastasis y la recurrencia del cancer podrian tratarse y prevenirse usando las células madre de cancer como
objetivo. La invencién es util para dicho tratamiento y prevencion del cancer usando las células madre de cancer
como objetivo.

En una realizacion, las células madre de cancer tienen un mayor nivel de expresion de riboforina Il (RPN2). "RPN2"
es uno de los componentes (subunidad) del complejo oligosacarido transferasa (OST), que existe en el reticulo
endoplasmico rugoso y funciona afiadiendo una cadena de azucar unida a N a una cadena polipeptidica naciente.
La RPN2 humana es una proteina de membrana basica que consiste en 631 aminoacidos. Las fuentes de la RPN2
incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, animales, preferentemente mamiferos, mas preferentemente primates, e
incluso mas preferentemente seres humanos. "Gen RPN2" es un gen que codifica RPN2. La secuencia de bases del
gen RPN2 humano se muestra en SEQ ID NO: 1.

Los inventores encontraron que la inactivacion de la expresion RPN2 con un ARN de horquilla corta (ARNhc) en la
fracciéon de células madre de cancer CD44°/CD24~ del cancer de mama inhibia la capacidad de formacién de
colonias y la invasion de las células madre de cancer in vitro y anulaba la tumorigenicidad y la invasién y la
capacidad de metastasis en un animal inmunodeficiente (es decir, in vivo). Como se ha descrito anteriormente, las
células madre de cancer pueden tener capacidad de autorenovacion y diferenciacion, resistencia a farmacos y
capacidad de metastasis e invasion. Por lo tanto, la RPN2 implicada en todos estos servira como marcador de las
células madre de cancer. Ademas, el uso como objetivo de RPN2 puede permitir el tratamiento y la prevencion de
los canceres que contengan células madre de cancer o deriven de las mismas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2586116 T3

En otra realizacion, las células madre de cancer portan un gen p53 mutado. "P53" es un producto del gen supresor
tumoral. Se han encontrado mutaciones en el gen p53 en muchos canceres humanos (Adorno, M. et all, Cell, 137:
87-98 (2009); Wang, S.P. et al., Nat. Cell Biol., 11: 694-704 (2009); Muller, P.A. et al., Cell, 139: 1327-1341 (2009);
Morton, J.P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 107:246-251 (2010)). Las mutaciones en el gen p53 incluyen,
preferentemente, pero no se limitan a, mutaciones puntuales sustituidas (mutaciones de sentido erréoneo), que no
producen mutaciones de desplazamiento de marco, o mutaciones de delecién (mutaciones de delecion de codon).

Los inventores encontraron que la inactivacion de la expresion de RPN2 en lineas celulares con p53 mutado reducia
el nivel de la proteina p53 mutada y suprimia la expresion de E-cadherina. Ademas, los inventores encontraron que
la expresion de 14-3-3C se reducia en las células de cancer con expresion alta de RPN2 y se incrementaba por la
inactivacion de RPN2. Se sabe que 14-3-3C actua degradando el p53 mutado a través de mdm2.

Las células cancerosas exhiben un fendmeno que se conoce como transicion epitelio-mesenquimal (TEM). La
expresion de E-cadherina implicada en la adhesion celular se reduce tras la TEM, lo que da lugar a la invasién o la
metastasis de las células cancerosas. Los resultados anteriores sugieren que RPN2 reduce la expresion de 14-3-3C
para estabilizar el p53 mutado y causa TEM en las células cancerosas, lo que da lugar a la invasion o la metastasis
de las células cancerosas.

El P53 mutado esta implicado en las capacidades de autorenovacion y diferenciacion y de invasion y metastasis de
las células cancerosas. Se han realizado muchos estudios sobre p53. Sin embargo, no se ha publicado ningun
informe sobre el éxito del tratamiento o la prevencion del cancer usando p53 como objetivo. RPN2 esta implicada en
las capacidades de autorenovacion y diferenciacion e invasion y metastasis, ademas de la resistencia a los
farmacos. Por lo tanto, la inhibicion de RPN2 no solo elimina la resistencia a los farmacos de las células cancerosas,
sino que también inhibe las capacidades de autorenovacion y diferenciacion e invasion y metastasis de las células
cancerosas a través de la inhibicion de los efectos de p53 mutado aguas arriba. La deteccion de la presencia de p53
mutado, asi como la expresion de RPN2, permite una identificacion mas precisa de las células cancerosas que
tienen p53 mutado, para el que la inhibicion de RPN2 es eficaz. Ademas, la inhibicion de RPN2 permite un
tratamiento y prevencion mas eficaz de los canceres asociados con p53 mutado que cuando se usa el p53 como
objetivo.

El término "inhibidor de RPN2", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier sustancia que inhibe
la expresion génica de RPN2 o los efectos del producto del gen de RPN2. RPN2 se expresa poco en los tejidos
normales, con excepcion de la placenta. Por lo tanto, los inhibidores de la RPN2 no tienen efectos sustanciales
sobre las células distintas de las células de cancer en los sujetos, con excepcion de las mujeres embarazadas, y son
utiles como agentes terapéuticos especificos para el cancer sin efectos adversos. Los sujetos incluyen,
preferentemente, pero no se limitan a, por ejemplo, animales, mamiferos, mas preferentemente primates, e incluso
mas preferentemente seres humanos.

Por ejemplo, las sustancias que inhiben la transcripcion génica de RPN2, las que se unen a transcritos de RPN2 o
los degradan y las que se unen a la proteina RPN2 se pueden utilizar como inhibidores de RPN2. Ejemplos de
sustancias que se unen a la proteina RPN2 incluyen un anticuerpo anti-RPN2 o fragmentos del mismo (Fab, F(ab'),,
etc.) y otros componentes que se unen a RPN2 en el complejo de oligosacarido transferasa (OST). Entre los
ejemplos de sustancias que se unen a transcritos de RPN2 o los degradan se incluyen ARN antisentido, ribozimas,
ARN de interferencia pequefio (ARNip), y microARN (miARN) contra el gen RPN2.

Como inhibidores de RPN2 se prefieren, preferentemente, ARNip, miran, y similares, que causan interferencia por
ARN (ARNi). La interferencia por ARN se refiere a un fendmeno en el que la expresion del gen es suprimida por una
molécula de ARN bicatenario (bc) de una manera especifica de secuencia. Por ejemplo, los resultados de la
interferencia por ARN de la escision del ARNm diana por ARNip, el silenciamiento génico a través de la formacion de
heterocromatina en una region de ADN diana por ARNip y la represion de la transcripcion y la traduccion y la
degradacion del ARNm por miARN. Preferentemente, el ARNip se usa en la presente invencion porque su secuencia
se puede disefiar basandose en la secuencia del gen de RPN2 diana y se puede sintetizar artificialmente.

Dicho ARNip se puede obtener mediante cualquier método conocido en la materia. Por ejemplo, el ARNip se puede
sintetizar quimicamente mediante el método de fosforoamidita, que también se usa para la sintesis quimica del ADN,
mediante la reaccién de condensacion secuencia de una sola base cada vez en direccién 5’ a 3’. Preferentemente,
los grupos hidroxilo de los extremos 2' de ribonucleoétidos individuales estan protegidos para evitar la degradacion
por la ARNasa durante la sintesis. Dichos grupos protectores incluyen los grupos 2'-O-t-butildimetilsililo (2'-TBDMS),
2'-O-(triisopropilsililoxi)metilo (2'-TOM), y 5'-silil-2’-acetoxietoxi (2'-ACE).

El ARNip contra el gen RPN2 tiene una secuencia correspondiente a una secuencia predeterminada del gen RPN2,
es decir, una secuencia que corresponde a una parte de una secuencia de ARNm diana. Por ejemplo, el ARN bc
(secuencia A) que consiste en los ARN de SEQ ID NOS: 2 (cadena sentido) y 3 (cadena antisentido), que
corresponde a la posiciéon de 1.194-1.212 de la secuencia del gen RPN2 (SEQ ID NO: 1), se puede usar como
ARNip. Este ARN bicatenario tiene salientes de 2 bases en los extremos 3' de cada cadena. Por lo tanto, la region
bicatenaria tiene una longitud de 19 bases. Las SEQ ID N°: 4-25 muestran las secuencias de las cadenas sentido y
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antisentido de los ARNip (secuencias B-L) contra el gen RPN2, divulgadas en el documento WO 2007144985. Estos
pares (ARN bc) se pueden utilizar como inhibidores de RPN2 en la presente invencion.

El ARNip es una molécula de ARN pequefia que no codifica ninguna proteina. En el genoma existen varios cientos
de tipos de miARN. El miARN se transcribe en nucledtidos de varios cientos a varios miles de bases vy, finalmente,
sufre un procesamiento en dimeros de nucleétidos de 19-24 bases para suprimir la expresion génica a través de la
represion de la traduccion, degradacion y regulacion de la transcripcion del ARNm que tiene una secuencia de
nucleétidos complementaria a la del miARN. La expresion de RPN2 también esta regulada por varios miARN. Dichos
miARN se pueden sintetizar artificialmente para su uso en la presente invenciéon como inhibidores de RPN2 con el fin
de suprimir la expresion génica de RPN2. Las secuencias del miARN conocidas que pueden inhibir la expresion del
gen de RPN2 pueden recuperarse de bases de datos publicas (por ejemplo, TargetScan Release 3.1).

La composicién farmacéutica de la presente invenciéon se puede administrar mediante administracién sistémica o
local. La via de administracién puede ser cualquier via, tal como las vias intravenosa, subcutanea, intraperitoneal,
intramuscular e intranasal. La composicién farmacéutica de la presente invencién puede contener ademas cualquier
ingrediente utilizado en el campo de la formulacién farmacéutica, tales como excipientes, diluyentes y estabilizantes.
Por ejemplo, si un inhibidor de RPN2 es una proteina como un anticuerpo, la composicién farmacéutica puede
contener ademas ingredientes utilizados habitualmente el campo de la formulacién de proteinas. Por ejemplo, si un
inhibidor de RPN2 es un acido nucleico como ARNip, puede estar contenido cualquier sustancia (por ejemplo,
liposoma) para la introduccién de un acido nucleico. El agente de transfeccidon que contiene un tensioactivo
peptidico, descrito en el documento WO 2010/024262, se puede utilizar adecuadamente para la presente invencion,
ya que muestra una toxicidad baja, alta eficiencia para que un gen diana alcance una zona afectada, y una eficiencia
alta de la supresion del gen diana y, por lo tanto, se puede administrar por via sistémica.

La cantidad de un inhibidor de RPN2, contenido en la composicién farmacéutica de la presente invencion, varia de
acuerdo con los métodos de administracion, los tipos y tamarfios de los tumores, las afecciones del paciente, y los
farmacos concomitantes, y los expertos en la materia pueden determinarla adecuadamente. Por ejemplo, cuando se
usa un ARNip como inhibidor de RPN2, la cantidad es, deseablemente, de 1 - 10 nmol/kg para la administracion
local y de 2-50 nmol/kg para la administracion sistémica.

La presente invencién proporciona un método de deteccién de células madre de cancer, que comprende determinar
la presencia o nivel de expresién de RPN2.

La RPN2 existe en el citoplasma. Por lo tanto, para detectar RPN2, se prepara un extracto que contiene ARN y
proteinas a partir de células o tejidos obtenidos de un sujeto. En el extracto se detectan productos de la transcripcion
(ARNm de RPN2) y de la traduccion (proteina RPN2) de los transcritos. Para la deteccion de la proteina RPN2, se
puede usar cualquier método conocido en la materia, tales como transferencia Northern y reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR). Para la deteccion de la proteina RPN2, se puede usar cualquier
método conocido en la materia, por ejemplo, métodos inmunolégicos utilizando un anticuerpo anti-RPN2
(transferencia Western y ELISA). La RPN2 se expresa poco en los tejidos normales, con excepcion de la placenta.
Por lo tanto, la presencia de la expresiéon de RPN2 o la expresion RPN2 de alto nivel indica la participacion de RPN2
en el cancer. Para el tratamiento y la prevencion de tales tipos de cancer, son eficaces los tratamientos con la
composicion farmacéutica de la presente invencion, que contienen un inhibidor de RPN2.

En una realizacion, el método de deteccion de la presente invencion comprende ademas la deteccion de un gen p53
mutado. Un gen p53 mutado se puede detectar mediante cualquiera de los métodos de deteccién y analisis de acido
nucleico conocidos en la materia, que utilizan hibridacion, electroforesis, amplificacion de acido nucleico y
secuenciaciéon. Como se ha descrito anteriormente, cuando existe un p53 mutado en células de cancer que
expresan RPN2, los canceres asociados con el p53 mutado pueden tratarse y prevenirse con eficacia mediante la
inhibicion de RPN2. Por lo tanto, el método de deteccidon de la presente invencion es Uutil como método de
diagndstico para la determinacion de los métodos de tratamiento y prevencion eficaces.

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describira con detalle utilizando ejemplos. No
obstante, la invencion no se limita a estos ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1

La linea celular de cancer de mama humano MCF7 ADR se dividié en dos fracciones de células CD44°'CD24" y
CD44*CD24", y se cultivaron durante siete dias. Solo la fraccion CD44°CD24™ tenia una division desigual, una
propiedad de las células madre de cancer (Figura 1A).

La expresion de riboforina Il (RPN2) se analizé mediante RT-PCR. Como resultado, la expresion de RPN2 en CD44"

CD24™ (células madre de cancer) se multiplico por aproximadamente 20 en comparacién con CD44" CD24" (células
madre no cancerosas) (Figura 1B).
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Ejemplo 2

Se generaron células de cancer de mama humanas con expresion de RPN2 inactivada de forma constitutiva
utilizando el vector shRPN2. Se utilizaron tres lineas celulares de cancer de mama humano, MCF7, MCF7-ADR, y
MDA-MB-231LN (MM231-LN). MCF7 es la linea celular parental de MCF7 ADR (linea celular resistente a los
farmacos), es decir, las células de cancer de mama no malignas positivas para el receptor hormonal y sensibles a
farmacos. MM231-LN es una linea celular altamente metastasica y altamente maligna negativa para los receptores
hormonales.

Las respectivas células obtenidas se incubaron en presencia de docetaxel 10 nM durante 96 horas. Posteriormente,
se contaron las células madre de cancer CD44*CD24". Como resultado, el nimero de células madre de cancer
CD44"CD24” se redujo significativamente para las células MCF7-ADR y MM231-LN en las que se introdujo el vector
shRPN2, en comparacion con aquellas en las que se introdujo un vector control (shNC) (Figura 2).

Ejemplo 3

Una caracteristica de las células madre de cancer es una capacidad de formacién de colonias en cultivo plano
(placa). Como se muestra en la Figura 3A (superior) (MM231-LN-SHNC), las células MM231-LN formaron muchas
colonias. La capacidad de formacion de colonias se suprimié significativamente cuando se introdujo el vector
shRPN2 (Figura 3A, inferior, MM231-LN-shRPNZ2). La figura 3B muestra el nimero de colonias formadas.

Ejemplo 4

Otra caracteristica de las células madre de cancer es que incluso un pequefio nimero de células puede formar un
tumor establecido cuando se trasplantan en un animal. En el presente estudio, se compararon dos lineas de células
de cancer de mama humano, MCF7 ADR-y-MM231 LN, con (shRPN2) o sin (shNC) inactivacion de RPN2. Las
células en las que se introdujo el vector shRPN2 se transplantaron en el lado derecho de la parte trasera de un ratén
(ratdon NOD-Scid hembra de 6 semanas de edad), mientras que aquellas en las que se introdujo el vector shNC se
transplantaron en el lado izquierdo. El nUmero de células trasplantadas fue de 1 x 10* células/sitio para MCF7 ADR y
de 1 x 102 células/sitio para MM231-LN.

Como resultado, ambas lineas celulares en las que se introdujo el vector shRPN2 perdieron tumorigenicidad, como
se muestra en el estudio de imagen del ratén (Figura 4, centro, (MCF7-ADR-luc) y derecho (MM231-LN-luc)). Los
resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1
Tumorigenicidad
Linea celular Numero de células | shNC shRPN2
MCF7-ADR-luc |1 x 10* células/sitio | 4/4 1/4
MM231-LN—-luc |1 x 10” células/sitio |5/5 0/5
Ejemplo 5

La célula MM231-LN es altamente maligna y altamente metastasica. Esta célula produce metastasis en los ganglios
linfaticos de la axila y el pecho, lo que da lugar a una letalidad del 100 % cuando se implanta en la glandula mamaria
de raton. En este sistema, las células en las que se introdujo el vector shRPN2 se compararon con aquellas en las
que se introdujo el vector shNC. Como resultado, la metastasis en los ganglios linfaticos se suprimid
significativamente en el grupo del vector shRPN2 (Figura 5). Los resultados se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2
Tumorigenicidad (metastasis)
Linea celular Numero de células shNC shRPN2
MM231-LN-luc 1 x 107 células/sitio 5/5 (3/5) 1/5 (0/5)
1 x 10° células/sitio 5/5 (5/5) 1/5 (0/5)
Ejemplo 6

Como resultado de la observacmn a Iargo plazo de los ratones de acuerdo con el Ejemplo 5, todos los ratones a los
que se transplantaron 1 x 10% 0 1 x 10 celulas para el grupo de shNC murieron, mientras que todos los ratones a
los que se transplantaron 1 x 10% 0 1 x 10° células para el grupo shRPN2 sobrevivieron (Figura 6). En la Figura 6,
los ejes vertical y horizontal representan la supervivencia libre de metastasis (%) y de tiempo (dias),
respectivamente.
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Ejemplo 7

Se examinaron dos lineas celulares, MCF7-ADR y MM231-LN, con RPN2 inactivada por la introduccion del vector
shRPN2, respecto a la expresion de la proteina p53 mutada mediante transferencia Western. Como resultado, la
expresion de p53 mutado se redujo significativamente en ambas lineas celulares (Figura 7A).

Ademas, se demuestra que la inactivacion de RPN2 con shRPN2 indujo expresion de E-cadherina (Figura 7B). La
figura 7B (izquierda) indica los resultados para shNC. La figura 7B (izquierda) indica los resultados para shRPN2. La
figura 7B (derecha) indica los indices de células a E-cadherina (%).

La expresion de E-cadherina desaparece cuando las células cancerosas exhiben transicion epitelio-mesenquimal
(TEM). Se dice que las células de cancer con expresion reducida de E-cadherina son mas propensas a producir
metastasis. La inactivacion de la expresion de RPN2 en las células con expresion elevada de RPN2 usando shRPN2
aumento la expresion de E-cadherina. Este hecho apoya el hecho de que PRN2 induce TEM.

Ejemplo 8

Para investigar el mecanismo por el que la expresion de p53 mutado esta regulada por RPN2, se analizaron las
proteinas cuyas expresiones se alteraron mediante la introduccion del vector shRPN2 en una célula usando una
técnica de proteoma. Como resultado, se demostro la participacion de 14-3-3¢ (Figura 8). 14-3-3C actua degradando
el p53 mutado a través de mdm2. En las células con RPN2 aumentada, el p53 mutado se estabiliza y la E-cadherina
disminuye, porque la expresion de 14-3-3C se reduce. Por lo tanto, es posible que las células puedan estar
destinadas a dirigir la TEM implicada en la metastasis.

Ejemplo 9

Las células MM231-LN se ftrasplantaron en un animal. El tumor formado se examiné mediante tincion
inmunohistoquimica usando tres colores: DAPI para tincion especifica del nucleo (azul), anticuerpo anti-RPN2
(verde y anti-anticuerpo anti-p53 mutado (rojo) (Figura 9, izquierda). Los patrones de tincién de las células positivas
para RPN2 y positivas para p53 mutado fueron consistentes. Ademas, la expresion de RPN2 se examiné mediante
tincion con el método ABC (Figura 9, en medio). En las células de cancer con una expresion de RPN2 alta,
fuertemente tefiidas en la Figura 9 (en medio), la expresiéon de E-cadherina se redujo (Figura 9, derecha).

Ejemplo 10

Las muestras de tejido de cancer de mama obtenidas de dos pacientes humanos con cancer de mama se analizaron
mediante inmunotincion fluorescente usando tres colores: DAPI para tincion especifica del nacleo (azul), anticuerpo
anti-RPN2 (verde y anti-anticuerpo anti-p53 mutado (rojo). Las muestras de tejido se obtuvieron a partir de tumores
primarios y todas fueron positivas para metastasis en los ganglios linfaticos. En ambas muestras, los patrones de
tincion de las células positivas para RPN2 y positivas para p53 mutado fueron consistentes. Esto apoya los
resultados in vitro en el Ejemplo 9 (Figura 10).

Ejemplo 11

La apoptosis de las células de cancer de mama y la reduccion del tamafo del tumor de cancer de mama mediante la
administracion de ARNip contra el gen RPN2 en un perro con cancer de mama espontaneo

El analisis de PCR de tejido de cancer espontaneo (incluyendo cancer de la glandula mamaria) de un perro
demostré que RPN2 tendia a expresarse altamente también en el tejido de cancer de mama de un perro. Se disefid
ARNip contra RPN2 canina y se mezcld con la solucion acuosa del vehiculo transportador de acido nucleico
(vehiculo transportador que contiene un tensioactivo peptidico (AsK: publicacion de patente 2010-222338) se uso
como vehiculo transportador de acido a una concentracion final de 0,5 %) para preparar un complejo de ARNip-
vehiculo (concentracion final: 1 mg/ml).

El complejo de ARNip-vehiculo anterior se administro localmente en el tumor de cancer de mama espontaneo de un
perro (Golden retriever de un peso de aproximadamente 40 kg) dos veces cada tres dias. El tumor se reseco
mediante cirugia el dia 3 después de la Ultima administraciéon. Como control se administré solucién salina o vehiculo
(AsK) individualmente.

Antes de la administracion del complejo ARNip-vehiculo, tamafio del tumor macroscopico fue de 36,3 mm de
diametro largo y 17,1 mm de diametro corto. El dia 3 después de la ultima administracion, el tamarfio era de 24,9 mm
de diametro largo y 15,6 mm de diametro corto (reduccién del 43 % del volumen tumoral macroscopico (VTM)).

La observacion de secciones finas y el ensayo TUNEL del tejido tumoral resecado por cirugia demostraron células
tumorales apoptéticas causadas por la administracion del complejo ARNip-vehiculo. No se observé ninguna
estructura caracteristica del tejido tumoral después de la administracion (Figura 11, derecha). La administracion de
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AsK solo no caus6 ninguna alteracion significativa en el tejido tumoral (Figura 11, izquierda). La administracion del
complejo ARNip-vehiculo inactivd el ARNm de RPN2 aproximadamente el 50 % (Figura 12).

Aplicabilidad industrial

La invencion proporciona un método y composicion para el tratamiento, la prevencion y el diagndstico de cancer que
contiene células madre de cancer o derivados de las mismas apuntando al gen RPN2.

Listado de secuencias
<110> National Cancer Center Research Institute 3—D Matrix, Ltd.

<120> Método y composicion para el tratamiento, la prevencion y el diagndstico de cancer que comprende células
madre de cancer o derivados de las mismas

<130> FP-3367
<160> 25
<210>1

<211> 2509
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende un inhibidor de RPN2 para su uso en el tratamiento o prevencion
del cancer que contiene células madre de cancer o que deriva de las mismas, en la que las células madre de cancer

portan un gen p53 mutado,
en la que el inhibidor de RPN2 es un anticuerpo anti-RPN2 o fragmentos del mismo, ARN antisentido, ribozima,

ARN de interferencia pequeio o micro ARN o un ARN de horquilla corta.

2. Un método para la deteccion de células madre de cancer, que comprende determinar la presencia o el nivel de
expresion de RPN2 y que comprende ademas la deteccion de un gen p53 mutado.

17
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Figura 6
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Figura 8
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Figura 12
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